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DESCRIPCION

cDNA para metilenotetrahidrofolato reductasa humana.
Antecedentes de la invencion
(a) Ambito de la invencién

La invencion se refiere a una sonda de cDNA para metilenotetrahidrofolato reductasa humana (MTHFR) y a sus
usos.

(b) Descripcion del estado de la técnica

Los derivados del dcido félico son coenzimas para varias y decisivas reacciones de transferencia de un solo carbono
entre las que se incluyen reacciones que intervienen en la biosintesis de purinas, timidilato y metionina. La metilenote-
trahidrofolato reductasa (MTHFR; EC 1.5.1.20) cataliza la reduccién por unién a NADPH (NADPH = Nicotinamida-
Adenina Dinucledétido Fosfato) de 5,10-metilenotetrahidrofolato a 5-metiltetrahidrofolato, que es un cosustrato para la
metilacién de homocisteina a metionina. La enzima de higado porcino, una flavoproteina, ha sido purificada hasta la
homogeneidad, y es un homodimero de subunidades de 77 kDa. La protedlisis parcial del péptido porcino ha revelado
dos dominios espacialmente distintos: un dominio N-terminal de 40 kDa y un dominio C-terminal de 37 kDa. Este
ultimo dominio contiene el sitio de fijacién para el regulador alostérico S-adenosilmetionina.

La deficiencia hereditaria de la MTHFR, que es un trastorno recesivo autosémico, es el error ingénito mas comun
del metabolismo del dcido félico. Un bloqueo en la produccién de metiltetrahidrofolato conduce a elevados niveles
de homocisteina con niveles de metionina que van desde los bajos hasta los normales. Los pacientes con severas
deficiencias de la MTHFR (con una actividad de un 0-20% en los fibroblastos) pueden tener fenotipos variables. Se ha
informado en este grupo sobre retraso del desarrollo, retardo mental, anormalidades motoras y de la marcha, neuropatia
periférica, ataques y trastornos psiquidtricos, si bien era asintomdtico al menos un paciente con severa deficiencia de
la MTHFR. Los cambios patolégicos en la forma severa incluyen los cambios vasculares que se han encontrado en
otros estados con homocisteina elevada, asi como reducidos niveles de neurotransmisores y metionina en el sistema
nervioso central. Una mas leve deficiencia de la MTHFR (con una actividad de un 35-50%) ha sido descrita en
pacientes con enfermedad arterial coronaria (véase lo expuesto més adelante). Es probable la heterogeneidad genética,
considerando las diversas caracteristicas clinicas, los niveles variables de actividad enzimdtica y los diferentes perfiles
de termoinactivacion de la reductasa en las células de los pacientes.

La enfermedad arterial coronaria (CAD) es responsable de un 25% de las muertes de los canadienses. Los factores
de riesgo cardiovascular (sexo masculino, historial familiar, tabaquismo, hipertension, dislipoproteinemia y diabetes)
constituyen aproximadamente de un 60 a un 70% de nuestra capacidad para discriminar a los pacientes de CAD de
los sujetos sanos. Se ha demostrado también que la elevada homocisteina en plasma constituye un factor de riesgo
independiente para la enfermedad cardiovascular.

La homocisteina es un aminodcido que contiene sulthidrilo y es formado por la desmetilacién de metionina. La
homocisteina es normalmente metabolizada para ser asi convertida en cisteina (transsulfuracién), o bien es remetilada
para ser asi convertida en metionina. Los errores ingénitos del metabolismo (como en la severa deficiencia de la
MTHFR) que ocasionan extremas elevaciones de la homocisteina en plasma, con homocistinuria, van asociados a
enfermedad vascular prematura y a extensos fenémenos trombdticos arteriales y venosos. Las mds leves elevaciones de
la homocisteina en plasma (como en la leve deficiencia de la MTHFR) han sido asociadas al desarrollo de enfermedad
vascular periférica, enfermedad cerebrovascular y CAD prematura.

