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DESCRIPCION

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

La invencidn se refiere a secuencias de polinucledtidos que comprenden variaciones genéticas del gen PAR1 en las
posiciones 3090 y/6 3329.

El receptor de proteasa activado 1 (PARI) es un receptor de trombina que pertenece a la clase de los receptores
acoplados a proteina G (GCPR = siglas en inglés). El gen para PAR1 esta situado en el cromosoma 5q13, consiste
en dos exones y cubre una regién de aprox. 27 kb. PARI 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
transmisién de sefiales, el cual estd implicado en el inicio de la agregacién de plaquetas.

Los PARs se activan a través de la separacion proteolitica 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 activacion de plaquetas; la activacion de estos receptores en plaquetas
conduce a cambios morfolégicos, a la liberacién de ADP y a la agregacion de las plaquetas.

No se confirmé una relacién de enfermedades coronarias del corazén con polimorfismos de nucledtidos sencillos
(SNP - siglas en inglés) en la regiéon del promotor de PAR1 en un grupo de pacientes coreanos. En otro estudio, se
demostr6é que una variante del promotor de PAR1 tenia una accidén protectora para el desarrollo de tromboembolias
Venosas.

La secuencia del gen PAR1 humano es conocida. A la secuencia de polinucleétidos de este gen se puede acceder
bajo el nimero NM-001992 en la base de datos de nucledtidos NCBI. De igual modo, la secuencia de proteinas
estd disponible bajo el nimero NP-001983 en la base de datos de proteinas NCBI. NCBI es el Centro Nacional para
Informacién de Biotecnologia (National Center for Biotechnology Information) (direccidn postal: National Center for
Biotechnology Information, National Library of Medicine, Building 38A, Bethesda, MD 20894, EE.UU.; direccién de
la web: www.ncbi.nhm.nih.gov). La clonacién 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
disposicion de un individuo a enfermedades del corazén coronarias. Los individuos afectados estdn, asi, 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 dafiinas, tales como fumar, consumo de alcohol,
alimentos ricos en colesterol, hipertension sanguinea, etc.

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

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

La invencion se refiere a una secuencia de polinucleétidos aislada del gen PARI1, caracterizada porque en la po-
sicién 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992, la cual, en calidad de técnica anterior, estd pu-
blicamente disponible, se presenta una sustitucién C por T. En una forma de realizacién preferida, la secuencia de
polinucledtidos del gen PAR1, que tiene una sustitucién T por C en la posicién 3090, abarca una secuencia de acuerdo
con SEQ ID N°: 2y, en una forma de realizacion particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleédtidos, esta
ultima comprende una secuencia de SEQ ID N°: 2.

La invencidn se refiere, ademads, a una secuencia de polinucleétidos aislada del gen PAR1, caracterizada porque
en la posicion 3329 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992, 1a cual, en calidad de técnica anterior, estd
publicamente disponible, se presenta una sustitucién C por A. En una forma de realizacién preferida, la secuencia de
polinucledtidos del gen PAR1, que tiene una sustitucién A por C en la posicién 3329, abarca una secuencia de acuerdo
con SEQ ID N°: 3 y, en una forma de realizacién particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleétidos, esta
dltima comprende una secuencia de SEQ ID N°: 3.

La invencién también se refiere a una secuencia de polinucleétidos aislada del gen PAR1, caracterizada porque
en la posicién 3090 de la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-001992 estd presente una sustitucién C por T vy,
simultdneamente, en la posicion 3329 de esta secuencia PAR1 estd presente una sustitucién V por A. En una forma de
realizacion preferida, la secuencia de polinucledtidos del gen PAR1 que tiene una sustituciéon T por C en la posicién
3090 y una sustitucién simultdnea A por C en la posicion 3329 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 4 y,
en una forma de realizacion particularmente preferida de dicha secuencia de polinucleétidos, esta dltima comprende
una secuencia de SEQ ID N°: 4.
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La invencién también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucleétidos del gen PARI, la cual
comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 5.

La invencién también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucledtidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustitucién C por T en la posicién 3090, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, parte que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 6.

La invencién también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucledtidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustitucién C por A en la posicién 3329, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, parte que comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 7.

La invencién también se refiere a una parte aislada de la secuencia de polinucledtidos del gen PAR1, secuencia
que se distingue por una sustituciéon C por T en la posicién 3090, basada en la secuencia PAR1 de acuerdo con NM-
001992, y simultdneamente una sustitucién C por A en la posicién 3329 de 1la mencionada secuencia PARI1, parte que
comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 8.

La invencién comprende, ademds, la preparacion de una secuencia de polinucleétidos de 3592 pares de bases del
gen de ADNc de PARI, secuencia que puede o no comprender los polimorfismos en las posiciones 3090 y 3329, segtin
se define antes, individualmente o en combinacidn, caracterizada por las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar un ADN humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 2 y/o una
secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°:
4,

b] proporcionar un par de cebadores con una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 9 y SEQ ID N°: 10,

c] amplificar la secuencia de polinucleétidos de PAR1 mediante la reaccién de extensién 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 invencién también se refiere a la preparacion de una secuencia de polinucleétidos de acuerdo con SEQ ID N°:
5, SEQ ID N°: 6, SEQ ID N°: 7 o0 SEQ ID N°: 8, preparacion que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar ADN cromosémico humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID
N°: 1 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 2 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con
SEQ ID N°: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 4

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID N°: 11 y SEQ ID N°: 12,

c] amplificar el fragmento de la secuencia de polinucleétidos de PAR1 mediante la reaccion de extension en
cadena de la polimerasa (PCR),

d] aislar y/o purificar el fragmento obtenido de c],
e] secuenciar el fragmento de d].
La invencién se refiere, ademas, a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitucion de
C por T en la posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitucién de C por A en la posicién
3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:
a] proporcionar material biolégico que contiene células de un ser humano,

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

c] amplificar un fragmento de polinucleétido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ ID N°: 11y
SEQ ID N°: 12, utilizando una reaccion PCR,

d] secuenciar el fragmento de polinucleétido procedente de c].
La invencidn se refiere, ademads, a un procedimiento para detectar si existe o no en un gen PAR1 una sustitucién de
T por C en la posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitucién de A por C en la posicién

3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar material biolégico 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 polinucleétido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ
ID N°: 10y SEQ ID N°: 11, utilizando la reaccién PCR,

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

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

a] proporcionar material biolégico que contiene células de ser humano,
b] obtener ADN cromosémico a partir del material de a],
c] realizar una transferencia Southern del ADN cromosémico procedente de b],

d] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID N°: 5 y/o SEQ ID N°: 6 y/o SEQ ID N°: 7 y/o SEQ ID N°:
8,

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

f] determinar la presencia o ausencia de una variacion genética en el gen PAR1 en la posicién 3090 y/6 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridacién procedente de e].

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

a] proporcionar material biolégico 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 N°: 5 y/o SEQ ID N°: 6 y/o SEQ ID N°: 7 y/o SEQ ID N°:
8,

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

f] determinar la presencia o ausencia de una variacién genética en el gen PAR1 en la posicién 3090 y/6 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridacién.

La deteccion de las variaciones genéticas o polimorfismos en el gen PAR1 en las posiciones 3090 y/6 3329 se
puede utilizar como (a) marcador genético para evaluar el riesgo de una fibrilacion atrial, sindrome coronario agudo,
cardiomiopatia y/o angina inestable, como (b) marcador para el tratamiento preventivo de una fibrilacion atrial, sindro-
me coronario agudo, cardiomiopatia y/o angina inestable de los vehiculos de las correspondientes variantes genéticas,
como (c) marcador para ajustar la dosis de una sustancia farmacéuticamente activa a administrar para una fibrilacién
atrial, sindrome coronario agudo, cardiomiopatia 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 fibrilacion atrial,
sindrome coronario agudo, cardiomiopatia y/o angina inestable, como (e) marcador para identificar los individuos o
pacientes relevantes para estudios clinicos con el fin de ensayar la tolerabilidad, seguridad y eficacia de una sustancia
farmacéutica para una fibrilacién atrial, sindrome coronario agudo, cardiomiopatia y/o angina inestable, y como (f)
base para desarrollar sistemas de ensayo para analizar la variacion genética en el gen PARI al nivel de ADN, ARN o
proteina.

La invencién también se refiere a una secuencia de polinucleétidos aislada con un nimero de 21 a 50 nucleétidos,
caracterizada porque en ella estd cpontenida una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 11. Dicha secuencia preferi-
blemente comprende la SEQ ID N°: 11. La invencion se refiere, ademads, a una secuencia de polinucleétidos aislada
con un nimero de 20 a 50 nucledtidos, la cual comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 12 o se compone
de la misma, para aumentar un correspondiente fragmento del gen PAR1 por medio de la reaccion de prolongacién
en cadena de la polimerasa (PCR). Este uso se refiere, preferiblemente, a la amplificacién de un fragmento de un gen
PART1 que tiene una sustituciéon de T por C en la posicion 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o que
tiene una sustitucion de A por C en la posicion 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.
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Ademds, la invencién comprende un kit de partes, que contiene

a] una secuencia de polinucledtidos aislada de 21 a 50 nucledtidos de longitud, la cual abarca o se compone
de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 11,

b] una secuencia de polinucledtidos aislada de 20 a 50 nucleétidos de longitud, la cual abarca o se compone
de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 12,

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

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

e] eventualmente, secuencias de polinucle6tidos que abarcan el gen PAR1 con o sin la sustitucién en la posi-
cién 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992 y/o la posicién 3329 de acuerdo con NM-
001992 en su longitud completa y/o partes de las mismas,

f] asi como, eventualmente, reactivos para llevar a cabo la reaccién de secuenciacion.

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

La invencion se refiere, ademds, a la preparacion del kit de partes antes descrito, que comprende

a] proporcionar una secuencia de polinucledtidos aislada de 21 a 50 nucleétidos de longitud, la cual abarca o
se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 11,

b] proporcionar una secuencia de polinucledtidos aislada de 20 a 50 nucleétidos de longitud, la cual abarca o
se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 12,

c] proporcionar una enzima para llevar a cabo la reaccién de extensién en cadena de la polimerasa (PCR),
d] proporcionar, evetualmente, reactivos para llevar a cabo la secuenciacion,

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

f] eventualmente, proporcionar secuencias de polinucleétidos que comprenden el gen PAR1 con o sin una
sustituciéon de T por C en la posicién 3090 de la secuencia de PAR1 de acuerdo con NM-001992 y/o
una sustitucion de A por C en la posicién 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 mas unidades de envase.

El kit de partes antes mencionado se puede utilizar para amplificar un fragmento del gen PART.
Los aspectos técnicos de la invencién se comentan con mayor detalle en las siguientes realizaciones.

Secuencias de polinucleétidos presentes aisladas del gen PAR1 se pueden preparar, por ejemplo, mediante am-
plificacién por medio de la reaccion de extension en cadena de la polimerasa (PCR). Cebadores adecuados para este
propésito se describen en la SEQ ID N°: 9 y SEQ ID N°: 10.

