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ES 2 312 990 T3

DESCRIPCIÓN

Análisis y uso de polimorfismos de PAR1 para evaluar el riesgo de enfermedades cardiovasculares.

La invención se refiere a secuencias de polinucleótidos que comprenden variaciones genéticas del gen PAR1 en las
posiciones 3090 y/ó 3329.

El receptor de proteasa activado 1 (PAR1) es un receptor de trombina que pertenece a la clase de los receptores
acoplados a proteína G (GCPR = siglas en inglés). El gen para PAR1 está situado en el cromosoma 5q13, consiste
en dos exones y cubre una región de aprox. 27 kb. PAR1 se expresa, entre otros, en células endoteliales, células de
la musculatura lisa, fibroblastos, neuronas y plaquetas humanas. En plaquetas, PAR1 es un importante receptor de la
transmisión de señales, el cual está implicado en el inicio de la agregación de plaquetas.

Los PARs se activan a través de la separación proteolítica de una parte del extremo N de los PARs, con lo que
queda expuesta una nueva secuencia N-terminal la cual activa luego el receptor.

PAR1 y PAR4 juegan un papel central en la activación de plaquetas; la activación de estos receptores en plaquetas
conduce a cambios morfológicos, a la liberación de ADP y a la agregación de las plaquetas.

No se confirmó una relación de enfermedades coronarias del corazón con polimorfismos de nucleótidos sencillos
(SNP - siglas en inglés) en la región del promotor de PAR1 en un grupo de pacientes coreanos. En otro estudio, se
demostró que una variante del promotor de PAR1 tenía una acción protectora para el desarrollo de tromboembolias
venosas.

La secuencia del gen PAR1 humano es conocida. A la secuencia de polinucleótidos de este gen se puede acceder
bajo el número NM-001992 en la base de datos de nucleótidos NCBI. De igual modo, la secuencia de proteínas
está disponible bajo el número NP-001983 en la base de datos de proteínas NCBI. NCBI es el Centro Nacional para
Información de Biotecnología (National Center for Biotechnology Information) (dirección postal: National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine, Building 38A, Bethesda, MD 20894, EE.UU.; dirección de
la web: www.ncbi.nhm.nih.gov). La clonación del gen PAR1 ha sido descrita, entre otros, en “Schmidt et al., J. Biol.
Chem. 271, 9307-9312, 1996”.

Existen diversos nuevos polimorfismos del gen PAR1, por medio de los cuales es posible determinar una fuerte
disposición de un individuo a enfermedades del corazón coronarias. Los individuos afectados están, así, capacitados
para contrarrestar a tiempo este factor de riesgo adaptando su estilo de vida de manera correspondiente, por ejemplo
compensando a través de un control incrementado de otras influencias dañinas, tales como fumar, consumo de alcohol,
alimentos ricos en colesterol, hipertensión sanguínea, etc.

Mecanismos preventivos relacionados con la salud de este tipo no serían posibles sin el conocimiento de los
polimorfismos de PAR1 los cuales se explican con mayor detalle más abajo y el uso de los mismos en procedimientos
correspondientes.

Variantes de una secuencia de nucleótidos particular con sustituciones en posiciones individuales son conocidas
por el experto bajo el término SNP (= polimorfismo de nucleótidos sencillo - siglas en inglés).

La invención se refiere a una secuencia de polinucleótidos aislada del gen PAR1, caracterizada porque en la po-
sición 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992, la cual, en calidad de técnica anterior, está pú-
blicamente disponible, se presenta una sustitución C por T. En una forma de realización preferida, la secuencia de
polinucleótidos del gen PAR1, que tiene una sustitución T por C en la posición 3090, abarca una secuencia de acuerdo
con SEQ ID Nº: 2 y, en una forma de realización particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleótidos, esta
última comprende una secuencia de SEQ ID Nº: 2.

La invención se refiere, además, a una secuencia de polinucleótidos aislada del gen PAR1, caracterizada porque
en la posición 3329 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992, la cual, en calidad de técnica anterior, está
públicamente disponible, se presenta una sustitución C por A. En una forma de realización preferida, la secuencia de
polinucleótidos del gen PAR1, que tiene una sustitución A por C en la posición 3329, abarca una secuencia de acuerdo
con SEQ ID Nº: 3 y, en una forma de realización particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleótidos, esta
última comprende una secuencia de SEQ ID Nº: 3.

La invención también se refiere a una secuencia de polinucleótidos aislada del gen PAR1, caracterizada porque
en la posición 3090 de la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-001992 está presente una sustitución C por T y,
simultáneamente, en la posición 3329 de esta secuencia PAR1 está presente una sustitución V por A. En una forma de
realización preferida, la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1 que tiene una sustitución T por C en la posición
3090 y una sustitución simultánea A por C en la posición 3329 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 4 y,
en una forma de realización particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleótidos, esta última comprende
una secuencia de SEQ ID Nº: 4.
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La invención también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, la cual
comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 5.

La invención también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustitución C por T en la posición 3090, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, parte que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 6.

La invención también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustitución C por A en la posición 3329, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, parte que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 7.

La invención también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustitución C por T en la posición 3090, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, y simultáneamente una sustitución C por A en la posición 3329 de la mencionada secuencia PAR1, parte que
comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 8.

La invención comprende, además, la preparación de una secuencia de polinucleótidos de 3592 pares de bases del
gen de ADNc de PAR1, secuencia que puede o no comprender los polimorfismos en las posiciones 3090 y 3329, según
se define antes, individualmente o en combinación, caracterizada por las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar un ADN humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 2 y/o una
secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº:
4,

b] proporcionar un par de cebadores con una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 9 y SEQ ID Nº: 10,

c] amplificar la secuencia de polinucleótidos de PAR1 mediante la reacción de extensión en cadena de la
polimerasa (PCR - siglas en inglés),

d] aislar y/o purificar el fragmento con una longitud de 3,56 kb obtenido de c],

e] secuenciar el fragmento de d].

La invención también se refiere a la preparación de una secuencia de polinucleótidos de acuerdo con SEQ ID Nº:
5, SEQ ID Nº: 6, SEQ ID Nº: 7 o SEQ ID Nº: 8, preparación que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar ADN cromosómico humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID
Nº: 1 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 2 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con
SEQ ID Nº: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 4

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID Nº: 11 y SEQ ID Nº: 12,

c] amplificar el fragmento de la secuencia de polinucleótidos de PAR1 mediante la reacción de extensión en
cadena de la polimerasa (PCR),

d] aislar y/o purificar el fragmento obtenido de c],

e] secuenciar el fragmento de d].

La invención se refiere, además, a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de
C por T en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de C por A en la posición
3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de un ser humano,

b] obtener ADN cromosómico a partir del material de a],

c] amplificar un fragmento de polinucleótido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ ID Nº: 11 y
SEQ ID Nº: 12, utilizando una reacción PCR,

d] secuenciar el fragmento de polinucleótido procedente de c].

La invención se refiere, además, a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de
T por C en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición
3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de ser humano,
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b] obtener ARN a partir del material de a],

c] transcribir dicho ARN en ADNc por medio de transcriptasa inversa,

d] eventualmente, amplificar un fragmento de polinucleótido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ
ID Nº: 10 y SEQ ID Nº: 11, utilizando la reacción PCR,

e] secuenciar el ADNc procedente de c] y/o el fragmento de polinucleótido procedente de d].