La remetilacién de la homocisteina para su conversién en metionina requiere el intermedio de acido félico 5-
metiltetrahidrofolato, que es producido a partir de folato de 5,10-metilenotetrahidrofolato por medio de la accién de
5,10-metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR). La deficiencia de la MTHFR redunda en una incapacidad para
metabolizar la homocisteina para su conversién en metionina; siendo las consecuencias metabélicas de todo ello una
elevada homocisteina en plasma y una reducida metionina. Las severas deficiencias de la MTHFR (menos de un 20%
de la actividad de los controles) que han sido descritas anteriormente van asociadas a sintomas neurolégicos de inicio
temprano (retardo mental, neuropatia periférica, ataques, etc.) y a cambios aterosclerdticos y tromboembolismo. Mas
leves deficiencias de la MTHFR (un 35-50% de la actividad de los controles), con una forma termoldbil de la enzima,
se ven en pacientes con enfermedad cardiovascular sin obvias anormalidades neurolégicas.

En un estudio efectuado con 212 pacientes con enfermedad arterial coronaria demostrada, la forma termolébil de
la MTHEFR fue encontrada en un 17% del grupo con CAD y un 5% de los controles. En un subsiguiente informe sobre
339 sujetos que fueron sometidos a angiografia coronaria, se hallé una correlacién entre la MTHFR termoldabil y el
grado de estenosis arterial coronaria. De nuevo, tradicionales factores de riesgo (edad, sexo, tabaquismo, hipertension,
etc.) no estaban significativamente asociados a la MTHFR termolébil. Todos los estudios sobre la MTHFR fueron
llevados a cabo mediante andlisis enzimaticos de la MTHFR en linfocitos, con mediciones de la actividad antes y
después del tratamiento térmico para determinar la termolabilidad de la enzima.
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Puesto que el 5-metiltetrahidrofolato, que es el producto de la reacciéon de la MTHFR, es la forma primaria de folato
circulatorio, una deficiencia de la MTHFR podria conducir a otros tipos de trastornos. Por ejemplo, la administracién
periconcepcional de folato a mujeres reduce la aparicion y la recurrencia de defectos del tubo neural en su descenden-
cia. Los defectos del tubo neural constituyen un grupo de malformaciones del desarrollo (meningomielocele, anence-
falia, encefalocele) que surgen debido a la incapacidad de cierre del tubo neural. Se han descrito elevados niveles de
homocisteina en plasma en madres de nifios con defectos del tubo neural. La elevada homocisteina en plasma podria
ser debida a una deficiencia de la MTHFR, como se ha descrito anteriormente para la enfermedad cardiovascular.

Los neuroblastomas son tumores derivados de células de la cresta neural. Se ha descrito que muchos estos tumores
presentan deleciones de la regién Ip36 del cromosoma humano, que es la region del genoma en la cual se ha mapeado
la MTHFR. Es posible que las deleciones/mutaciones de la MTHFR sean responsables de la formacién de este tipo de
tumor o contribuyan a la misma. Las anormalidades de la MTHFR pueden también contribuir a la formacién de otros
tipos de tumores tales como los tumores colorrectales, puesto que se ha demostrado que los altos niveles de folato
dietario estdn inversamente asociados al riesgo de contraer adenomas colorrectales.

La actividad de MTHFR es necesaria para la metilacién de la homocisteina para su conversién en metionina. La
metionina es necesaria para la formacién de S-adenosilmetionina, que es dador primario de metilo para la metilacién
del DNA, de las proteinas, de los lipidos, de los neurotransmisores, etc. Las anormalidades en la MTHFR podrian
conducir a unos més bajos niveles de metionina de S-adenosilmetionina, asi como a elevados niveles de homocisteina.
El desbaratamiento de los procesos de metilacion podria redundar en una amplia variedad de estados tales como
neoplasias, anomalias del desarrollo, trastornos neuroldgicos, etc.

La publicacién Biochemical Medicine and Metabolic Biology 43/3, 1990, paginas 234 a 242, pretende aislar y
purificar la proteina MTHFR. Sin embargo, esto ha sido posteriormente desacreditado, y se piensa que de hecho se
trata de una ACADSB (acil-CoA deshidrogenasa) de cadena corta o ramificada.