La PCR es una técnica in-vitro la cual se puede utilizar para duplicar selectivamente secciones de polinucleétidos
que estan flanqueadas por dos secuencias conocidas. Para la amplificacion 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 reaccién correctas y en presencia
de desoxinucleétido trifosfatos (ANTPs), a lo largo del molde de polinucleétidos de cadena sencilla y desnaturalizada
y, asi, sintetiza nuevas cadenas de ADN, cuya secuencia es complementaria a dicho molde. Durante este proceso, la
temperatura se cambia periédicamente, de modo que, repetidamente, las cadenas de polinucledtidos se desnaturalizan
y los cebadores se pueden fijar y extender. Se utilizan ADN polimerasas térmicamente estables, por ejemplo Taq
polimerasa. Una tipica tanda de reaccién PCR contiene, aparte de un molde de polinucledtidos, dos nucledtidos de
cebador adecuados, por ejemplo a concentraciones entre 0,2 y 2 uM, ademéas dNTPs, por ejemplo a concentraciones
de 200 uM por cada dNPT, ademds MgCl, que tiene una concentracién 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
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polimerasa térmicamente estable asi como los componentes para llevar a cabo la misma, y también protocolos, son
suministrados en el comercio por numerosas compaiiias, tales como, por ejemplo, Roche Diagnostics, Clontech, Life
Technologies, New England Biolabs, Promega Stratagene, etc.

El molde de polinucleétidos para amplificar la secuencia de polinucle6tidos a aislar puede estar presente en forma
de ARN o ADN. Si el molde de polinucleétidos es ARN, entonces este ultimo se transcribe a ADN por medio de
transcriptasa inversa, antes de la reaccién PCR real. La cantidad de molde de polinucleétidos para llevar a cabo la
reaccion PCR puede ser de 0,01 a 20 ng, por ejemplo.

El molde de polinucleétidos se obtiene utilizando técnicas conocidas por el experto para obtener ADN y/o ARN a
partir de material bioldgico. Material bioldgico deberia incluir aqui, entre otros, las células de un tejido u 6rgano (p.
ej. cerebro, sangre, higado, bazo, rifiones, corazén, vasos sanguineos) de un vertebrado, incluidos seres humanos, o
células procedentes de un cultivo de células eucaridticas (p. €j. células Hela, células CHO, células 3T3) o células que
se componen de bacterias o levaduras, en las cuales la secuencia de ADN a aislar esta presente en forma clonada.

Células de un conjunto de tejidos u 6rgano de un vertebrado, incluidos seres humanos, se pueden obtener tomando
sangre, por puncion del tejido o por técnicas quirtirgicas. A partir de ellas se puede obtener un molde de polinucledti-
dos, por ejemplo rompiendo las células, posiblemente concentrando organelas individuales, en particular el nicleo, y
recuperando el ADN o ARN por precipitacion y centrifugacion.

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

Ejemplos de enzimas de restriccién comunes son: BamHI (GGATCC), Clal (ATCGAT), EcoRI (GAATTC), EcoRV
(GATATC), HindIII (AAGCTT) Ncol (CCATGG) Sall (GTCGAC), Xbal (TCTAG1).

Para la clonacién, un vector se trata con las enzimas de restriccién que corresponden a las secuencias de recono-
cimiento fijadas a los cebadores. El fragmento estd conectado al vector por medio de ligasa mediante aislamiento y
tratamiento con las mismas enzimas de restricciéon. Vector significa una molécula de ADN, tal como, por ejemplo, un
plasmido, bacteriéfago o un césmido, con cuya ayuda es posible clonar genes u otras secuencias de ADN e introducir-
los en una célula bacteriana o eucariética para la replicacién. Ejemplos de vectores son moléculas de ADN, tales como
pBR322, pUC18/19, pBluescript, pcDNA3.1. Vectores estan disponibles en el comercio de compaiiias especializadas
en material bioldgico, tales como Roche Diagnostics, New England Biolabs, Promega, Stratagene, etc.

Las instrucciones requeridas para llevar a cabo la reaccién PCR, para proporcionar polinucleétidos o para llevar a
cabo procesos de clonacién se pueden encontrar por el experto en forma de recetas y protocolos en manuales estdnda-
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),
edicién de cuaderno, actualizada continuamente, John Wiley & Sons, Inc., Nueva York o en b] Short Protocols in
Molecular Biology, 5% edicién, 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 sintesis quimica, la cual se puede
llevar a cabo comercialmente por parte de compaififas tales como MWG Biotech, y otras.

ADNCc humano procedente de diferentes 6rganos estd comercialmente disponible de compaiiias, tales como, por
ejemplo, Promega, Stratagene u otras.

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

También se pueden utilizar secuencias de polinucleétidos aisladas de la variante PAR1, asi como fragmentos de
las mismas para la hibridacién a diferentes rigurosidades. La rigurosidad describe condiciones de reaccién que in-
fluyen sobre la especificidad de la hibridacién o la fijacién de dos moléculas de acido nucleico de cadena sencilla.
La rigurosidad y, asi, también la especificidad de una reaccion se pueden incrementar al aumentar la temperatura y
reducir la fuerza iénica. Condiciones de rigurosidad baja estdn presentes, por ejemplo, si la hibridacién se lleva a cabo
a la temperatura ambiente en solucioén 2 x SSC. Condiciones de rigurosidad alta estdn presentes, por ejemplo, si la
hibridacién se lleva a cabo a 68°C en solucion 0,1 x SSC/SDS al 0,1%.
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Hibridacién bajo condiciones de hibridacién estrictas de acuerdo con la presente solicitud significa:

1] hibridar la sonda marcada con la muestra a estudiar a 65°C (o, en el caso de oligonucleétidos, 5°C por
debajo de la temperatura de fusién) 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 salmén desnaturalizado.

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

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

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

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

Fragmentos de ADN de una longitud global de 20 nucleétidos se han de considerar nucleétidos para este propdsito.
La temperatura de fusion resulta de la formula

Tm =2 (nimero de A+T) + 4 (nimero de G+C)C°.

Se prepara una solucién 2 x SSC 6 0.1 x SSC diluyendo una solucién 20 x SSC de manera correspondiente.
La solucién 20 x SSC comprende una solucién NaCl 3M/citrato de sodio 0,3 M 2 H,0. SDS es dodecilsulfato de
sodio.

La hibridacién se lleva a cabo transfiriendo los polinucleétidos a estudiar a una membrana de nailon o de ni-
trocelulosa (borrén Southern - ADN; borrén Northern - ARN), después de separacion electroforética y subsiguiente
desnaturalizacion. La hibridacion se lleva a cabo utilizando una sonda que estd marcada radiactivamente o que ha sido
marcada de otra manera, por ejemplo con ayuda de colorantes fluorescentes. La sonda comprende una secuencia de
polinucledtidos de ADN o ARN habitualmente de cadena sencilla y/o desnaturalizada la cual se une a la secuencia
de nucleétidos complementaria de la secuencia de polinucleétidos de ADN o ARN, de nuevo de cadena sencilla y/o
desnaturalizada a estudiar.

Se pueden detectar polimorfismos de nucleétidos sencillos del gen PAR1 con ayuda de los cebadores de acuerdo
con la invencién, también mediante andlisis SSCP. SSCP representa Single Stranded Conformation Polymorphism
(Polimorfismo de Conformacién de Cadena Sencilla). Se trata en este caso de una técnica electroforética para identi-
ficar sustituciones de pares de bases individuales. Los polinucledtidos a investigar se amplifican mediante la reaccién
PCR por medio de cebadores marcados y, después de la desnaturalizacién 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, asi, migran
en la PAGE a diferentes velocidades.

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

Ejemplos
Amplificacion de regiones genomicas del gen PARI

La sustitucion de nucleétidos T por C en la posicién 3090 y la sustitucién de A por C en la posicién 3329 en la
secuencia de PAR1 se detectaron utilizando los siguientes cebadores:

Cebador 1:  5’-ACAGAGTGGAATAAGACAGAG-3’ (SEQIDN°: 11)
Cebador 2:  5’-ACAGAGTGGAATAAGACAGAG-3 (SEQID N°: 12)

Cebador 1 (SEQ ID N°: 11) corresponde a las posiciones 2767 a 2789 de la secuencia de referencia NM-001992.
El cebador 2 se deriva del exén N° 1 del gen PARI.
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Protocolo PCR para la amplificacion

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

20 ng de ADN gendémico; 1 unidad de TagGold ADN polimerasa; tampén 1 x Taq polimerasa; 500 uM de dNTPs;
MgCl, 2,5 mM: 200 nM de cada par de cebadores de amplificacién; H,O hasta 5 ul.
Programa de amplificacion por PCR para hallar el genotipo

95°C durante 10 min x 1 ciclo;

95°C durante 30 s

70°C durante 30 s x 2 ciclos;
95°C durante 30 s
65°C durante 30 s x 2 ciclos;
95°C durante 30 s
60°C durante 30 s x 2 ciclos;

95°C durante 30 s
56°C durante 30 s

72°C durante 30 s x 40 ciclos;

72°C durante 10 min

4°C durante 30 s x 1 ciclo

Identificacion de SNPs

Protocolo para la minisecuenciacion y deteccion de los SNPs

Todos los reactivos son de Applied Biosystems (Foster City, EE.UU.). 2 ul de producto de PCR purificado, 1,5 uL
de kit de terminador BigDye, 200 nM de cebador de secuenciacién; H,O hasta 10 pl.

Programa de amplificacion para la secuenciacion

96°C durante 2 min x 1 ciclo;

96°C durante 10 s
55°C durante 10 s

65°C durante 4 min x 30 ciclos;

72°C durante 7 min

4°C durante 30 s x 1 ciclo
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Andlisis de los productos de secuenciacion

Las secuencias se analizaron primeramente utilizando el software de andlisis 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).

Asignacion de SNPs de PARI a trastornos coronarios

En un estudio clinico se estudiaron dos polimorfismos de PAR1 procedentes de la regién 3’-no codificadora del
gen para establecer una conexién con complicaciones trombéticas 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 nucledtidos en la secuencia de referencia NM-001992).

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

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

C3090C de PARI describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PAR1 tienen ambos una citidina (C) en la
posicién 3090. Estos individuos son homozigdticos 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 posicién 3329. Estos individuos son homozigéticos con respecto a esta variante de PARI.

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

C3329C de PARI1 describe el grupo de individuos, cuyos alelos del gen PARI tienen ambos una citidina (C) en la
posicién 3329. Estos individuos son homozigéticos con respecto a esta variante de PAR1.

En el grupo de pacientes analizado (Fig. 1) se observaron asociaciones estadisticamente significativas de los vehi-
culos homozigéticos de la variante C3090C de PAR1 con una fibrilacién atrial y cardiomiopatia. Después de llevar a
cabo una regresion logistica, se encontré una riesgo incrementado en 1,97 veces de fibrilacién atrial y un riesgo incre-
mentado 1,84 veces de cardiomiopatia en vehiculos homozigéticos de la variante C3090C de PAR1 en comparacién
con vehiculos de las variantes T3090/T3090T de PARI1 (Fig. 3).