La invención también se refiere a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de
T por C en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición
3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que contiene las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de ser humano,

b] obtener ADN cromosómico a partir del material de a],

c] realizar una transferencia Southern del ADN cromosómico procedente de b],

d] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID Nº: 5 y/o SEQ ID Nº: 6 y/o SEQ ID Nº: 7 y/o SEQ ID Nº:
8,

e] hibridar el borrón de transferencia Southern procedente de c] con la sonda procedente de d] en condiciones
de hibridación estrictas,

f] determinar la presencia o ausencia de una variación genética en el gen PAR1 en la posición 3090 y/ó 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridación procedente de e].

La invención se refiere, además, a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de
T por C en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición
3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de ser humano,

b] obtener ARN a partir del material de a],

c] realizar una transferencia Northern del ARN procedente de b],

d] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID Nº: 5 y/o SEQ ID Nº: 6 y/o SEQ ID Nº: 7 y/o SEQ ID Nº:
8,

e] hibridar el borrón de transferencia Northern procedente de c] con la sonda procedente de d] en condiciones
de hibridación estrictas,

f] determinar la presencia o ausencia de una variación genética en el gen PAR1 en la posición 3090 y/ó 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridación.

La detección de las variaciones genéticas o polimorfismos en el gen PAR1 en las posiciones 3090 y/ó 3329 se
puede utilizar como (a) marcador genético para evaluar el riesgo de una fibrilación atrial, síndrome coronario agudo,
cardiomiopatía y/o angina inestable, como (b) marcador para el tratamiento preventivo de una fibrilación atrial, síndro-
me coronario agudo, cardiomiopatía y/o angina inestable de los vehículos de las correspondientes variantes genéticas,
como (c) marcador para ajustar la dosis de una sustancia farmacéuticamente activa a administrar para una fibrilación
atrial, síndrome coronario agudo, cardiomiopatía y/o angina inestable, como (d) marcador para determinar la estrate-
gia de rastreo de alto rendimiento para identificar una sustancia farmacéuticamente activa para una fibrilación atrial,
síndrome coronario agudo, cardiomiopatía y/o angina inestable, como (e) marcador para identificar los individuos o
pacientes relevantes para estudios clínicos con el fin de ensayar la tolerabilidad, seguridad y eficacia de una sustancia
farmacéutica para una fibrilación atrial, síndrome coronario agudo, cardiomiopatía y/o angina inestable, y como (f)
base para desarrollar sistemas de ensayo para analizar la variación genética en el gen PAR1 al nivel de ADN, ARN o
proteína.

La invención también se refiere a una secuencia de polinucleótidos aislada con un número de 21 a 50 nucleótidos,
caracterizada porque en ella está cpontenida una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 11. Dicha secuencia preferi-
blemente comprende la SEQ ID Nº: 11. La invención se refiere, además, a una secuencia de polinucleótidos aislada
con un número de 20 a 50 nucleótidos, la cual comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 12 o se compone
de la misma, para aumentar un correspondiente fragmento del gen PAR1 por medio de la reacción de prolongación
en cadena de la polimerasa (PCR). Este uso se refiere, preferiblemente, a la amplificación de un fragmento de un gen
PAR1 que tiene una sustitución de T por C en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o que
tiene una sustitución de A por C en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.
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Además, la invención comprende un kit de partes, que contiene

a] una secuencia de polinucleótidos aislada de 21 a 50 nucleótidos de longitud, la cual abarca o se compone
de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 11,

b] una secuencia de polinucleótidos aislada de 20 a 50 nucleótidos de longitud, la cual abarca o se compone
de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 12,

c] al menos una enzima para llevar a cabo la reacción de extensión en cadena de la polimerasa (PCR),

d] eventualmente, sustancias y/o soluciones para llevar a cabo la reacción de extensión en cadena de la poli-
merasa,

e] eventualmente, secuencias de polinucleótidos que abarcan el gen PAR1 con o sin la sustitución en la posi-
ción 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992 y/o la posición 3329 de acuerdo con NM-
001992 en su longitud completa y/o partes de las mismas,

f] así como, eventualmente, reactivos para llevar a cabo la reacción de secuenciación.

Kit de partes aquí y en lo que sigue significa la combinación de los citados componentes que han sido combinados
en una unidad funcional en yuxtaposición espacial uno con otro.

La invención se refiere, además, a la preparación del kit de partes antes descrito, que comprende

a] proporcionar una secuencia de polinucleótidos aislada de 21 a 50 nucleótidos de longitud, la cual abarca o
se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 11,

b] proporcionar una secuencia de polinucleótidos aislada de 20 a 50 nucleótidos de longitud, la cual abarca o
se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 12,

c] proporcionar una enzima para llevar a cabo la reacción de extensión en cadena de la polimerasa (PCR),

d] proporcionar, evetualmente, reactivos para llevar a cabo la secuenciación,

e] eventualmente, proporcionar sustancias y/o soluciones para llevar a cabo dicha reacción de extensión en
cadena de la polimerasa (PCR),

f] eventualmente, proporcionar secuencias de polinucleótidos que comprenden el gen PAR1 con o sin una
sustitución de T por C en la posición 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992 y/o
una sustitución de A por C en la posición 3329 de acuerdo con NM-001992, en cada caso en su longitud
completa, o partes de las mismas,

g] introducir los componentes de a] a f], en cada caso por separado, en recipientes adecuados,

h] combinar, eventualmente, los recipientes de g] en una o más unidades de envase.

El kit de partes antes mencionado se puede utilizar para amplificar un fragmento del gen PAR1.

Los aspectos técnicos de la invención se comentan con mayor detalle en las siguientes realizaciones.

Secuencias de polinucleótidos presentes aisladas del gen PAR1 se pueden preparar, por ejemplo, mediante am-
plificación por medio de la reacción de extensión en cadena de la polimerasa (PCR). Cebadores adecuados para este
propósito se describen en la SEQ ID Nº: 9 y SEQ ID Nº: 10.

La PCR es una técnica in-vitro la cual se puede utilizar para duplicar selectivamente secciones de polinucleótidos
que están flanqueadas por dos secuencias conocidas. Para la amplificación se requieren moléculas cortas de ADN de
cadena sencilla, las cuales son complementarias a los extremos de una secuencia definida de un molde de ADN o ARN
(cebadores). Una ADN polimerasa prolonga los cebadores, bajo las condiciones de reacción correctas y en presencia
de desoxinucleótido trifosfatos (dNTPs), a lo largo del molde de polinucleótidos de cadena sencilla y desnaturalizada
y, así, sintetiza nuevas cadenas de ADN, cuya secuencia es complementaria a dicho molde. Durante este proceso, la
temperatura se cambia periódicamente, de modo que, repetidamente, las cadenas de polinucleótidos se desnaturalizan
y los cebadores se pueden fijar y extender. Se utilizan ADN polimerasas térmicamente estables, por ejemplo Taq
polimerasa. Una típica tanda de reacción PCR contiene, aparte de un molde de polinucleótidos, dos nucleótidos de
cebador adecuados, por ejemplo a concentraciones entre 0,2 y 2 µM, además dNTPs, por ejemplo a concentraciones
de 200 µM por cada dNPT, además MgCl2 que tiene una concentración de 1-2 mM, y 1-10 unidades de una ADN
polimerasa térmicamente estable, tal como, por ejemplo, Taq polimerasa (polimerasa de Thermus aquaticus). ADN

5



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 990 T3

polimerasa térmicamente estable así como los componentes para llevar a cabo la misma, y también protocolos, son
suministrados en el comercio por numerosas compañías, tales como, por ejemplo, Roche Diagnostics, Clontech, Life
Technologies, New England Biolabs, Promega Stratagene, etc.