Se demostré que para vehiculos de la variante C3329C de PARI, dicha variante estd asociada con un riesgo incre-
mentado en 2,35 veces de fibrilacidn atrial en comparacién con vehiculos de las variantes C3329A/A3329A de PARI.
En vehiculos de la variante C3329C de PARI1, dicha variante parece, ademads, ser protectora con respecto a la aparicién
de sindrome coronario agudo y angina inestable. Vehiculos de la variante C3329C de PAR1 tienen un riesgo reducido
en 2,78 veces de la aparicién de sindrome coronario agudo y/o angina inestable en comparacién con vehiculos de las
variantes A3329C/A3329A de PARI1 (Fig. 4).

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

Preparacion de ADN del pldsmido

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 ul de solucién I
enfriada y luego se ha de colocar en hielo durante 5 min.

Solucién I: Tris-HC1 25 mM, pH 8,0, glucosa 50 mM (filtrada en condiciones estériles) EDTA 10 mM 100 pg/ml
de Rnasa A.

Después de la adicién de 200 ul de solucién 11, toda la mezcla se combina bien. Se produce con ello una desnatu-
ralizacion alcalina del ADN.
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Solucién II: NaOH 200 mM, SDS al 1%.

Después de subsiguiente incubacién durante 5 min sobre hielo, se afiaden a la mezcla 150 ul de solucién III. A
esto le sigue la mezcladura una vez mds y la incubacion en hielo durante otros 15 min.

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

La centrifugacién en la Biofuga Heraeus a 12.000 rpm durante 15 minutos separa el desecho celular, el ADN
genémico y las proteinas desnaturalizadas. El sobrenadante producido, en el cual se encuentra el ADN del pldsmido,
se decanta en un segundo tubo Eppendorf y se mezcla con 1 ml de EtOH concentrado al 96% (6 300 ul de isopropanol).
La tanda de precipitacion se combina a fondo y se centrifuga de nuevo (15 min a 12.000 rpm en la Biofuga Heraeus).
Esto resulta en la precipitacién del ADN del plasmido. E1 ADN del pldsmido sedimentado se lava con EtOH gélido
concentrado al 70% y luego se seca al aire. Finalmente, el sedimento seco se recoge en 50 ul de agua destilada
estéril.

Precipitacion con alcohol de ADN

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

La tanda se combina bien. Esta se puede almacenar a -20°C, a pesar de que esto no aumenta el rendimiento de
precipitacién. E1 ADN del plasmido se sedimenta por centrifugacion a 12.000 rpm durante 20 minutos.

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

Extraccion con fenol de ADN

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

Purificacion de moléculas de ADN amplificadas

Amplicones de ADN se purifican utilizando un kit de purificacién por PCR (Qiagen). Esto separa las moléculas
de iniciador, nucledtidos (ANTPs), polimerasas y sales. Para este fin, la mezcla de la reaccién PCR se combina con
cinco veces el volumen de tampdn PB, se mezcla bien y se aplica a la columna Qiaquick. E1 ADN amplificado se une
entonces selectivamente al material de la columna, y los dNPTs se separan lavando dos veces con 750 ul de tampén
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 reacciéon PCR.

Escision de ADN con enzimas de restriccion

Tanda: 3 ul de ADN, 2 ul de tamp6n de escisién 10 x, 2,5-5 U de enzima de restriccion (p. ej. EcoRI, BamHI, Sall,
Xbal, Xhol y otras), aiadir agua destilada hasta un volumen de 20 ul.

Dependiendo de la enzima de restriccidn, la reaccion de escision discurre a 25-55°C durante 1-2 h. Para el andlisis,
los fragmentos se fraccionan por electroforesis en un gel de agarosa o poliacrilamida en paralelo con un patrén de
longitud. Si la reaccién es una escisién doble, entonces se afiade primero una enzima a la tanda. Al cabo de una hora,
se aplica una parte alicuota a un gel apropiado y, si se ha producido la escision, se puede afiadir la segunda enzima. Si
la segunda enzima no se escinde en el mismo tampdn de escision, entonces se requiere primero una precipitacion con
alcohol.

Electroforesis en gel de agarosa de ADN
La agarosa (Roth) se disuelve en tampdn 1 x agarosa a la concentracién deseada y se hierve en un horno microondas

hasta que se haya disuelto por completo la agarosa. La solucion se vierte después en una cdmara 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 tampén 1 x agarosa en calidad de tamp6n de corrida a un
voltaje constante de 80-140 V, dependiendo del tamafio del gel y la distancia entre los electrodos.

tamp6n 1 x agarosa: Tris-HCI 40 mM (pH 7,8), acetato de sodio 5 mM, EDTA 1 mM.

Electroforesis en gel de poliacrilamida de ADN

Solucién en gel de poliacrilamida al 7,5%; 0,94 ml de solucidn patrén de acrilamida-bisacrilamida concentrada al
40%, 0,5 ml de tampén 10 x TBE (Tris-HCI 400 mM, pH 8,3; acetato de sodio 200 mM, EDTA 20 mM), 0,25 ml de
AMPS al 1%, 10 ul 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-
merizacién (aprox. 10-20 min). EI gel se hace actuar en tamp6n 1 x TBE a un voltaje constante de 140 V.

Secuenciacion de ADN

1-2 pg de ADN se han de disolver en 81 ul de H,O destilada y se han de afiadir 9 ul de NaOH (2 N) para
la desnaturalizacion. Después de incubacién 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 secuenciacién. Se han de afiadir 2 ul de tampdn 5 x Sequenase (Tris-Cl 200 mM pH
7,5/MgCl, 100 mM/ NaCl 250 mM), 1 ul de oligonucleétido (1 pM/ul) y, finalmente, H,O destilada al sedimento
hasta un volumen total de 10 ul. Durante la subsiguiente incubacién en un bano de agua a 37°C durante 30 minutos, el
oligonucleétido iniciador se hibrida al ADN.

Reactivos afiadidos a la mezcla de hibridacién para la reaccion de secuenciacién: 1,0 pl de DTT (0,1 M), 2,0 ul
de mezcla de marcaje (diluida en la relacién 1:5), 0,5 ul de [a-*S]dATP, 2 ul de Sequenase®(13 U/ul, United States
Biochemical), (diluida en la relacién 1:8 con tamp6n de dilucién enzimatico).

Durante la subsiguiente incubacion a la temperatura ambiente durante 5 minutos, se sintetiza la cadena antagonis-
ta, siendo el ADN sintético marcado por incorporacién del dATP radiomarcado. A esto le sigue la adicién en cada
caso de 3,5 ul de la tanda de marcaje hasta 2,5 ul de las cuatro mezclas de terminacion diferentes. Otra incubacion a
37°C durante 5 minutos resulta en las reacciones de terminacion distribuidas aleatoriamente de la sintesis de la cadena
antagonista. Las reacciones se detienen al afiadir 4 ul de tamp6n de parada, después de lo cual las mezclas se desnatu-
ralizan a 80-90°C y luego se aplican a un gel de secuenciacién desnaturalizado concentrado al 6%. Después de cargar
las muestras, la operacion 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 bafio de 4cido acético concentrado al 10% (15 min), se libera de residuos urea bajo agua corriente y
luego se seca (durante 45 min, utilizando un cafién térmico, o durante 2 h, en una incubadora a 70°C). La subsiguiente
autorradiografia se lleva a cabo a 4°C durante 16-24 h (pelicula de rayos X Fuji Medical RX, 30 x 40; Kodak Scientific
Imaging Film X-omat AR).

Solucién patrén de mezcla de marcaje: en cada caso dATP, dTTP, dGTP, dCTP 7,5 uM
Mezclas de terminacién: en cada caso dATP, dTTP, dGTP, dCTP 80 uM y en cada caso 8 uM del respectivo ddNTP
Tampodn de dilucién Sequenase: Tris/HC1 10 mM; pH 7,5, DTT 5 mM, 0,5 mg/ml de BSA

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

Secuenciacion automatizada de ADN

Tanda: 1 ug de ADN del pldsmido (en el caso de fragmentos de PCR, por ejemplo, 100 ng/500 nucledétidos), 3-5
pmol de molécula iniciadora (cebador de PCR, Tm de 55°C, si es posible), 4 ul de Dye Terminator ready-mix (mezcla
de FAdANTPs-Ampli-TaqFS), afiadir agua destilada hasta un volumen de 20 pl.

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

Después de la excitaciéon mediante un haz de laser de argén 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 “espectrégrafo”. Los colores del espectro se detectan subsiguientemente de forma simultdnea con
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la ayuda del campo de pixeles de alta resolucién de una cdmara de CCD. Los datos se registran con la ayuda de
un ordenador (Macintosh Quadra/650 Macllcx Apple Share) y el correspondiente software de andlisis de datos (PE
Biosystems, Weiterstadt).

Gel de secuenciacion: 30 g de urea (Sigma), 21,5 ml de H,O destilada, 6 ml de 10 x TBE

La mezcla se disuelve en un matraz de boca ancha en un bloque calefactor a 50°C, afiadiéndose lo siguiente: 9 ml
de bisacrilamida al 40% (filtrada), 180 ul de APS al 10%, 24 ul de Temed.
Reaccion en cadena de la polimerasa (reaccion PCR)

Se pueden utilizar las siguientes ADN polimerasas:

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

[Tris/HCI 200 mM (pH 8,4), KC1 500 mM]

Tfl (Thermus flavus) ADN polimerasa (Master Amp®, Biozym, Oldendorf) y tamp6n 20 x PCR

[(NH,)SO, 20 mM, Tris/HCI I M (pH 9,0)

Tanda de reaccion PCR

Componentes de la PCR Cantidad

Molde de ADN 10-100 ng

Molécula iniciadora 1 25 uM

Molécula iniciadora 2 25 uM

Mezcla de nucleétidos (dANTPs) 20 mM (procedentes de una mezcla
que contiene 10 mM de cada dNTP)

Tampén ADN polimerasa 1x: 5,0yl en el caso de tampén Taq

ADN polimerasa
2,5 pl en el caso de tampén Tfl
ADN polimerasa

.MgCl, - 175 mM
ADN polimerasa 2 U en el caso de Tag ADN polimerasa

1 U en el caso de Tfl ADN polimerasa

H,O destilada hasta 50 ul de volumen total

Aqui se aplica lo siguiente: 1 U cataliza la conversién de 10 nM de desoxirribonucledsido trifosfatos, a 74°C en el
espacio de 30 min, a un producto de ADN insoluble en 4cidos.

La reaccién PCR comienza habitualmente con el denominado “inicio caliente”: la tanda se incuba primero sin la
polimerasa a 94°C con el fin de permitir que el ADN se desnaturalice por primera vez. Después que la temperatura ha
alcanzado 80°C, la ADN polimerasa se afiade a la mezcla con el fin de evitar una amplificacién no especifica a una
temperatura todavia baja. Después, se lleva a cabo la reaccién PCR real a lo largo de mds de 25-35 ciclos.

12
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Para cada ciclo se aplican las siguientes condiciones de reaccion:

Reaccion Temperatura Tiempo
Desnaturalizacién 94°C 30-60 s
Hibridacién Tm-5°C 30-60 s
(reasociacion)

Extension 72°C 1 min/1 kb

Finalmente y ademads, la extension de la cadena se lleva a cabo a 72°C durante 10 min, seguido finalmente de
enfriamiento.

Aislamiento de ARN total

Todas las etapas de centrifugacién se llevan a cabo a 13.000 rpm y 16°C.