El molde de polinucleótidos para amplificar la secuencia de polinucleótidos a aislar puede estar presente en forma
de ARN o ADN. Si el molde de polinucleótidos es ARN, entonces este último se transcribe a ADN por medio de
transcriptasa inversa, antes de la reacción PCR real. La cantidad de molde de polinucleótidos para llevar a cabo la
reacción PCR puede ser de 0,01 a 20 ng, por ejemplo.

El molde de polinucleótidos se obtiene utilizando técnicas conocidas por el experto para obtener ADN y/o ARN a
partir de material biológico. Material biológico debería incluir aquí, entre otros, las células de un tejido u órgano (p.
ej. cerebro, sangre, hígado, bazo, riñones, corazón, vasos sanguíneos) de un vertebrado, incluidos seres humanos, o
células procedentes de un cultivo de células eucarióticas (p. ej. células Hela, células CHO, células 3T3) o células que
se componen de bacterias o levaduras, en las cuales la secuencia de ADN a aislar está presente en forma clonada.

Células de un conjunto de tejidos u órgano de un vertebrado, incluidos seres humanos, se pueden obtener tomando
sangre, por punción del tejido o por técnicas quirúrgicas. A partir de ellas se puede obtener un molde de polinucleóti-
dos, por ejemplo rompiendo las células, posiblemente concentrando organelas individuales, en particular el núcleo, y
recuperando el ADN o ARN por precipitación y centrifugación.

Otro método para preparar secuencias de polinucleótidos aisladas del gen PAR1 comprende clonar el gen PAR1,
subsiguientemente expresarlo en bacterias o levaduras y purificar el polinucleótido expresado. La reacción PCR pre-
viamente mencionada, por ejemplo, es adecuada para preparar un fragmento de polinucleótido que es clonable. Es
ventajoso utilizar, para un fragmento a clonar, cebadores que portan la secuencia de reconocimiento de una enzima
de la reacción en la posición 5’ de la secuencia complementaria. Los dos cebadores pueden utilizar en cada caso las
mismas o diferentes secuencias de reconocimiento para enzimas de restricción.

Ejemplos de enzimas de restricción comunes son: BamHI (GGATCC), ClaI (ATCGAT), EcoRI (GAATTC), EcoRV
(GATATC), HindIII (AAGCTT) NcoI (CCATGG) SalI (GTCGAC), XbaI (TCTAG1).

Para la clonación, un vector se trata con las enzimas de restricción que corresponden a las secuencias de recono-
cimiento fijadas a los cebadores. El fragmento está conectado al vector por medio de ligasa mediante aislamiento y
tratamiento con las mismas enzimas de restricción. Vector significa una molécula de ADN, tal como, por ejemplo, un
plásmido, bacteriófago o un cósmido, con cuya ayuda es posible clonar genes u otras secuencias de ADN e introducir-
los en una célula bacteriana o eucariótica para la replicación. Ejemplos de vectores son moléculas de ADN, tales como
pBR322, pUC18/19, pBluescript, pcDNA3.1. Vectores están disponibles en el comercio de compañías especializadas
en material biológico, tales como Roche Diagnostics, New England Biolabs, Promega, Stratagene, etc.

Las instrucciones requeridas para llevar a cabo la reacción PCR, para proporcionar polinucleótidos o para llevar a
cabo procesos de clonación se pueden encontrar por el experto en forma de recetas y protocolos en manuales estánda-
res, tales como, por ejemplo, en a] “Current Protocols in Molecular Biology por Frederick M. Ausubel (Editor), Roger
Brent (Editor), Robert E. Kingston (Editor), David D. Moore (Editor), J. G. Seidman (Editor), Kevin Struhl (Editor),
edición de cuaderno, actualizada continuamente, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York o en b] Short Protocols in
Molecular Biology, 5ª edición, por Frederick M. Ausubel (Editor), Roger Brent (Editor), Robert E. Kingston (Editor),
David D. Moore (Editor), J. G. Seidman (Editor), John A. Smith (Editor), Kevin Struhl (Editor), Octubre de 2002,
John Wiley & Sons, Inc., Nueva York” o en c] “Molecular Cloning por J. Sambrock, E. F. Fritsch, T. Maniatis; Cold
Spring Harbor Laboratory Press”.

Se proporcionan secuencias de cebadores adecuadas, por ejemplo, a través de su síntesis química, la cual se puede
llevar a cabo comercialmente por parte de compañías tales como MWG Biotech, y otras.

ADNc humano procedente de diferentes órganos está comercialmente disponible de compañías, tales como, por
ejemplo, Promega, Stratagene u otras.

La secuenciación de un polinucleótido se lleva a cabo por medio de métodos rutinarios conocidos por el experto
utilizando, por ejemplo, robotes de laboratorio de compañías, tales como, por ejemplo, Life Technologies, Applied
Biosystems, BioRad u otras.

También se pueden utilizar secuencias de polinucleótidos aisladas de la variante PAR1, así como fragmentos de
las mismas para la hibridación a diferentes rigurosidades. La rigurosidad describe condiciones de reacción que in-
fluyen sobre la especificidad de la hibridación o la fijación de dos moléculas de ácido nucleico de cadena sencilla.
La rigurosidad y, así, también la especificidad de una reacción se pueden incrementar al aumentar la temperatura y
reducir la fuerza iónica. Condiciones de rigurosidad baja están presentes, por ejemplo, si la hibridación se lleva a cabo
a la temperatura ambiente en solución 2 x SSC. Condiciones de rigurosidad alta están presentes, por ejemplo, si la
hibridación se lleva a cabo a 68ºC en solución 0,1 x SSC/SDS al 0,1%.
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Hibridación bajo condiciones de hibridación estrictas de acuerdo con la presente solicitud significa:

1] hibridar la sonda marcada con la muestra a estudiar a 65ºC (o, en el caso de oligonucleótidos, 5ºC por
debajo de la temperatura de fusión) durante una noche a Tris 50 mM pH 7,5, NaCl 1 N, SDS al 1%, sulfato
de dextrano al 10%, 0,5 mg/ml de ADN de esperma de salmón desnaturalizado.

2] Lavar a la temperatura ambiente en 2 x SSC durante 10 min.

3] Lavar a 65ºC (o, en el caso de oligonucleótidos, 5ºC por debajo de la temperatura de fusión) en 1 x SSC/SDS
al 1% durante 30 min.

4] Lavar a 65ºC (o, en el caso de oligonucleótidos, 5ºC por debajo de la temperatura de fusión) en 0.2 x
SSC/SDS al 0,1% durante 30 min.

5] Lavar a 65ºC (o, en el caso de oligonucleótidos, 5ºC por debajo de la temperatura de fusión) en 0.1 x
SSC/SDS al 0,1% durante 30 min.

Fragmentos de ADN de una longitud global de 20 nucleótidos se han de considerar nucleótidos para este propósito.
La temperatura de fusión resulta de la fórmula

Tm = 2 (número de A+T) + 4 (número de G+C)Cº.

Se prepara una solución 2 x SSC ó 0.1 x SSC diluyendo una solución 20 x SSC de manera correspondiente.
La solución 20 x SSC comprende una solución NaCl 3M/citrato de sodio 0,3 M 2 H2O. SDS es dodecilsulfato de
sodio.

La hibridación se lleva a cabo transfiriendo los polinucleótidos a estudiar a una membrana de nailon o de ni-
trocelulosa (borrón Southern - ADN; borrón Northern - ARN), después de separación electroforética y subsiguiente
desnaturalización. La hibridación se lleva a cabo utilizando una sonda que está marcada radiactivamente o que ha sido
marcada de otra manera, por ejemplo con ayuda de colorantes fluorescentes. La sonda comprende una secuencia de
polinucleótidos de ADN o ARN habitualmente de cadena sencilla y/o desnaturalizada la cual se une a la secuencia
de nucleótidos complementaria de la secuencia de polinucleótidos de ADN o ARN, de nuevo de cadena sencilla y/o
desnaturalizada a estudiar.