Las células se lisan con 600 ul de tampdn de lisis (tampén 100 RLT: 1 mercaptoetanol). El lisado de células se
aplica a una columna QiaSchredder y se separa por centrifugacién durante 2 min. El material eluido se mezcla con
600 ul de etanol al 70%, se mezcla bien y el ADN se aplica a una columna RNAeasy mini spin y se centrifuga
durante 15 s (unién de ARN a la matriz de silice). La columna se lava tres veces (una vez con 700 ml de tampén

RW1 y dos veces con 500 ul de tampén RPE). La columna se transfiere luego a un tubo Eppendorf de 1,5 ml de
autoclave y el ARN se eluye con 15 ul de H,O destilada, La concentracién media de ARN total obtenida de esta manera

es 1 ug/ul.
Separacion 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 enfria hasta 60°C
se afladen 16 ml de formaldehido concentrado al 37%.

Después de haber solidificado, el gel se incorpora con tampdn de corrida en gel de ARN en el aparato de electro-
foresis. E1 ARN se aplica junto con un tampén de muestra especial.

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

Tampdn de muestra de ARN: 1-5 pug de ARN, 5 ul de tamp6én RNA-NEW (7,5 ul de formaldehido concentrado
al 37%, 4,5 ul de 10 x MOPS, 25,9 ul de formamida, 7,5 ul de agua destilada), 2 ul 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)].

El gel corre a 80 V durante aprox. 3 h. Dado que este trabajo utiliza tinicamente aislados de ARN eucari6ticos, las
bandas dominantes visibles en el gel deberian ser las de ARNr de 28S y 18S.

Transcripcion inversa con MMLV-RT (siglas en inglés)
(virus de la leucemia murina Moloney - Transcriptasa Inversa)
Tanda de la transcriptasa inversa: 5 ug de ARN, 100 uM de molécula iniciadora
El preparado de ARN y la molécula iniciadora se incuban a 75°C durante 10 min, con el fin de evitar una posible

formacién 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 reaccién de transcripcion.
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Mezcla de reaccién de la transcriptasa inversa: 28 U de Rnasin® (Promega), dNTPs 25 mM, 5 ul de tampén
10 x transcriptasa inversa [Tris/HCl 10 mM (pH 8,3), KCI 75 mM, MgCl, 3mM], 50 U de transcriptasa inversa
(StrataScript®,, Stratagene), hasta 50 ul con agua destilada.

La transcripcién inversa se lleva a cabo incubando la tanda a 42°C durante 15 min y a 37°C durante 45 min. Se
recomienda una incubacién mds larga de 2 h a 42°C con una interrupcién de 30 segundos a 55°C para moldes de ARN
relativamente largos. La subsiguiente incubacién de la mezcla a 95°C durante S minutos resulta en la inactivacién
de dicha transcriptasa inversa. Subsiguientemente, se utilizan 5-20 ul de la mezcla de transcripcidn inversa para una
reacciéon PCR.

Preparacion de ADN gendmico a partir de tejido

100 mg de tejido se desmenuzan en nitrégeno liquido para dar un polvo. El polvo de tejido se introduce en un tubo
Falcon que contiene 6 ml de tamp6n de reaccién (30 ul de proteinasa K [20 mg/ml] se afiaden de nuevo al tampén) y
se incuba con cuidadoso sacudimiento a 56°C durante una noche (12-18 horas). Después de la incubacién, se afiaden
100 pul de RNasa A (10 pg/ul) y la mezcla se incuba con sacudimiento adicional a 37°C durante una hora.

A continuacién, se afiaden 4 ml de fenol y el tubo se voltea manualmente boca abajo y de nuevo boca arriba
durante aproximadamente 5 min. Se afiaden inmediatamente 4 ml de CI (cloroformo/alcohol isoamilico) 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 todavia transparente, debe repetirse la extraccién con fenol, de otro modo se afiaden 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 extraccién con Cl. El sobrenadante final obtenido se mezcla
con 1/10 de volumen de solucién de acetato de sodio (3 M, pH 6) y 2,5 voliimenes de etanol (al 99,8%). El tubo se
hace girar cuidadosamente hasta que el ADN precipite en forma de una marafia. Esta marafia 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. E1 ADN se seca luego al aire y se disuelve en 0,5 ml de agua doblemente destilada a la
temperatura ambiente.

Borrén Southern
Separacion 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 solucién desnaturalizante durante 30 min para la desnaturalizacién de ADN.
Inclinar continuamente el gel en solucién naturalizante durante 30 min para la naturalizacién.

Construccion del borrén (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 4cido nucleico mediante coccién a 80°C durante 1 h o reticulacién UV (p. ej. en “Stratalinker”, posicién
automadtica). La membrana se puede luego almacenar hasta la hibridacion.

Prehibridacién de la membrana en solucién de hibridacién durante aprox. 1 -2 h

Cubricién de sitios de unién no especificos en la membrana.

Solucién de hibridacién: 5 x SSC, 5 x solucién de Denhardt, SDS al 0,5%, 100 pug/ml de ADN de esperma de
arenque

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

Solucién 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 H,O, hasta 1 I con
agua doblemente destilada, ajustar el pH a 7,0 con HCL.

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

Separacion del ARN utilizando un gel de formaldehido-agarosa

Construccion del borrén (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 coccién a 80°C (1 h)

Introducir el filtro en Tris 20 mM en ebullicién pH 8 para la desglioxilaciéon de ADN y dejar enfriar hasta TA
(temperatura ambiente).
Descripcion de las figuras
Fig. 1

Caracteristicas del grupo de estudio.
Fig. 2

Distribucién de las variantes T3090C y A3329C de PARI1 en 1362 individuos analizados.
Fig. 3

Asociacion de las variantes C3090C de PARI1 con fibrilacién atrial y cardiomiopatia.
Fig. 4

Asociacion de las variantes C3329C de PAR1 con la fibrilacidn atrial, sindrome coronario agudo y angina inestable.
Fig. 5

Secuencia de polinucleétidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3’. La secuencia corresponde
a la secuencia hecha publica por la Base de Datos de Nucledtidos NCBI bajo el nimero NM-001992. La secuencia
preparada es idéntica a SEQ ID N°: 1.
Fig. 6

Secuencia de polinucledtidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3” con un polimorfismo en la
posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, con un polimorfismo que comprende una sustitucion de T
por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 2.
Fig. 7

Secuencia de polinucledtidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3” con un polimorfismo en la
posicion 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustituciéon de A por C.
La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 3.
Fig. 8

Secuencia de polinucledtidos del ADNc del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3’ con un polimorfismo en
la posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitucién de T

por C, y con un segundo polimorfismo simultdneo en la posicién 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992,
polimorfismo que comprende una sustitucién de A por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 4.

15



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2312990 T3

Fig. 9

Secuencia de polinucledtidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3°. La secuencia repre-
sentada es idéntica a SEQ ID N°: 5.

Fig. 10

Secuencia de polinucleétidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3° con un polimorfismo
en la posicion 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-01992, polimorfismo que comprende una sustitucion de T por
C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 6.
Fig. 11

Secuencia de polinucleétidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientacién 5°/3° con un polimorfismo
en la posicién 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustitucion de A
por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 7.
Fig. 12

Secuencia de polinucledtidos de un fragmento del gen PAR1 humano en la orientaciéon 5°/3’ con un polimorfismo
en la posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992, polimorfismo que comprende una sustituciéon de T
por C, y con un segundo polimorfismo simultdneo en la posicion 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992,
polimorfismo que comprende una sustitucién de A por C. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 8.

Fig. 13

Secuencia de polinucleétidos en la orientacion 5°/3° del extremo 5° del ADNc del gen PAR1 humano. La secuencia
representada es idéntica a SEQ ID N°: 9.

Fig. 14

Secuencia de polinucleétidos en la orientacion 5°/3° del extremo 3’ del ADNc del gen PAR1 humano. La secuencia
representada es idéntica a SEQ ID N°: 10.

Fig. 15

Secuencia de polinucleétidos en la orientacion 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 N°: 11.

Fig. 16

Secuencia de polinucleétidos en la orientacién 5°/3” del exén N° 1 del gen PAR1 humano. La secuencia represen-
tada es idéntica a SEQ ID N°: 12.

Fig. 17

Secuencia de proteinas del receptor PAR1 humano. La secuencia corresponde a la secuencia hecha publica por la
Base de Datos de Proteinas NCBI bajo el niimero NP-001983. La secuencia representada es idéntica a SEQ ID N°: 13.
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REIVINDICACIONES

1. Secuencia de polinucledtidos que se presenta aislada del gen PARI, caracterizada porque estd presente una
sustitucion de C por T en la posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

2. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segin la reivindicacién 1, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleétidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 2.

3. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segtin la reivindicacién 1, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucledtidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 2.

4. Secuencia de polinucledtidos que se presenta aislada del gen PARI, caracterizada porque estd presente una
sustitucion de C por A en la posicién 3329 de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

5. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segtin la reivindicacién 4, caracterizad porque la secuencia
de polinucledtidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 3.

6. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segtin la reivindicacién 4, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleétidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 3.

7. Secuencia de polinucledtidos que se presenta aislada del gen PAR1, caracterizada porque, en cada caso referida
a NM-001992, esta presente una sustitucion de C por T en la posicién 3090 y una sustitucién de C por A en la posicién
3329.

8. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segtn la reivindicacién 7, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucleétidos del gen PAR1 abarca una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 4.

9. Secuencia de polinucléotidos que se presenta aislada segtin la reivindicacién 7, caracterizada porque la secuen-
cia de polinucledtidos del gen PAR1 se compone de una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 4.

10. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleétidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID N°: 5.

11. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleétidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID N°: 6.

12. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleétidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID N°: 7.

13. Parte que se presenta aislada de la secuencia de polinucleé6tidos del gen PAR1, que se compone de una secuencia
de acuerdo con SEQ ID N°: 8.

14. Preparacion de una secuencia de polinucledtidos segin 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 N°: 2 y/o una
secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°:
4,

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID N°: 9 y SEQ ID N°: 10.

c] amplificar la secuencia de polinucledtidos de PAR1 mediante la reaccién de extension 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. Preparacion de una secuencia de polinucleétidos segtin una de las reivindicaciones 10 a 13 por medio de las
siguientes etapas de procedimiento:

a] proporcionar ADN gendémico humano que contiene una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 1
y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 2 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ
ID N°: 3 y/o una secuencia de PAR1 de acuerdo con SEQ ID N°: 4

b] proporcionar un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID N°: 11 y SEQ ID N°: 12
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c] amplificar el fragmento de la secuencia de polinucleétidos de PAR1 mediante la reaccién de extensiéon 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 sustitucién de T por C en la posicién 3090 de la
secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o una sustitucion de A por C en la posiciéon 3329 de la secuencia de acuerdo
con NM-001992, que comprende las siguientes etapas de procedimiento:

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

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

c] amplificar un fragmento de polinucleétido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ ID N°: 11y
SEQ ID N°: 12, utilizando una reaccién PCR,

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

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

a] proporcionar material biolégico 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 polinucleétido por medio de los cebadores de acuerdo con SEQ
ID N°: 10y SEQ ID N°: 11, utilizando la reaccién PCR,

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

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

a] proporcionar material biolégico que contiene células de un ser humano,
b] obtener ADN cromosémico a partir del material de a],

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

d] proporcionar una sonda de acuerdo con SEQ ID N°: 5 y/o SEQ ID N°: 6 y/o SEQ ID N°: 7 y/o SEQ ID N°:
g,

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

f] determinar la presencia o ausencia de una variacion genética en el gen PAR1 en la posicién 3090 y/6 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridacién procedente de e].