Se pueden detectar polimorfismos de nucleótidos sencillos del gen PAR1 con ayuda de los cebadores de acuerdo
con la invención, también mediante análisis SSCP. SSCP representa Single Stranded Conformation Polymorphism
(Polimorfismo de Conformación de Cadena Sencilla). Se trata en este caso de una técnica electroforética para identi-
ficar sustituciones de pares de bases individuales. Los polinucleótidos a investigar se amplifican mediante la reacción
PCR por medio de cebadores marcados y, después de la desnaturalización en cadenas sencillas, se fraccionan en una
electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE - siglas en inglés). Si los fragmentos de ADN a investigar exhiben sus-
tituciones de pares de bases individuales, entonces estos fragmentos poseen diferentes conformaciones y, así, migran
en la PAGE a diferentes velocidades.

Ejemplos de sustancias para llevar a cabo la PCR son tampones, tales como Hepes o Tris, además dAPP, dGTP,
dTTP, dCTP y Mg2+ y, posiblemente, iones divalentes o monovalentes adicionales. Soluciones contienen estas sustan-
cias en forma disuelta.

Ejemplos

Amplificación de regiones genómicas del gen PAR1

La sustitución de nucleótidos T por C en la posición 3090 y la sustitución de A por C en la posición 3329 en la
secuencia de PAR1 se detectaron utilizando los siguientes cebadores:

Cebador 1: 5’-ACAGAGTGGAATAAGACAGAG-3’ (SEQ ID Nº: 11)

Cebador 2: 5’-ACAGAGTGGAATAAGACAGAG-3 (SEQ ID Nº: 12)

Cebador 1 (SEQ ID Nº: 11) corresponde a las posiciones 2767 a 2789 de la secuencia de referencia NM-001992.
El cebador 2 se deriva del exón Nº 1 del gen PAR1.

7



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 990 T3

Protocolo PCR para la amplificación

Los reactivos utilizados son de Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.):

20 ng de ADN genómico; 1 unidad de TaqGold ADN polimerasa; tampón 1 x Taq polimerasa; 500 µM de dNTPs;
MgCl2 2,5 mM: 200 nM de cada par de cebadores de amplificación; H2O hasta 5 µl.

Programa de amplificación por PCR para hallar el genotipo

95ºC durante 10 min x 1 ciclo;

95ºC durante 30 s

70ºC durante 30 s x 2 ciclos;

95ºC durante 30 s

65ºC durante 30 s x 2 ciclos;

95ºC durante 30 s

60ºC durante 30 s x 2 ciclos;

95ºC durante 30 s

56ºC durante 30 s

72ºC durante 30 s x 40 ciclos;

72ºC durante 10 min

4ºC durante 30 s x 1 ciclo

Identificación de SNPs

Protocolo para la minisecuenciación y detección de los SNPs

Todos los reactivos son de Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.). 2 µl de producto de PCR purificado, 1,5 µL
de kit de terminador BigDye, 200 nM de cebador de secuenciación; H2O hasta 10 µl.

Programa de amplificación para la secuenciación

96ºC durante 2 min x 1 ciclo;

96ºC durante 10 s

55ºC durante 10 s

65ºC durante 4 min x 30 ciclos;

72ºC durante 7 min

4ºC durante 30 s x 1 ciclo
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Análisis de los productos de secuenciación

Las secuencias se analizaron primeramente utilizando el software de análisis de la secuencia (Applied Biosys-
tems, Foster City, EE.UU.) para obtener datos en bruto, y luego se procesaron utilizando Phred, Phrap, Polyphred y
Consed. Phred, Phrap, Polyphred y Consed son software escritos por Phil Green en la Universidad de Washington
(http://www.genome.washington.edu).

Asignación de SNPs de PAR1 a trastornos coronarios

En un estudio clínico se estudiaron dos polimorfismos de PAR1 procedentes de la región 3’-no codificadora del
gen para establecer una conexión con complicaciones trombóticas y cardiovasculares en un cohorte de pacientes.

En lo que sigue se utilizan las siguientes abreviaturas (todas las posiciones indicadas se refieren a las posiciones
de los nucleótidos en la secuencia de referencia NM-001992).

T3090T de PAR1 describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PAR1 tienen ambos una timidina (T) en la
posición 3090. Estos individuos son homozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

T3090C de PAR1 describe el grupo de individuos, de los cuales un alelo del gen PAR1 tiene una citidina (C) en
la posición 3090 y cuyo otro alelo del gen PAR1 tiene una timidina (T) en la posición 3090. Estos individuos son
heterozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

C3090C de PAR1 describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PAR1 tienen ambos una citidina (C) en la
posición 3090. Estos individuos son homozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

A3329A de PAR1 describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PAR1 tienen ambos una adenosina (A) en
la posición 3329. Estos individuos son homozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

A3329C de PAR1 describe el grupo de individuos, de los cuales un alelo del gen PAR1 tiene una citidina (C) en
la posición 3329 y cuyo otro alelo del gen PAR1 tiene una adenosina (A) en la posición 3329. Estos individuos son
heterozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

C3329C de PAR1 describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PAR1 tienen ambos una citidina (C) en la
posición 3329. Estos individuos son homozigóticos con respecto a esta variante de PAR1.

En el grupo de pacientes analizado (Fig. 1) se observaron asociaciones estadísticamente significativas de los vehí-
culos homozigóticos de la variante C3090C de PAR1 con una fibrilación atrial y cardiomiopatía. Después de llevar a
cabo una regresión logística, se encontró una riesgo incrementado en 1,97 veces de fibrilación atrial y un riesgo incre-
mentado 1,84 veces de cardiomiopatía en vehículos homozigóticos de la variante C3090C de PAR1 en comparación
con vehículos de las variantes T3090/T3090T de PAR1 (Fig. 3).

Se demostró que para vehículos de la variante C3329C de PAR1, dicha variante está asociada con un riesgo incre-
mentado en 2,35 veces de fibrilación atrial en comparación con vehículos de las variantes C3329A/A3329A de PAR1.
En vehículos de la variante C3329C de PAR1, dicha variante parece, además, ser protectora con respecto a la aparición
de síndrome coronario agudo y angina inestable. Vehículos de la variante C3329C de PAR1 tienen un riesgo reducido
en 2,78 veces de la aparición de síndrome coronario agudo y/o angina inestable en comparación con vehículos de las
variantes A3329C/A3329A de PAR1 (Fig. 4).

Por lo tanto, es posible, mediante un procedimiento de la invención y utilizando una secuencia de PAR1 aislada
del tipo SNP particular o un fragmento de la misma, determinar si en individuos humanos existe como asignación un
grupo de riesgo de acuerdo con los resultados presentados.

Preparación de ADN del plásmido

1 ml de un cultivo bacteriano de una noche se transfiere a un tubo Eppendorf y se centrifuga (5.000 rpm durante
5 min) en una Biofuga Heraeus. El sedimento de células bacterianas se ha de resuspender en 100 µl de solución I
enfriada y luego se ha de colocar en hielo durante 5 min.

Solución I: Tris-HCl 25 mM, pH 8,0, glucosa 50 mM (filtrada en condiciones estériles) EDTA 10 mM 100 µg/ml
de Rnasa A.

Después de la adición de 200 µl de solución II, toda la mezcla se combina bien. Se produce con ello una desnatu-
ralización alcalina del ADN.
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Solución II: NaOH 200 mM, SDS al 1%.