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

a] proporcionar material biolégico 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 N°: 5 y/o SEQ ID N°: 6 y/o SEQ ID N°: 7 y/o SEQ ID N°:

s

e] hibridar el borrén de transferencia Northern procedente de c] con la sonda procedente de d] en condiciones
de hibridacion estrictas,
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f] determinar la presencia o ausencia de una variacién genética en el gen PAR1 en la posicién 3090 y/6 3329
de acuerdo con NM-001992 comparando los resultados de la hibridacion.

20. Secuencia de polinucledtidos aislada con un nimero de 21 a 50 nucleétidos, caracterizada porque esta conte-
nida una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 11.

21. Secuencia de polinucledtidos aislada que se compone de SEQ ID N°: 11.

22. Secuencia de polinucleétidos aislada con un nimero de 21 a 50 nucleétidos, caracterizada porque esta conte-
nida una secuencia de acuerdo con SEQ ID N°: 12.

23. Secuencia de polinucleétidos aislada que se compone de SEQ ID N°: 12.

24. Uso de una secuencia de polinucledtidos aislada segun la reivindicacién 20 6 21 en combinacién con una
secuencia de polinucledtidos aislada segin la reivindicacién 22 6 23 para amplificar un fragmento del gen PAR1 por
medio de la reaccién PCR.

25. Uso segtn la reivindicacién 24, caracterizado porque el gen PAR1 tiene una sustitucién de T por C en la
posicién 3090 de la secuencia de acuerdo con NM-001992 y/o tiene una sustitucién de A por C en la posicién 3329
de la secuencia de acuerdo con NM-001992.

26. Un kit de partes, que contiene

a] una secuencia de polinucledtidos segtn la reivindicacion 20 6 21,
b] una secuencia de polinucleétidos segtn la reivindicacion 22 6 23,

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

d] asi como, eventualmente, sustancias y/o soluciones para llevar a cabo la reaccion de extensién en cadena
de la polimerasa (PCR),

e] asicomo, eventualmente, ademads, secuencias de polinucledtidos segtin una o mds de las reivindicaciones 1
al7,

f] asi como, eventualmente, reactivos para llevar a cabo una secuenciacion.
27. Preparacion del kit de partes segtn la reivindicacion 26, en la que
a] se prepara una secuencia de polinucleétidos segtn la reivindicacién 20 6 21,
b] se proporciona una secuencia de polinucleétidos segun la reivindicacién 22 6 23,
c] se proporciona una enzima para llevar a cabo la reaccién PCR,
d] se proporcionan, eventualmente, reactivos para llevar a cabo una secuenciacion,

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

f] eventualmente, se proporcionan secuencias de polinucledtidos segiin una o mas 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 més unidades de envase.
28. Uso del kit de partes segtin la reivindicacién 26 6 27 para amplificar un fragmento del gen PAR1 y, eventual-

mente, para el andlisis ulterior en cuanto a si variaciones genéticas estdn presentes en el gen PARI en las posiciones
3090 y/6 3329 de acuerdo con NM-001992.
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Fig. 1

n %
Total 1404
Sexo Femenino 406 28,9

Masculino 998 71,1

Edad 62,7

(30,0-90,7)
BMI* 27,8
(Body Mass Index (16,7 - 57,1)
indice de  Masa
Corporal)
H'ipertensién 834 594
Fumador 923 65,7
Angina de pecho 210 62,7
Diabético (ADA) 445 31,7
Infarto de corazén 579 41,0
CAD (> 20% de 1087 78,8
estenosis)
Apoplejia 106 7,5

* Medianas y quartiles (Q1 — Q3)
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Fig. 2
C3329C de | C3329A de PAR1 | A3329A de PAR1
PAR1
T3090T de PAR1 1 0 724
/3090C de PAR1 0 371 160
C3090C de PAR1 51 47 8
Fig. 3
intervalo de confianza del 95% »
razon de | inferior superior valor p
posibilidades
Fibrilacién atrial | 1,97 1,18 3,30 0,0101
Cardiomiopatia | 1,84 1,04 3,24 0,0353
Fig. 4
intervalo de confianza del 95%
razén de | inferior superior valor p
posibilidades
Fibrilacion atrial 2,35 1,18 4,68 0,0149
Cardiomiopatia 0,36 0,17 0,79 0,0107
| Angina inestable | 0,36 0,16 0,81 0,0142
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Fig. 5

gg9cgggggsc
gggcgccgag
ccgeoecgege
gctcgccgag
gcgaagaccyg
ggcggggcag
tgctgectggt
cccgcaggcec
ggaaccccaa
taactgaata
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ttececcgecac cccagcaatt atgaaaataa tctctgattc cctgatttaa tatgcaaagt

ctaggttggt agagtttagc cctgaacatt tcatggtgtt catcaacagt gagagactcc
atagtttggg cttgtaccac ttttgcaaat aagtgtattt tgaaattgtt tgacggcaag

gtttaagtta
aattttaaac
ttttgatatg
ataagtccte
tgtcegeccee
gattggecag
ctccatccte
atgtgatatc
aaagaaggca
ctgaaatgtc
ctgagtgtac
tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgctcaata
agaaataaca
catttactta
tagaaaatct
tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg

Fig. 6
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Fig. 8

ggcggggggce
gggcgcegag
ccgeccegege
gctcgcegag
gcgaagaccg
ggcggggceag
tgctgctggt
ccecgcaggcee
ggaaccccaa
taactgaata
cattcatcte
catctgtgta
tgttcatcct
cggcagatgt
gtgattggca
tgtacgecte
atceccatgca

tctgggcettt

aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgct

gcacagagcc
cggctcecage
gaccgcgcgce
ggtcgettgg
gctccccgac
cctceceggag
ggccgeetge
agaatcaaaa
tgataaatat
cagattagtc
agaagatgcc
caccggagtg
gaaaatgaag
gctgtttgtg
gtttgggtct
tatcttgetce
gtceetctcee

ggccatcgca
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tttgggttac
ttttttaaaa
gattgctcaa
gaagaaaata
agacttaatg
tcatggaatt
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acctgtcatg
gccttctctg
atcattcgat
ttecctgtceag
ctgattgcge
tacctcctct
tacgcttccect
gatcccagca

agtaacctga

ggttaaaaag:

actttattga
gagctgtcaa
ttattccaag
ctaggtgaca
atttgcagtg
atgaaaataa
cctgaacatt
ttttgcaaat
agacttagta
ttgaattcct
tttacatttt
aggctggctt
ctccaggcag
gctgagcctce
ctgtgaactg
atgaccatga
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tggaagcacce
aagacagaga
ataaatatgt
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taagtctgat
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gaattgacac
agactttaaa

cacaaagtaa

atgtgctcaa
ctgtcttett
gtcttagetce
ctgctgtttt
attactcatt
gtgtctgtgt
ctgagtgcca
gttataacag
ataacagcat
aaaagtttat
ttcacctcct
gcatgtattt
ggaatattgc
tatacatact
cagtatagaa
tctctgatte
tcatggtgtt
aagtgtattt
ctatctgtge
aaaattatgg
acacactgta
tcagagtagg
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cattatgege
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ggttataact
ttaattgggce
cttttaagaa
tgaaatctag
agcattttett
tttggaaatt
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tgaaaccctg
ttttgtgeeg
ttccgcagtt
ctgcatctte
cctttcteac
cagcagcata
gaggtacgtc
cagtgggcag
atacaaaaag
aaaagtgaat
aaaacaacag
ttgtcaatta
caatgctaca
tacatgtgtg
taggcacttt
cctgatttaa
catcaacagt
tgaaattgtt
gtagaagttc
aaacagatga
cacataagcc
ctattcctga
ccagggccat
gactggggce
tgagaaactg
tacccatctt
aaacacatct
tgtggccact
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caaggcctgt
taatgaaaac
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aacctcctaa

aggttgaaac

ctcgaaggcet
ctgatcattt
gccaaccgca
atcatttgcect
acttccacca
agctcgtgca
tacagtatct
ttgatggcaa
ctgttaactt
aacctgagga
atgtacgact:
ccagaaagat
gtaataaatg
tatatgtaga
aaaacactct
tatgcaaagt
gagagactcc
tgacggcaag
tagtgtttte
aaagcctcectg
aaaactgagce
gagctgcatg
gtcagacaca
actacatttg
gcaaagcaga
aaaaacaacg
agtagttgtt
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agatcatgca
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ctataatttc
gtatcaagta
atatctctta



tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg

Fig. 9

aaatggtagc
ggccaggcgce
tcacgaggtc
aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgct
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attttaaaca
ggtggctccc
aggagatcga
aaattagccg
gagactggceg
ccagcctggg

aaatagaaag ttgcaaggca aatgtttatt

gcctgtaatce
gaccatcctg
ggcgtggtgg
tgaacccagg

caacagagca

ccagcacttt

gggaggctga

gctaacacgg tgaaacccgt

caggcacctg
aggcggacct

agactccatc

tagtcccagce
tgtagtgagc
tc

ac agagtggaat aagacagaga cctgccctca agagcaaagt agatcatgca

tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgctcaata
agaaataaca
catttactta
tagaaaatct
tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg
aaaataaata

ttacataaaa

Fig. 10

tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa
gattgctcaa
gaagaaaata
agacttaatg
tcatggaatt
aaatggtagc
ggccaggcgce
tcacgaggtc
aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgct

‘aaaaataaaa

gtaatataac

ataaatatgt
tatttcttgt
taagtctgat
atcaggtttt
gaattgacat
agactttaaa
cacaaagtaa
attttaaaca
ggtggctcac
aggagatcga
aaattagccg
gagactggcg.
ccagcctggg
aaataaaaga

tgtattgtaa

ttcacacaaa
ggttataact
ttaattgggc
cttttaagaa
tgaaatctag
agcatttttt
tttggaaatt
aaatagaaag
gcctgtaatc
gaccatcctg
ggcgtggtyg
tgaacccagg
caacagagca
gcaaactatt

gtagaagcta

caaggcctgt
taatgaaaac
actatttatt
tcaatcatgt
gaaaattatt
aacctcctaa
aggttgaaac
ttgcaaggca
ccagcacttt
gctaacacgg
caggc&cctg
aggcggacct
agactccatc

tccaaatacc

gcactgg

cagctaaaga
aatgcagtac
tacaaatgtt
cagtctgett
ctataatttc
gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt
gggaggctga
tgaaacccgt
tagtcccagc.
tgtagtgagce
tcaaaaaata

atagaataac

ac agagtggaat aagacagaga cctgccctca agagcaaagt agatcatgca

tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgctcaata

agaaataaca

tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa
gattgctcaa

gaagaaaata

ataaatatgt ttcacacaaa caaggcctgt

tatttcttgt ggttataact taatgaaaac

taagtctgat ttaattgggc actatttatt

atcaggtttt cttttaagaa tcaatcatgt

gaattgacac tgaaatctag gaaaattatt
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cagctaaaga
aatgcagtac
tacaaatgtt
cagtctgcett
ctataatttc



catttactta
tagaaaatct
tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg
aaaataaata

ttacataaaa

Fig. 11

agacttaatg
tcatggaatt
aaatggtage
ggccaggege
tcacgaggtc
aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgcet
a2aaaataaaa

gtaatataac
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agactttaaa
cacaaagtaa
attttaaaca
ggtggctcac
aggagatcga
aaattagccg
gagactggcg
ccagcetggg
aaataaaaga

tgtattgtaa

agcatttttt
tttggaaatt
aaatagaaag
gcctgtaatce
gaccatcctg
ggcgtggtgg
tgaacccagg
caacagagca
gcaaactatt

gtagaagcta

aacctectaa
aggttgaaac
ttgcaaggca
ccagcacttt
gctaacacgg
caggcacctg
aggcggacct
agactccatc

tccaaatacc

gcactgg

gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt
gggaggctga
tgaaacccgt
tagteccagc
tgtagtgagce
tcaaaaaata

atagaataac

ac agagtggaat aagacagaga cctgccctca agagcaaagt agatcatgca

tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgctcaata
agaaataaca
catttactta
tagaaaatct
tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg
aaaataaata

ttacataaaa

tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa
gattgctcaa
gaagaaaata
agacttaatg
tcatggaatt
aaatggtagc
ggccaggegce
tcacgaggtc
aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgct
aaaaataaaa

gtaatataac

ataaatatgt
tatttettgt
taagtctgat
atcaggtttt
gaattgacat
agactttaaa
cacaaagtaa
attttaaaca
ggtggctcce
aggagatcga
aaattagccg
gagactggcg
ccagecctggg
aaataaaaga

tgtattgtaa

ttcacacaaa
ggttataact
ttaattgggce
cttttaagaa
tgaaatctag
agcatttttt
tttggaaatt
aaatagaaag.
gcctgtaatce
gaccatcctg
ggcgtggtag
tgaacccagg
caacagagca
gcaaactatt

gtagaagcta
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caaggcctgt
taatgaaaac
actatttatt
tcaatcatgt
gaaaattatt
aacctcctaa
aggttgaaac
ttgcaaggca
ccagcacttt
gctaacacgg
caggcacctg
aggcggacct
agactccatc

tccaaatacc

gcactgg

cagctaaaga
aatgcagtac
tacaaatgtt
cagtctgctt
ctataatttc
gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt
gggaggctga
tgaaacccgt
tagtceccage
tgtagtgage
tcaaaaaata

atagaataac
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ac agagtggaat aagacagaga cctgccctca agagcaaagt agatcatgca

tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgctcaata
agaaataaca
catttactta
tagaaaatct
tcttacgaaa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg
aaaataaata

ttacataaaa

Fig. 13

tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa

gattgctcaa

gaagaaaata
agacttaatg
tcatggaatt
aaatggtagc
ggccaggcegce
tcacgaggtc
aatgcaaaaa
gctgaggcag
ccactgtgct
aaaaataaaa

gtaatataac

ataaatatgt
tatttcttgt
taagtctgat
atcaggtttt

gaattgacac

agactttaaa.

cacaaagtaa
attttaaaca
ggtggctccc
aggagatcga
aaattagccg
gagactggcg
ccagcctggg
aaataaaaga

tgtattgtaa

ggcgggggge gcacagagcec

Fig. 14

gagatggagt cttgctctgt tg

Fig. 15

‘acagagtgga ataagacaga g

ttcacacaaa
ggttataact
ttaattggge
cttttaagaa
tgaaatctag
agcatttttt
tttggaaatt
aaatagaaag
‘acctgtaatce
gaccatcctg
ggcgtggtgg
tgaacccagg
caacagagca
gcaaactatt

gtagaagcta
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caaggcctgt
taatgaaaac
actatttatt
tcaatcatgt
gaaaattatt

‘aacctcctaa

aggttgaaac
ttgcaaggca
ccagcacttt
gctaacacgg
caggcacctg
aggcggacct
agactccatc

tccaaatacc

gcactgg

cagctaaaga
aatgcagtac
tacaaatgtt
cagtctgcectt
ctataatttc
gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt
gggaggctga
tgaaacccgt
tagtcccagce
tgtagtgagc
tcaaaaaata

atagaataac
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Fig. 16

ccagtgctag cttctactta c

Fig. 17

MGPRRLLLVAACFSLCGPLLSARTRARRPESKATNATLDPRSFLLRNPNDKYEPFWED
EEKNESGLTEYRLVSINKSSPLQKQLPAFISEDASGYLTSSWLTLFVPSVYTGVFWS
LPLNIMAIVVFILKMKVKKPAVVYMLHLATADVLFVSVLPFKISYYFSGSDWQF GSEL
CRFVTAAFYCNMYASILLMTVISIDRFLAVVYPMQSLSWRTLGRASFTCLAIWALAIA
GVVPLVLKEQTIQVPGLNITTCHDVLNETLLEGYYAYYFSAFSAVFFFVPLIISTVCY
VSIIRCLSSSAVANRSKKSRALFLSAAVFCIFIICFGPTNVLLIAHYSFLSHTSTTEA
AYFAYLLCVCVSSISSCIDPLIYYYASSECQRYVYSILCCKESSDPSSYNSSGQLMAS
KMDTCSSNLNNSIYKKLLT

32
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trtaattggge
cttttaagaa
tgaaatctag
ageatttttt
tttggaaatt

gttgtcetgee
tectcyggtea
ggagaaaaat
tctteasasa
ctggetgaca
aaacatcatg
gﬁacatgctg
cagctatrtae
tgeagratt:
ceggtttety
ttecttcact
caaggageaa
tgaiaccctg
ttrtytgeeg
tteegoagtt
crgeatectte
cetitetecac
cagcagceata
gaggtacgtc
cagtgggeag
atacaaaaag
aazagtgaat
asaacaacay
ttgtcaatta
caatgctaca
tacatgtgtg
taggeacttt
cotgatttaa
catcaacagt
togaaattgtt
gtagaagtte
aaacagatga
cacataagee
ctattectga
ceagggecat
gactgaggee
tgagaaactg
taccecateotbt
aaacacatct
tgtggecact
agagcaaagt
caaggeetght
taatgazaac
actatttatt
tcaatcargt
gaaaattatt
aacctocctaa
aggttgaaac

cgeacocggy
tttcttctoca
gaaagtgggt
caacttcctyg
ctettigtee
gocategtty
cacctggeca
tttteoggea
tactgtaaca
getgtogtgt
tgtctggeca
accatocagg
ctegaagget
ctgatcattt
geeazccgeoa
atcatttget
acttccacca
agetegtgea
tacagtatct
ttgatggcaa
ctgttaactt
adcctgagga
atgtacgact
ccagaaagat
gtaataaatg
tatatgtaga
aaaacactet
tatgeasagt
gagagactec
tgacggcaag
tagtgtttte
aaagectety
aaaactgage

gagctgcatg'

gtcagacaca
#ctacatttg
gcaaagcaga
aaaacaacy
agtagttgtt
ccaataggty
agatcatgea
cagctazaga
aatgcagtac
tacaaatgtt
cagtctgett
ctataattte
gtatcaagta
atatotctta

420
480

540

600

660

720

780
840

500

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
219090
2160
2220
2280
2340
2400
2460

‘2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
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ES 2312990 T3

tcttacgaaa aaatggtagce attttaaaca szatagaaag ttgcasggea
taaaagagca ggcc2ggege ggtggcteaac gectgtaatc ccagcactit
sgeggytgga tcacgaggte aggagatega gaccatoctyg getaaecacyg
ctctactasa aatgcaaaaa a2attagecy ggcgtggtgg caggracety
tactegggag getgaggeay gagactggey tgaacceiagyg aggcggacct
cgagategeg coactgtget ceagectggg caacagagea agactecate

<210>3
<211> 3592
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ggcggoggec goacagagoe agaggogett gegageggeg gotgagggac

gggegeegag
cegeocecgege
gctegeogad
gcgaagaccy
ggcggggcag
tgctgetyggt
ccegeaggee
ggaaccocaa
taactgaata
cattcatcte
catctgtgta
tgtteateot
cggeagatgt
gtgattggea
tgtacgeete
atcocatgea
tctgggettt
tgcceggget
actatgceta
ccacggtety
gcaagasgtc
tcggacccac
cagaggctyga
tegaccecet
ratgctgcaa
gtaaaatgga
aggaazagyg
ttetattagt
tgcatacetg
amcaggacga
aatgtcactt
tgtatgeaca
ttceccgeac

cggctcocage
gaccgegege
ggtegettgg
gctecccgac
ccteceggag
gycegeetge
agaatcaaaa
tgataaatat
cagattagte
agaagatgce
cacceggagty
gaazatgaag
gctgtrigty
gtttgggtet
tatettgete
gteectetee
ggecategca
caacatcact
ctacttctea
ttatgtgtct
ccgggetttyg
aaacgtecte
ctactttgee
aatttactat

gcagagacte
cceagteceg
accectgatcet
ccgesgaagt
cagcgecgey
ttecagtetgt
goaacaaatyg
gaaccakttt
tccatcaata
tecggatatt
tttgtagtca
gteaagaage
tetgtgetee
gaattgtgte
atgacagtca
tagegtacte
ggggtagtge
acctgteatg
gecttetety
atcattcgat
ttectgteag
ctgattgeqge
taccteoctet
tacgecttoct

teactgcacy
ccccgoecey
taccegtagy
caggagagag
cagagceceyg
geggeceget
ccaccttaga
gggaggatga
aaagcagtce
tgaccagete
geccteceoact
cogegatagt
cctttaagat

gettegtoac:

taagcattga
tgggaaggge
ctetogtect
atgtgcteaa
ctgtecotctt
gtcttagctc
ctgotgttet
attactcatt
gtgtctgtgt
ctgagtgeea

agaaagttece gatcecagca gttataacag

tacctgetot

agtaacctga

ataacageat

actgctggga ggttaazaag saaagtttab
ccoccacceaa actttattga tteacctect
ctttttatyg gagetgtoza geatgtattt
gatgacggtg tiattccasg ggaatatige
ctggatatag ctaggtgaca tatacatact
cacatatatt atttgcagtg cagtatagaa
cecagcaatt stgaazatsza tctctgatte

cocggaggece
ctaaccgeec
caccotgege
ggtgaagcegg
gacaatggogg
gttgtetgee
teoccoeagtea
ggagaaaaat
tetteoaaraa
ctggetgaca
aaacatcatg
gtacatgctg
cagctattac
tgragcattt
coggtticty
ttectteact
cCaaggagcaa
tgaaaccetyg
ttttgtgeeg
ttcegeagte
ctgcatcetie
cettteteac
cagcagcata
gaggtacgte
cagtgggcag
atacazasag
aazagtgaat
azaacaacag
ttgtcaatta
caatgctaca
tacatgtgty
taggcacttt
cctgatttaa

aatgtttatt
g3gaggcerga
tgaaaccegt
tagtceeage
tgtagtgage
te

cgcggygagy
cttccteget
cagacacagc
totgectgee
agcagcccga
cogoggegac
cgcacoegayg
tttettctoa
gaaagtgggt
caacttectyg
cretttgtec
gocategtty