Después de subsiguiente incubación durante 5 min sobre hielo, se añaden a la mezcla 150 µl de solución III. A
esto le sigue la mezcladura una vez más y la incubación en hielo durante otros 15 min.

Solución III: acetato de sodio 3 M (pH 4,8).

La centrifugación en la Biofuga Heraeus a 12.000 rpm durante 15 minutos separa el desecho celular, el ADN
genómico y las proteínas desnaturalizadas. El sobrenadante producido, en el cual se encuentra el ADN del plásmido,
se decanta en un segundo tubo Eppendorf y se mezcla con 1 ml de EtOH concentrado al 96% (ó 300 µl de isopropanol).
La tanda de precipitación se combina a fondo y se centrifuga de nuevo (15 min a 12.000 rpm en la Biofuga Heraeus).
Esto resulta en la precipitación del ADN del plásmido. El ADN del plásmido sedimentado se lava con EtOH gélido
concentrado al 70% y luego se seca al aire. Finalmente, el sedimento seco se recoge en 50 µl de agua destilada
estéril.

Precipitación con alcohol de ADN

Tanda de precipitación: solución de ADN, 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M (pH 5,4), 2 a 3 volúmenes de
EtOH al 96% (1 volumen de isopropanol).

La tanda se combina bien. Ésta se puede almacenar a -20ºC, a pesar de que esto no aumenta el rendimiento de
precipitación. El ADN del plásmido se sedimenta por centrifugación a 12.000 rpm durante 20 minutos.

Con el fin de separar residuos del acetato de sodio utilizado, el ADN del plásmido se ha de lavar una vez más con
1 ml de EtOH concentrado al 70% después de la precipitación.

Extracción con fenol de ADN

Una solución de ADN se mezcla con el mismo volumen de fenol (Rotiphenol®, equilibrado frente a tampón TE,
pH 7,6, Roth, Karlsruhe), se sacude durante 5 min y se centrifuga a 5000 rpm. La mayor parte de las proteínas, ahora
desnaturalizadas, se acumula en la interfase. La fase acuosa superior contiene el ADN y se separa cuidadosamente por
succión, y luego se combina con una mezcla de cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) con el fin de separar los residuos
de fenol. A esto le sigue otra centrifugación, después de lo cual se separa el sobrenadante acuoso y el ADN se aísla de
la solución mediante precipitación con alcohol.

Purificación de moléculas de ADN amplificadas

Amplicones de ADN se purifican utilizando un kit de purificación por PCR (Qiagen). Esto separa las moléculas
de iniciador, nucleótidos (dNTPs), polimerasas y sales. Para este fin, la mezcla de la reacción PCR se combina con
cinco veces el volumen de tampón PB, se mezcla bien y se aplica a la columna Qiaquick. El ADN amplificado se une
entonces selectivamente al material de la columna, y los dNPTs se separan lavando dos veces con 750 µl de tampón
PE. El ADN amplificado se eluye luego con el volumen deseado de agua, siendo el mejor volumen el mismo que el
del material de partida de la mezcla de reacción PCR.

Escisión de ADN con enzimas de restricción

Tanda: 3 µl de ADN, 2 µl de tampón de escisión 10 x, 2,5-5 U de enzima de restricción (p. ej. EcoRI, BamHI, Sall,
Xbal, Xhol y otras), añadir agua destilada hasta un volumen de 20 µl.

Dependiendo de la enzima de restricción, la reacción de escisión discurre a 25-55ºC durante 1-2 h. Para el análisis,
los fragmentos se fraccionan por electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida en paralelo con un patrón de
longitud. Si la reacción es una escisión doble, entonces se añade primero una enzima a la tanda. Al cabo de una hora,
se aplica una parte alícuota a un gel apropiado y, si se ha producido la escisión, se puede añadir la segunda enzima. Si
la segunda enzima no se escinde en el mismo tampón de escisión, entonces se requiere primero una precipitación con
alcohol.

Electroforesis en gel de agarosa de ADN

La agarosa (Roth) se disuelve en tampón 1 x agarosa a la concentración deseada y se hierve en un horno microondas
hasta que se haya disuelto por completo la agarosa. La solución se vierte después en una cámara de gel de lecho plano
de Plexiglas herméticamente cerrada.
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Las muestras de ADN se mezclan con un 1/10 de volumen de azul de carga (glicerol al 50% v/v; EDTA 50 mM;
BPB al 0,005% p/v [Merck, Darmstadt] xileno-cianol al 0,005%) y se pipetean en bolsas de gel que son generadas
mediante un peine.

La electroforesis se lleva a cabo horizontalmente en tampón 1 x agarosa en calidad de tampón de corrida a un
voltaje constante de 80-140 V, dependiendo del tamaño del gel y la distancia entre los electrodos.

tampón 1 x agarosa: Tris-HCl 40 mM (pH 7,8), acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM.

Electroforesis en gel de poliacrilamida de ADN

Solución en gel de poliacrilamida al 7,5%; 0,94 ml de solución patrón de acrilamida-bisacrilamida concentrada al
40%, 0,5 ml de tampón 10 x TBE (Tris-HCl 400 mM, pH 8,3; acetato de sodio 200 mM, EDTA 20 mM), 0,25 ml de
AMPS al 1%, 10 µl de TEMED, 3,33 ml de agua destilada.

Esta mezcla se vierte entre placas de vidrio verticales, bien limpias, montadas en aparatos verticales para la poli-
merización (aprox. 10-20 min). El gel se hace actuar en tampón 1 x TBE a un voltaje constante de 140 V.

Secuenciación de ADN

1-2 µg de ADN se han de disolver en 81 µl de H2O destilada y se han de añadir 9 µl de NaOH (2 N) para
la desnaturalización. Después de incubación a la temperatura ambiente durante 10 minutos, la mezcla se precipita,
siendo importante un lavado a fondo del sedimento de ADN resultante con etanol gélido concentrado al 80% para
las subsiguientes reacciones de secuenciación. Se han de añadir 2 µl de tampón 5 x Sequenase (Tris-Cl 200 mM pH
7,5/MgCl2 100 mM/ NaCl 250 mM), 1 µl de oligonucleótido (1 pM/µl) y, finalmente, H2O destilada al sedimento
hasta un volumen total de 10 µl. Durante la subsiguiente incubación en un baño de agua a 37ºC durante 30 minutos, el
oligonucleótido iniciador se hibrida al ADN.

Reactivos añadidos a la mezcla de hibridación para la reacción de secuenciación: 1,0 µl de DTT (0,1 M), 2,0 µl
de mezcla de marcaje (diluida en la relación 1:5), 0,5 µl de [α-35S]dATP, 2 µl de Sequenase®(13 U/µl, United States
Biochemical), (diluida en la relación 1:8 con tampón de dilución enzimático).

Durante la subsiguiente incubación a la temperatura ambiente durante 5 minutos, se sintetiza la cadena antagonis-
ta, siendo el ADN sintético marcado por incorporación del dATP radiomarcado. A esto le sigue la adición en cada
caso de 3,5 µl de la tanda de marcaje hasta 2,5 µl de las cuatro mezclas de terminación diferentes. Otra incubación a
37ºC durante 5 minutos resulta en las reacciones de terminación distribuidas aleatoriamente de la síntesis de la cadena
antagonista. Las reacciones se detienen al añadir 4 µl de tampón de parada, después de lo cual las mezclas se desnatu-
ralizan a 80-90ºC y luego se aplican a un gel de secuenciación desnaturalizado concentrado al 6%. Después de cargar
las muestras, la operación principal se lleva a cabo a 30-50 W y, respectivamente, 1300-1600 V durante 2-5 h. El gel
se fija luego en un baño de ácido acético concentrado al 10% (15 min), se libera de residuos urea bajo agua corriente y
luego se seca (durante 45 min, utilizando un cañón térmico, o durante 2 h, en una incubadora a 70ºC). La subsiguiente
autorradiografía se lleva a cabo a 4ºC durante 16-24 h (película de rayos X Fuji Medical RX, 30 x 40; Kodak Scientific
Imaging Film X-omat AR).

Solución patrón de mezcla de marcaje: en cada caso dATP, dTTP, dGTP, dCTP 7,5 µM

Mezclas de terminación: en cada caso dATP, dTTP, dGTP, dCTP 80 µM y en cada caso 8 µM del respectivo ddNTP

Tampón de dilución Sequenase: Tris/HCl 10 mM; pH 7,5, DTT 5 mM, 0,5 mg/ml de BSA

Tampón de parada: formamida al 95%, EDTA 20 mM, xileno-cianol FF al 0,005% (p/v)

Secuenciación automatizada de ADN

Tanda: 1 µg de ADN del plásmido (en el caso de fragmentos de PCR, por ejemplo, 100 ng/500 nucleótidos), 3-5
pmol de molécula iniciadora (cebador de PCR, Tm de 55ºC, si es posible), 4 µl de Dye Terminator ready-mix (mezcla
de FddNTPs-Ampli-TaqFS), añadir agua destilada hasta un volumen de 20 µl.

La reacción PCR [25 x (15 s a 94ºC, 15 s a 50ºC, 4 min a 60ºC] se precipita con alcohol y se recoge en 4 µl
de tampón de carga. Las muestras se desnaturalizan luego a 95ºC durante 3 min, se separan por centrifugación y se
aplican a un gel de poliacrilamida vertical (34 cm de longitud, provisto de 24 pistas paralelas).

Después de la excitación mediante un haz de láser de argón a 488 nm, los colorantes emiten luz de diferentes
longitudes de onda entre 525 nm y 605 nm la cual se separa en sus colores del espectro a través de una rejilla,
un denominado “espectrógrafo”. Los colores del espectro se detectan subsiguientemente de forma simultánea con
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la ayuda del campo de pixeles de alta resolución de una cámara de CCD. Los datos se registran con la ayuda de
un ordenador (Macintosh Quadra/650 Macllcx Apple Share) y el correspondiente software de análisis de datos (PE
Biosystems, Weiterstadt).

Gel de secuenciación: 30 g de urea (Sigma), 21,5 ml de H2O destilada, 6 ml de 10 x TBE

La mezcla se disuelve en un matraz de boca ancha en un bloque calefactor a 50ºC, añadiéndose lo siguiente: 9 ml
de bisacrilamida al 40% (filtrada), 180 µl de APS al 10%, 24 µl de Temed.

Reacción en cadena de la polimerasa (reacción PCR)

Se pueden utilizar las siguientes ADN polimerasas:

Taq (Thermus aquaticus) ADN polimerasa (recombinante, Gibco/BRL) y tampón 10 x PCR

[Tris/HCl 200 mM (pH 8,4), KCl 500 mM]

Tfl (Thermus flavus) ADN polimerasa (Master Amp®, Biozym, Oldendorf) y tampón 20 x PCR

[(NH2)SO4 20 mM, Tris/HCl 1 M (pH 9,0)

Tanda de reacción PCR

Aquí se aplica lo siguiente: 1 U cataliza la conversión de 10 nM de desoxirribonucleósido trifosfatos, a 74ºC en el
espacio de 30 min, a un producto de ADN insoluble en ácidos.

La reacción PCR comienza habitualmente con el denominado “inicio caliente”: la tanda se incuba primero sin la
polimerasa a 94ºC con el fin de permitir que el ADN se desnaturalice por primera vez. Después que la temperatura ha
alcanzado 80ºC, la ADN polimerasa se añade a la mezcla con el fin de evitar una amplificación no específica a una
temperatura todavía baja. Después, se lleva a cabo la reacción PCR real a lo largo de más de 25-35 ciclos.
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Para cada ciclo se aplican las siguientes condiciones de reacción:

Finalmente y además, la extensión de la cadena se lleva a cabo a 72ºC durante 10 min, seguido finalmente de
enfriamiento.

Aislamiento de ARN total

Todas las etapas de centrifugación se llevan a cabo a 13.000 rpm y 16ºC.

Las células se lisan con 600 µl de tampón de lisis (tampón 100 RLT: 1 mercaptoetanol). El lisado de células se
aplica a una columna QiaSchredder y se separa por centrifugación durante 2 min. El material eluido se mezcla con
600 µl de etanol al 70%, se mezcla bien y el ADN se aplica a una columna RNAeasy mini spin y se centrifuga
durante 15 s (unión de ARN a la matriz de sílice). La columna se lava tres veces (una vez con 700 ml de tampón
RW1 y dos veces con 500 µl de tampón RPE). La columna se transfiere luego a un tubo Eppendorf de 1,5 ml de
autoclave y el ARN se eluye con 15 µl de H2O destilada. La concentración media de ARN total obtenida de esta manera
es 1 µg/µl.

Separación de ARN a través de electroforesis en gel de agarosa

Gel de agarosa desnaturalizante:

1 g de agarosa, 37 ml de agua destilada, 10 ml de 10 x MOPS (MOPS 0,2 mM, EDTA 10 mM, NaAc 100 mM),

la mezcla se hierve y se enfría hasta 60ºC

se añaden 16 ml de formaldehído concentrado al 37%.

Después de haber solidificado, el gel se incorpora con tampón de corrida en gel de ARN en el aparato de electro-
foresis. El ARN se aplica junto con un tampón de muestra especial.

Tampón de corrida en gel de ARN: 40 ml de 10 x MOPS, 65 ml de formaldehído concentrado al 37%, 295 ml de
agua destilada.

Tampón de muestra de ARN: 1-5 µg de ARN, 5 µl de tampón RNA-NEW (7,5 µl de formaldehído concentrado
al 37%, 4,5 µl de 10 x MOPS, 25,9 µl de formamida, 7,5 µl de agua destilada), 2 µl de marcador de colorante de
formamida [glicerol al 50% (v/v), EDTA 1 mM (pH 8,0), azul bromofenol al 0,25% (v/v), xileno-cianol al 0,25%
(v/v)].

El gel corre a 80 V durante aprox. 3 h. Dado que este trabajo utiliza únicamente aislados de ARN eucarióticos, las
bandas dominantes visibles en el gel deberían ser las de ARNr de 28S y 18S.

Transcripción inversa con MMLV-RT (siglas en inglés)

(virus de la leucemia murina Moloney - Transcriptasa Inversa)

Tanda de la transcriptasa inversa: 5 µg de ARN, 100 µM de molécula iniciadora

El preparado de ARN y la molécula iniciadora se incuban a 75ºC durante 10 min, con el fin de evitar una posible
formación de estructuras secundarias en el molde de ARN en calidad de factores que interfieren con la transcriptasa.
Sin embargo, incluso sin esta etapa, habitualmente tiene lugar una reacción de transcripción.
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Mezcla de reacción de la transcriptasa inversa: 28 U de Rnasin® (Promega), dNTPs 25 mM, 5 µl de tampón
10 x transcriptasa inversa [Tris/HCl 10 mM (pH 8,3), KCl 75 mM, MgCl2 3mM], 50 U de transcriptasa inversa
(StrataScript®„ Stratagene), hasta 50 µl con agua destilada.