‘cacctogeca

tttteogygea
tactgtaaca
getgtggtgt
tgtctagoea
accatocagy
ctaegaagget
ctgatcattt
gocaacegea
atcatttget
acttccacea
agctogtgea
tacagtatet
ttgatggcaa
ctgttaacty
aacctgagga
atgtacgact
ccagaaagat
gtaataaatyg
tatatgtaga
aazacactet
tatgcaaagt

3300
3360.
3420
3480
3540
3592

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
980
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
i50¢
1560
1620
1680
1740
1800
1860
is20
1380
2040
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<210> 4

ctaggttggh
atagtttoog
gtttaagtta
aattttaaac
ttttgatatyg
ataagtecte
tgtececgecee
gattggccag
ctccatecte
atgtgatate
anagaaggea
ctyaaatgte
ctgagtgtac
tagagtgtga
agtrryaaca
aggacatata
ttgoctcaata
agaaataacy
catttactta
tagaaaatect
tcttacgaaa
taaaagagca
ggegagtaga
ctotactaan
tactecgygag
cgagatcgceg

<211> 3592
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

sgagtttage
cttgtaccac
ttaagaggta
atatccaagt
ggtagtattt
tagtgaatgt
cgatggagga
aaacctteet
ctogyattgy
ctaggaggta
tggacttctg
agttetgata
agagtggaat
tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa
gattgetcaa
gaagaasata
agacttaatyg
tcatggaatt
azatggtage
ggecaggege
tcacgaggto
aatgcaaaza
getgaggoay
cecactgtget

ggrggggyges gercagagee
gggcgecgag cggetecage

ceogeecygcge
getogecyag
gcgaagaceg
ggcggggeag
tgctgetagt
cccgeaggee
ggaaccecaa
taactgaata
cattcatete
catectgtgta
tgttcatcet
cggeagatgt

gaccgegege
ggtegetigg
gctoccegac
cctcccggag
ggcegeckge
agaatcazaa
tgataaatat
cagattagte
agaagatgec
caceggagty
gaaaatgaag
getgtttgtyg

ES 2312990 T3

cetgaacatt
ttttgoaaat
agacttagta
ttgaattecet
tthacatttt
aggctggett
ctcecaggeag
getgagecte
ctgtgaactg
atgaccitga
gatgeccate
tagaagcace
aagacagaga
ataaatatgt
tatttettgt
taagtctgat
ateaggtttt
gaattgacat
agactttaaa
cacxaagtaa
attttazaca
ggtggetcce
aggagatcga
aaattagecg
gagactggeg
ccageetagy

agaggggett
gcagagacte
ceccagteceyg
accectgatet
ctgcagaagt
cagegoegeg
ttcagtetgt
gcaacaaatyg
gaaccatttt
tccatcaata
tecggatatt
tttgtagtea
gtcaagsage
tctgtgetee

teatogtott
aagtgtattt
ctatctgrge
aaaattatgg
acacactgta
teagagtagg
cagacacatyg
acageagtga
atcatgttta
aagacttecte
cactgggtgt
cattatgege
cctgecctea
ttcacacaza
ggttataact
ttaattggge
cttittaagaa
tgaaatctay
ageattttet
tttggaaatt
aaatagaaag
gcetgtaate
gaccatectg
ggcgtagtyg
tgaacccagg
caacagagca

gegageagey
teactycacyg
cecogeceeg
taccegtggg
caggagagay
cagagecegy
geggeeeget
cecaccttaga
gggaggatga
azageagtece
tgaceagete
gccteccact
cggeggtagt
cctttaagat

‘catcaacagt
tgaaattgtt
gtagaagtte
2aacagatga
Cacataagee
ctattcctga
ccagggecat
gactggggee
tgagaaactg
tacccatoett
aaacacatct
tgtggocact
agagcaaagt
caaggeetygt
taatgaaaac
actatttatt
tcaatcatgt
gaszaattatt
aacctectaa
aggttgaaac
ttgcaagygea
ccagecacttt
getaacacqgy
cagacacotg
aggcggacct
agactecate

getgagggac
ceggaggeee
ctaacecgecee
cacectgege
ggtaaagecgyg
gacaatgugy
gttgtetgee
tceccggtea
ggagaaaaat
tetteaaaaa
ctggctgaca
asacatcatg
gtacatgetg
cagetattac

gagagactce
tgacgqgcaay
tagtgtttte
asagecctetg
azaactgage
gagetgeatyg
gtecagacaca
actacatteg
gcaaagcaga
aaaaacaacg
agtagttgtt
ccaataggtg
agateabgor
cagctaaaga
aatgceagtac
tacaaztgtt
cagtetgett
ctataattte
gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt
gggaggetga
tgasacccgt
tagteccage
tgtagtgage
toe

cgeogggagy
cttecteget
cagacacagce
tetgooctgee
agcageccga
cogeggegge
cgraccoyggg
tttettotea
gasagtgggt
caactteoctyg
ctetttgtec
geccatogttyg
cacctggeca
tttteeggea

2100
2160
2320
2280
2340
2400
2480
2520
2580
26%0
2700
2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
digo
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3592

60

120
180
240
300
360
420
480
540
€00
€60
720
780
840
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gtgattggca
tgtacgccte
atcccatgea
tctgggettt
tgeceggget
actatgecta
ccacggtetyg
gcaagaagtc
tcggacccad
cagaggcetge
tegaceeeet

' tatgctgcaa

gtaaaatgga
aggaaaaggyg
ttctattagt
tgcatacctg
aacaggacga
aatgtcactt
tgtatgcaca
ttccecgeac
ctaggttgyt
atagtttggg
gtttaagtta
aattttaaac
ttttgatatyg
ataagtcctc
tgtecegoceee
gattagccag
ctccatecte
atgtgatatc
aaagaaggca
ctgaaatgte
ctgagtgtac
tagagtgtga
agtttgaaca
aggacatata
ttgetcaata
agaaataaca
catttactta
tagaaaatct
tcttacgansa
taaaagagca
ggcgggtgga
ctctactaaa
tactcgggag
cgagatcgcg

gtttgggtet
tatctrgcte
gteectctee
ggcecategea
caacatcact
ctacttcteca
ttatgtgtet
ccgggettty
aaacgtecte
ctactttgee
aatttactat
agasagttce
tacctgetct
actgetggga
cccecaccecaa
ctttttatgg
gatgacggtg
ctggatatag
cacatatatt
cccagcaatt
agagtttage
cttgtaccag
ttaagaggta
atatccaagt
ggtagtattt
tagtgaatgt
cgatggagga
asacctteet
ctgggattay
ctaggaggta
tggacttetg
agttctgata
agagtggaat
tgtatgtgta
tttgggttac
ttttttaaaa
gattgctcai
gaagaaaata
agacttaatg
tcatggaatt

.aaatggtagc

ggccaggege
tcacgaggte
aatgcaaaaa
getgaggcag
ccactgtget

ES 2312990 T3

gaattgtgte
atgacagtca
tggcgtacte
ggggtagtge
acctgtcatg
gceettetetg
atcattecgat
ttectgteag
ctgattgege
tacctectet
tacgettect
gatcccagea
agtaacctga
ggttaaaaag
actttattga
gagetgtcaa
ttatteccaag
ct&ggtgaba
atttgeagtg
atgaaaataa
cctgaacatt
ttttgcaaat
agacttagta
ttgaattect
tttacatttt
aggctggett
ctcecaggeag
gctgagectc
ctgtgaactg
atgaccatga
gatgcccatc
tggaagcacc
aagacagaga
ataaatatgt
tatttettgt
taagtctgat
atcaggtttt
gaattgacac
agactttaaa
cacaaagtaa
attttaaaca
ggtggctcec
aggagatega
aaattageeg
gagactggcg
ccagectggyg

gettegteac
taagcattga
tgggaaggge
ctetegtect
atgtgctcaa
ctgtcttett
gtcttagcte
ctgetgtttt
attactcatt
gtgtetgtgt
ctgagtgeea
gttataacag
ataacagecat
aaaagtttat
ttcacctect
gratgtattt
ggzatattge

‘tatacatact

cagtatagaa
tetctgatte
teatggtgtt
aagtgtattt
ctatctgtge
aaaattatgg
acacactgta
tcagagtagy
cagacacatg
acagcagtga
atcatgttta

sagacttcte-

cactgggtgt
cattatgege
cctgecctca
ttcacacaaa
ggttataact
ttaattyggge
cttttaagaa
tgaaatctag
agcattttet
tttggaaatt
aaatagaaag
gcctgtaate
gaccatecty
ggcgtggtgg
tgaacccagg
caacagagca

tgcagcattt
ccggtttetg
ttecttecact
caaggagcaa
tgaaaccetg
ttttgtycey
ttecgeagtt
ctgcatectte
ccttteteac
cagcagcata
gaggtacgte
cagtgggcag
atacaaaaag
aaaagtgaat
aaaacaacag
ttgtcaatta
caatgctaca
tacatgtgtg
taggcacttt
cctgatttaa
catcaacagt
tgaaattgtt
gtagaagtte
aaacagatga
cacataagee
ctattectga
ccagggecat
gactggggcee
tgagaaactyg
tacccntctt
aaacacatct
tgtggeccact
agagcaaagt
canggeetgt
taatgaaaac
actatttatt,
tcaatcatgt

gaaaattatt

aacctectaa

aggttgaaac

ttgcaaggea

ccagcacttt

gctaacacgy
caggcacectg

aggcggacct
agactccate

-tactgtaaca

getgtggtgt
tgtetggeca
accatccagy
ctcgaagget
ctgatcattt
gccaaccgea
atcatttgct

acttcecacca

agctcgtgea

tacagtatct

ttgatggcaa

ctgttaactt

aacctgagga

atgtacgact

ccagaaagat

gtzataaatg

tatatgtaga

aaaacactct

tatgcaaagt

gagagactec

tgacggcaag

tagtgtttte

aaagcctetg
aaaactgage
gagctgcatg
gtcagacaca

actacatttyg
gcaaagcaga
aaaaacaacyg
agtagttgtt

ccaataggtg
agatcatgea
cagctanaga
aatgcagtm5
tacaaatgtt
cagtctgete
ctataattte

gtatcaagta
atatctctta
aatgtttatt

gggaggctga
tgaaaccegt
tagtcécagc
tgtagtgage
te

900
960

2021
1081
114¢
120¢
126¢
132¢
138¢
244¢
2500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2040
2100
2160
2220
2280
23490
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2860
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480 .
3540
3592
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<210>5

<211>939
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

<210> 6

acagagtoga
gatgtatgtg
catttgagtt
tattttttaa
tagattgete
cagaagnaas
taagacttaa
cttcatggaa
aaaaatggta
caggccagge
gatcacgagg
aaaatgoasa
aggetgaggc
cgeecactgty
taaaaaataa
aagtaatata