La transcripción inversa se lleva a cabo incubando la tanda a 42ºC durante 15 min y a 37ºC durante 45 min. Se
recomienda una incubación más larga de 2 h a 42ºC con una interrupción de 30 segundos a 55ºC para moldes de ARN
relativamente largos. La subsiguiente incubación de la mezcla a 95ºC durante 5 minutos resulta en la inactivación
de dicha transcriptasa inversa. Subsiguientemente, se utilizan 5-20 µl de la mezcla de transcripción inversa para una
reacción PCR.

Preparación de ADN genómico a partir de tejido

100 mg de tejido se desmenuzan en nitrógeno líquido para dar un polvo. El polvo de tejido se introduce en un tubo
Falcon que contiene 6 ml de tampón de reacción (30 µl de proteinasa K [20 mg/ml] se añaden de nuevo al tampón) y
se incuba con cuidadoso sacudimiento a 56ºC durante una noche (12-18 horas). Después de la incubación, se añaden
100 µl de RNasa A (10 µg/µl) y la mezcla se incuba con sacudimiento adicional a 37ºC durante una hora.

A continuación, se añaden 4 ml de fenol y el tubo se voltea manualmente boca abajo y de nuevo boca arriba
durante aproximadamente 5 min. Se añaden inmediatamente 4 ml de Cl (cloroformo/alcohol isoamílico) y el tubo se
voltea de nuevo boca abajo y de nuevo boca arriba durante otros 5 minutos y después se centrifuga durante 15 min
(3.000 rpm). El sobrenadante se separa cuidadosamente y se transfiere a tubos Falcon de 10 ml. Si el sobrenadante
no es todavía transparente, debe repetirse la extracción con fenol, de otro modo se añaden otros 4 ml de CI y el tubo
se voltea manualmente boca abajo y boca arriba durante 5 min y después se centrifuga durante 15 min (3.000 rpm).
El sobrenadante se separa cuidadosamente y se repite la extracción con Cl. El sobrenadante final obtenido se mezcla
con 1/10 de volumen de solución de acetato de sodio (3 M, pH 6) y 2,5 volúmenes de etanol (al 99,8%). El tubo se
hace girar cuidadosamente hasta que el ADN precipite en forma de una maraña. Esta maraña de ADN se transfiere a
aproximadamente 25 ml de etanol (al 70%) con la ayuda de una campana de vidrio y se deja reposar durante 3 min.
El lavado se repite dos veces. El ADN se seca luego al aire y se disuelve en 0,5 ml de agua doblemente destilada a la
temperatura ambiente.

Borrón Southern

Separación del ADN a través de un gel de agarosa

Dejar el gel en UV de onda corta durante aprox. 5 min para que se produzcan roturas de la cadena en las moléculas
de ADN mayores (> 6 kpb).

Inclinar continuamente el gel en solución desnaturalizante durante 30 min para la desnaturalización de ADN.

Inclinar continuamente el gel en solución naturalizante durante 30 min para la naturalización.

Construcción del borrón (desde la parte inferior a la superior): gel, membrana de nailon, papel de filtro seco, papel
secante, placa, peso (aprox. 1 kg).

Transferencia con 20 x SSC durante una noche.

Lavar la membrana en 2 x SSC durante 10 min

Secar la membrana sobre papel de filtro

Fijar el ácido nucleico mediante cocción a 80ºC durante 1 h o reticulación UV (p. ej. en “Stratalinker”, posición
automática). La membrana se puede luego almacenar hasta la hibridación.

Prehibridación de la membrana en solución de hibridación durante aprox. 1 - 2 h

Cubrición de sitios de unión no específicos en la membrana.

Solución de hibridación: 5 x SSC, 5 x solución de Denhardt, SDS al 0,5%, 100 µg/ml de ADN de esperma de
arenque

Solución desnaturalizante: NaOH 0,5 M (20 g), NaCl 1 M

Solución neutralizante: NaCl 1,5 M/Tris 0,5 M pH 7,4
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20 x SSC es NaCl 3 M, citrato de Na 0,3 M: 175,3 g de NaCl, 88,2 g de citrato de sodio X 2 H2O, hasta 1 l con
agua doblemente destilada, ajustar el pH a 7,0 con HCl.

50 x solución de Denhardt: 5 g de Ficoll 400, 5 g de PVP (polivinil-pirrolidona), 5 g de BSA, hasta 500 ml con
agua bidestilada

Borrón Northern

Separación del ARN utilizando un gel de formaldehído-agarosa

Construcción del borrón (desde la parte inferior a la superior): gel, membrana de nailon, papel de filtro seco, papel
secante, placa, peso (aprox. 1 kg).

Transferencia con 20 x SSC durante una noche.

Fijar ARN sobre un filtro mediante cocción a 80ºC (1 h)

Introducir el filtro en Tris 20 mM en ebullición pH 8 para la desglioxilación de ADN y dejar enfriar hasta TA
(temperatura ambiente).

Descripción de las figuras

Fig. 1

Características del grupo de estudio.

Fig. 2

Distribución de las variantes T3090C y A3329C de PAR1 en 1362 individuos analizados.

Fig. 3

Asociación de las variantes C3090C de PAR1 con fibrilación atrial y cardiomiopatía.

Fig. 4

Asociación de las variantes C3329C de PAR1 con la fibrilación atrial, síndrome coronario agudo y angina inestable.

Fig. 5

Secuencia de polinucleótidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’. La secuencia corresponde
a la secuencia hecha pública por la Base de Datos de Nucleótidos NCBI bajo el número NM-001992. La secuencia
preparada es idéntica a SEQ ID Nº: 1.

Fig. 6

Secuencia de polinucleótidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo en la
posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, con un polimorfismo que comprende una sustitución de T
por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 2.

Fig. 7

Secuencia de polinucleótidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo en la
posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitución de A por C.
La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 3.

Fig. 8

Secuencia de polinucleótidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo en
la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitución de T
por C, y con un segundo polimorfismo simultáneo en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992,
polimorfismo que comprende una sustitución de A por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 4.
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Fig. 9

Secuencia de polinucleótidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’. La secuencia repre-
sentada es idéntica a SEQ ID Nº: 5.

Fig. 10

Secuencia de polinucleótidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo
en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-01992, polimorfismo que comprende una sustitución de T por
C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 6.

Fig. 11

Secuencia de polinucleótidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo
en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitución de A
por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 7.

Fig. 12

Secuencia de polinucleótidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientación 5’/3’ con un polimorfismo
en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitución de T
por C, y con un segundo polimorfismo simultáneo en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992,
polimorfismo que comprende una sustitución de A por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 8.

Fig. 13

Secuencia de polinucleótidos en la orientación 5’/3’ del extremo 5’ del ADNc del gen PAR1 humano. La secuencia
representada es idéntica a SEQ ID Nº: 9.

Fig. 14

Secuencia de polinucleótidos en la orientación 5’/3’ del extremo 3’ del ADNc del gen PAR1 humano. La secuencia
representada es idéntica a SEQ ID Nº: 10.

Fig. 15

Secuencia de polinucleótidos en la orientación 5’/3’ del ADNc del gen PAR1 humano, relacionada con las posi-
ciones 2767 a 2789 de acuerdo con NM-001992. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 11.

Fig. 16

Secuencia de polinucleótidos en la orientación 5’/3’ del exón Nº 1 del gen PAR1 humano. La secuencia represen-
tada es idéntica a SEQ ID Nº: 12.

Fig. 17

Secuencia de proteínas del receptor PAR1 humano. La secuencia corresponde a la secuencia hecha pública por la
Base de Datos de Proteínas NCBI bajo el número NP-001983. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID Nº: 13.
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de polinucleótidos que se presenta aislada del gen PAR1, caracterizada porque está presente una
sustitución de C por T en la posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

2. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 1, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleótidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 2.

3. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 1, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleótidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 2.

4. Secuencia de polinucleótidos que se presenta aislada del gen PAR1, caracterizada porque está presente una
sustitución de C por A en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

5. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 4, caracterizad porque la secuencia
de polinucleótidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 3.

6. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 4, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleótidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 3.

7. Secuencia de polinucleótidos que se presenta aislada del gen PAR1, caracterizada porque, en cada caso referida
a NM-001992, está presente una sustitución de C por T en la posición 3090 y una sustitución de C por A en la posición
3329.

8. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 7, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleótidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 4.

9. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada según la reivindicación 7, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleótidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 4.

10. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID Nº: 5.

11. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID Nº: 6.

12. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID Nº: 7.

13. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleótidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID Nº: 8.

14. Preparación de una secuencia de polinucleótidos según una de las reivindicaciones 1 a 9 por medio de las
siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar un ADNc humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 2 y/o una
secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº:
4,

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID Nº: 9 y SEQ ID Nº: 10.

c] amplificar la secuencia de polinucleótidos de PAR1 mediante la reacción de extensión en cadena de la
polimerasa (PCR),

d] aislar y/o purificar el fragmento de 3,56 kb de longitud obtenido de c],

e] secuenciar el fragmento de d].

15. Preparación de una secuencia de polinucleótidos según una de las reivindicaciones 10 a 13 por medio de las
siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar ADN genómico humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 1
y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 2 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ
ID Nº: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID Nº: 4

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID Nº: 11 y SEQ ID Nº: 12
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c] amplificar el fragmento de la secuencia de polinucleótidos de PAR1 mediante la reacción de extensión en
cadena de la polimerasa (PCR),

d] aislar y/o purificar el fragmento obtenido de c],

e] secuenciar el fragmento de d].

16. Procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de T por C en la posición 3090 de la
secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo
con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de un ser humano,

b] obtener ADN cromosómico a partir del material de a],

c] amplificar un fragmento de polinucleótido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ ID Nº: 11 y
SEQ ID Nº: 12, utilizando una reacción PCR,

d] secuenciar el fragmento de polinucleótido procedente de c].

17. Procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de T por C en la posición 3090 de la
secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo
con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de un ser humano,

b] obtener ARN a partir del material de a],

c] transcribir el ARN en ADNc por medio de transcriptasa inversa,

d] eventualmente, amplificar un fragmento de polinucleótido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ
ID Nº: 10 y SEQ ID Nº: 11, utilizando la reacción PCR,

e] secuenciar el ADNc procedente de c] y/o el fragmento de polinucleótido procedente de d].

18. Procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de T por C en la posición 3090 de la
secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo
con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de un ser humano,

b] obtener ADN cromosómico a partir del material de a],

c] realizar una transferencia Southern del ADN cromosómico procedente de b],

d] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID Nº: 5 y/o SEQ ID Nº: 6 y/o SEQ ID Nº: 7 y/o SEQ ID Nº:
8,

e] hibridar el borrón de transferencia Southern procedente de c] con la sonda procedente de d] en condiciones
de hibridación estrictas,

f] determinar la presencia o ausencia de una variación genética en el gen PAR1 en la posición 3090 y/ó 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridación procedente de e].

19. Procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitución de T por C en la posición 3090 de la
secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitución de A por C en la posición 3329 de la secuencia de acuerdo
con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biológico que contiene células de un ser humano,

b] obtener ARN a partir del material de a],

c] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID Nº: 5 y/o SEQ ID Nº: 6 y/o SEQ ID Nº: 7 y/o SEQ ID Nº:
8,

e] hibridar el borrón de transferencia Northern procedente de c] con la sonda procedente de d] en condiciones
de hibridación estrictas,
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f] determinar la presencia o ausencia de una variación genética en el gen PAR1 en la posición 3090 y/ó 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridación.

20. Secuencia de polinucleótidos aislada con un número de 21 a 50 nucleótidos, caracterizada porque está conte-
nida una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 11.

21. Secuencia de polinucleótidos aislada que se compone de SEQ ID Nº: 11.

22. Secuencia de polinucleótidos aislada con un número de 21 a 50 nucleótidos, caracterizada porque está conte-
nida una secuencia de acuerdo con SEQ ID Nº: 12.

23. Secuencia de polinucleótidos aislada que se compone de SEQ ID Nº: 12.

24. Uso de una secuencia de polinucleótidos aislada según la reivindicación 20 ó 21 en combinación con una
secuencia de polinucleótidos aislada según la reivindicación 22 ó 23 para amplificar un fragmento del gen PAR1 por
medio de la reacción PCR.

25. Uso según la reivindicación 24, caracterizado porque el gen PAR1 tiene una sustitución de T por C en la
posición 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o tiene una sustitución de A por C en la posición 3329
de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

26. Un kit de partes, que contiene

a] una secuencia de polinucleótidos según la reivindicación 20 ó 21,

b] una secuencia de polinucleótidos según la reivindicación 22 ó 23,

c] al menos una enzima para llevar a cabo la reacción PCR,

d] así como, eventualmente, sustancias y/o soluciones para llevar a cabo la reacción de extensión en cadena
de la polimerasa (PCR),

e] así como, eventualmente, además, secuencias de polinucleótidos según una o más de las reivindicaciones 1
a 17,

f] así como, eventualmente, reactivos para llevar a cabo una secuenciación.

27. Preparación del kit de partes según la reivindicación 26, en la que

a] se prepara una secuencia de polinucleótidos según la reivindicación 20 ó 21,

b] se proporciona una secuencia de polinucleótidos según la reivindicación 22 ó 23,

c] se proporciona una enzima para llevar a cabo la reacción PCR,

d] se proporcionan, eventualmente, reactivos para llevar a cabo una secuenciación,

e] eventualmente, se proporcionan sustancias y/o soluciones para llevar a cabo la reacción de extensión en
cadena de la polimerasa (PCR),

f] eventualmente, se proporcionan secuencias de polinucleótidos según una o más de las reivindicaciones 1 a
13,

g] se introducen los componentes de a] a e], en cada caso por separado, en recipientes adecuados,

h] se combinan, eventualmente, los recipientes de g] en una o más unidades de envase.

28. Uso del kit de partes según la reivindicación 26 ó 27 para amplificar un fragmento del gen PAR1 y, eventual-
mente, para el análisis ulterior en cuanto a si variaciones genéticas están presentes en el gen PAR1 en las posiciones
3090 y/ó 3329 de acuerdo con NM-001992.

19



ES 2 312 990 T3

20



ES 2 312 990 T3

21



ES 2 312 990 T3

22



ES 2 312 990 T3

23



ES 2 312 990 T3

24



ES 2 312 990 T3

25



ES 2 312 990 T3

26



ES 2 312 990 T3

27



ES 2 312 990 T3

28



ES 2 312 990 T3

29



ES 2 312 990 T3

30



ES 2 312 990 T3

31



ES 2 312 990 T3

32



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 312 990 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Aventis Pharma Deutschland GamH

<120> Análisis y uso de polimorfismos de PAR1 para evaluar el riesgo de trastornos cardiovasculáres.

<130> DEAV 2003/0030

<140>
<141>

<160> 13

<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 1
<211> 3592
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2
<211> 3592
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 3592
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210> 4
<211> 3592
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4
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<210> 5
<211> 939
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6
<211> 939
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

<210> 7
<211> 939
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 7

<210> 8
<211> 939
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 8

<210> 9
<211> 20
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 9

<210> 10
<211> 22
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 10

<210> 11
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11

<210> 12
<211> 21
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

<210> 13
<211> 425
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13
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