<211>939
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

<210>7

acagagtgga
gatgtatgtyg
catttaggtt
tattrttiaa
tagattgcete
cagaagaaaa
taagacttaa
cttcatggaa
saaaatggta
caggoecagyge
gatcacgagg
aaaatgeaasd
aggctgagge
eqeeactgty
taazaaataa
aagtaatata

<211>939
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ataagacaga
taataaatat
actatttett
arataagtcty
aaateaggtt
tagaattgac
tgagacttta
ttcacaaagt
geatbttaaa
geggtgyete
tcaggagate
aaaaattagce
aggagactgg
ctccageoetg
aaaaataaan
actgtattgt

ataagacaga
taataaatat
actatttett
aataagtcoty
saatcaggtt
tagaattgac
tgagacttta
ttcacaaagt
geattttaaa
geggtagete
tcaggagate
aazaattagce
aggagactgg
ctceageetg
aaaaataaaa
actgtattgt

ES 2312990 T3

gacctgecect
gtttecacaca
gtggttataa
atttaattgg
ttettttaang
attgsaatct
aasgeatttt
aztttggaaa
caaaatagaa
acgeetgtaa
gagaccatce:
cgggegtggt
cgtgaaceca
ggcaacagag
gagcaaacta
aagtagaagc

gacctgococt
gttteacaca
gtaggttataa
atttaatrgy
ttcktttaag
actgaaatct
aaagcatttt
aatrttggaaa
caazatagaa
acgcetgraa
gagaccateo
cgggegtggt
cgtgaacecea
ggcaacagag
gagcaaacta
aagtagaagc

caagagcaaa
aacaaggcet
cttaatgaaa
gcactattta
aatcaatcat
aggaaamtta
ttaacctect
ttaggttgaa
agttgcangg
tcecageact
tggctaacac
ggcaggeace
ggaggcggac
caagacteca
tttceaaata

tageactgg

caagagcaaa
aacaaggeot
cttaatgaaa
gcactattta
astcaatcat
aggaaaatta
ttaacctoct
ttaggtigaa
agttgcaagyg
tcecageact
tggctaacac
ggcaggeace
ggaggeggac
caagactcca
tttecazata
tagcactygy

gtagatcatg catagagtgt 50

gtcagctasa
acaatgcagt
tttacaaatg
gteagtetge
ttetataatt
asgtateaag
acatatctct
caaatgttta
ttgggagget
ygtgaaaccee
tgtagtccea
cttgtagtga
tetcaaaaaa
ccatagaata

gtagatcatg
gtcagctaaa
acaatgcagt
tttacaaatg
gtceagtctge
ttctataatt
aagtateaay
acatatctct
caaatgttta
ttgggagget
ggtgaaacece
tgtagtecea
cttgtagtga
teotcaaaszaa
ccatagaata

gaagtttgaa
acaggacata
ttttgecteoaa
ttagaaataa
tccatttact
tatagaaaat:
tatcttacga
tttaaaagag
gaggegggty
gteteotacta:
getactoggy
gecgagatey
taaaaataaa
acttacataa

catagagrgt
gaagtttgaa
acaggacata
ttttgcteaa
ttagaaataa
tecatttact
tatagaaaat
tatcttacga
tttaaaagag
gaggegggtg
gtctctacta
getacteggyg
gcegagateg
taraaatzaa
acttacataa

120
180
240
300
360
420
480
540
8§00
660
720
780
B4o
900
939

50

120
180
240
300
360
420
480
540
600
6§60
720
780
B840
200
53¢
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<400> 7
acagagtgga

gatogtatgtyg
catttgggtt

ataagacaga gacctgcect
taataaatat gtttcacaca
actattiett gtggttataa

caagagcaaa gtagatcatg
aacaaggect gtcageotaaa
cttzatgaaa ARcaatgcagt

catagagtgt
gaagtttgaa
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<210> 8

tattttttaa
tagattgcte
cagaagaaaa
tazgacttaa
ctteatggaa
azaaatggta
caggecagge
gatcacgagyg
aaaatgcaaa
aggctgagge
cgeceactgty
taaaaaataa
aagtaatata

<211>939
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

<210>9
<211> 20

acagagtgga
gatgtatgtyg
catttgggtt
tattttttaa
tagattgete
cagaagaaaa
tasgacttaa
ctteatggaa
aaaaatggta
caggcecagge
gatcacgagyg
aaaatgcaaa
aggetgagge
cgoeactgty
tzazazataa
aagtaatata

<212> ADN

<213> Homo sapiens

aataagtetg
agatcaggtt
tagaattgac
tgagacttta
ttecacaaagt
gcattttaaa
geggtggete
tcaggagate
aaaaattage
aggagactgg
ctecageetg
aaaaataaaa
actgtattgt

ataagacaga
taatazatat
actatttett
aataagtetg
aaatcaggtt
tagaattgac
tgagacttta
ttcacaaagt
geattttaaa
gecggtggete
tcaggagate
aaaaattage
aggagactgg
ctocagecty
asazatsaaa
actgtattgt

atttaattgg
ttettttaag
attgaaatct
aaagcatttt
aatttggaaa
caaaatagaa
ccgectgtaa
gagacestoe
cgggegtagt
cgtgaaccea
ggcaacagag
gagcaaacta
aagtagaagc

gacectgecect
gtttecacaca
gtggttataa
atttaattgg
ttettttaag
actgaaatct
aaagcatttt
aatttggaaa
caaaatagaa
ccgectgtaa
gagaccatce
csggegtagt
cgtgaaccea
ggcaacagag
gagcaaacta
aagtagaage

geactattta tttacaaatg
aatcaatcat gtcagtctge
aggasaatta ttctataatt
ttaacctcct aagtatcaag
traggttgaa acatatetcet
agttgcaagg caaatgttta
tcccageact ttgggagget
tggctaacac ggtgasaacce
ggcaggecace tgtagteeca
ggaggcggac cttgtagtga
caagactcca totcaaasaa
tttecaaats ccatagaata

tagecactgg

caagagcaaa
aacaaggcch
cttaatgaaa
gcactattta
aatcaateat
aggaaaatta
ttaaccteet
ttaggttgaa
agttgcaagg
tceccageact
tggctaacac
ggcaggeaac
ggaggeggac
caagactcea
tttceaaata
tagecactygyg

gtagatcatg
gtecagetaaa
acaatgcagt
tttacaaatg
gtcagtctge
ttetataatt
aagtatcaag
acatatcter
caaatgttta
ttgugagget
ggtgaaacee
tgtagtceea
cttgtagtga
tetcaaaaaa
ceatagaata

acaggacata
ttttgctocaa
ttagaaataa
tecatttact
tatagaaaat
tatcttacga
tttaaaagag
gaggcgagty
gtctecracta
getactegag
gccgagateg
taaaaataaa
acttacataa

catagagtgt
gaagtttgaa
acaggacata
ttttgecteaa
ttagaaataa
teocatttact
tatagaaaat
tatcttacga
tttaaaagag
gaggegggty
gtctctacta
gctacteggy
gccgagateg
taaaaataaa
acttacataa

1890
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
929

60

120
18¢
240
aso
360
420
480
540
600
§60
720
780
B40
500
939
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<400> 9

ggcgggggge goacagagec

<210> 10
<211>22

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

gagatggagt ctigctetgt tg

<210> 11
<211> 21

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 11

acagagtgga ataagacaga g

<210> 12
<211>21

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

ccagtgctag cttetactta ¢

<210> 13
<211> 425
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met Gly?m&rgArgLeuLeuLeuValMaAlaCysPhe Ser Leu Cys

1

Gly Pro lLeu Leu Ser Ala Arg Thr Arg Ala Arg Arg Pro Glu Ser Lys

20

5

ES 2312990 T3

25

10

20

15

21

21
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Ala Thr

Asn Asp
50

Gly Leu

65

Gln Lys

Thr Ser

Phe val

Leu Lys

Ala Thr
145

Tyr Tyx

Phe Val

Met Thr

Asn
35

Lys

Thr

Gln

Sexr

val

115

Met

Ala

Phe

val
185

Ala

Glu

Leu

100

Ser

Lys

Asp

Sex

Ala

180

Ile

ES 2312990 T3

Thxr Leu Asp Pro Arg Ser Phe Leu

40

Glu Pro Phe Trp Glu
SS

Tyr Arg Leu Val Ser
70

Pro Ala Phe Ile Ser
1

Leu Thr Leu Phe Val
105

Leu Pro Leu Asn Ile
120

Val Lys Lys Pro Ala
135

Val Leu Phe Val Serxr
150

Gly Ser Asp Trp Gln
16s

Ala Phe Tyr Cys Asn
185

Ser Ile Asp Arg Phe
200

10

Asp

Ile

Glu

90

Pro

Met

val

val

Phe
170

Met

Leu

Glu Glu
60

Asn Lys
75

Asp Ala

Ser Val

Ala Jle

Val Tyx
140

Leu Pro
158

Gly Ser

Tyr Ala

Ala val

Leu Arg
45

Lys Asn

Ser Ser

Ser Gly

Tyr Thr
110

Val val
125

Met Leu

Phe .Lys

Glu Leu

Ser 1le
150

Val Tyr
205

Asn

Glu

Pro

95

Gly

Phe

His-

Ile

Pro

Pro

Ser

Leu
80

Val

Ile

Leu

Sex

160

Arg

Met
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Gln

228

Glu

- Val

Ala

cys

305

Ile

Tyr

Leu

Ile
385

Gly

Asn

Ser

210

Ile

Gln

Leu

Phe

230

Ser

Phe

Ser

Leu

Ile

370

Leu

Gln

Sexr

Leu Sex

Leu

Ile Gla

245

Glu
250

Asn Thr

Ser val

275
val

Ser Ile

Lys lLiys Ser

Ile Ile

325
Phe Leu
340

Ser

Ley val

355

Cys

Tyr Tyr Tyr

Cys Cys Lys

Leu Met Ala
405

Ile Tyr Lys
420

Arg

Ala

230

Val

Leu

.Phe

Ile

Axrg

310

Phe

His

Cys

Ala

Glu

390

Ser

Lys

ES 2312990 T3

Thr

215

Ile

Pro

Leu

Phe

Arg

285

Ala

Gly

Val

Ser

375

Ser

Lys

Leu

Leu

Ala

Gly

Glu

Phe
280

cys

Leu

Pro

Ser

Sexr

360

Sex

Ser

Met

Leu

11

Gly Arg Ala

Gly Val val

2358

Asn lle
250

Leu

Gly
265

Tyr Tyr

Val Pro Leu

Teu Ser Ser

Phe Ser

315

Leu

Asn Val

330

Thr
345

Thr Glu

Ser Ser

Glu Gln

LCys

Ser
395

Asp Pro

Thr
£10

Asp

428

Ser Fhe Thr
220

Pro Leu Val

Thr Thr Cys

Ala Tyr Tyr
270

Ile Ile
285

Ser

Ser Ala
300

val

Ala Ala Vval

Leu Leu Ile

Ala Ala

350
Ser Cys Ile
365

Arg Tyr Val

380

Ser Tyr Asn

Ser Ber Asn

cys

Leu

His

255

Phe

Thr

Ala

Phe

Ala

335

Phe

Asp

Ser

415

Leu

Lys

240

Xsp

Sex

Val

Asn

Cys

320

His

Rla

Pro

Sexr

Ser

400

Asn
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