Nat.Gen. 7/2, junio 1994, pp. 195-200, describe MTHFR, pero no MDHFR que tiene una mutacién en el bp 167
(bp = par de bases), sino tan s6lo en el bp 482 y en el bp 559.

A pesar de que el gen de MTHFR en Escherichia coli (metF) ha sido aislado y secuenciado, los estudios mole-
culares de la enzima en organismos superiores han venido estando limitados en ausencia de la disponibilidad de un
cDNA eucariético. En esta comunicacién informamos sobre el aislamiento de un cDNA humano para MTHFR, que es
su asignacién cromosémica, y sobre la identificacion de mutaciones en pacientes con deficiencia de la MTHFR. Este
informe representa la primera descripcién molecular de mutaciones en la deficiencia de la MTHFR.

Seria muy deseable contar con una sonda de cDNA para metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR). Esta sonda
podria ser usada para la identificacién de anormalidades secuenciales en individuos con severa o leve deficiencia de
la MTHFR, incluyendo los pacientes cardiovasculares y los pacientes con sintomas o tumores neurolégicos. La sonda
seria también usada en terapia genética, aislamiento del gen y estudios de expresion para producir la proteina MTHFR.
La sonda también aportaria la secuencia de aminodcidos de la proteina MTHFR humana, lo cual resultaria til para la
terapia de la deficiencia de la MTHFR mediante enfoques bioquimicos o farmacoldgicos.

Seria muy deseable contar con una descripcién molecular de las mutaciones en la deficiencia de la metilenotetra-
hidrofolato reductasa.

Breve exposicion de la invencion

Un objetivo de la presente invencion es el de aportar una sonda de cDNA para metilenotetrahidrofolato reductasa
(MTHFR) humana.

Otro objetivo de la presente invencion es el de aportar una descripciéon molecular de las mutaciones en la deficiencia
de la metilenotetrahidrofolato reductasa.

Otro objetivo de la presente invencién es el de aportar una secuencia de dcido nucleico y de aminodcidos para
metilenotetrahidrofolato reductasa humana.

Otro objetivo de la presente invencion es el de aportar una potencial terapia para los individuos con deficiencia de
la metilenotetrahidrofolato reductasa.

Otro objetivo de la presente invencion es el de aportar un sistema para la sintesis de la proteina MTHFR in vitro.

Un objetivo adicional de la presente invencién es el de aportar una tecnologia/un protocolo para la identificacion
de cambios secuenciales en el gen de MPHFR.

Asi, en un primer aspecto, la presente invencién aporta una sonda de cDNA para una metilenotetrahidrofolato
reductasa (MTHFR) humana que tiene una secuencia de nucledtidos de la ID SEC N°: 1 o una secuencia de nucleétidos
que codifica una frecuencia de aminodcidos de la ID SEC N°: 2, comprendiendo dicha sonda una secuencia que se
hibrida en condiciones de rigor con dichas secuencias de MTHFR.
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En un segundo aspecto, la invencién también aporta un método de diagnosis de una deficiencia de la MTHFR en
un paciente, comprendiendo dicho método los pasos de:

a) amplificar una muestra de DNA de un paciente o someter a transcripcion inversa a una muestra de DNA de un
paciente para asi convertirla en DNA y amplificar dicho DNA; y

b) analizar el DNA amplificado del paso a) para determinar si el mismo contiene al menos una anormalidad de
secuencia con respecto a la metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana que tiene una secuencia de nucleé-
tidos de la ID SEC N°: 1 o una secuencia que codifique la secuencia de aminodcidos de la ID SEC N°: 2, siendo dichas
anormalidades indicativas de deficiencia genémica de la MTHFR.

La invencién también aporta el uso de un vector recombinante que comprende la ID SEC N°: 1 para la fabricacién
de un medicamento para la expresion de la proteina MTHFR (ID SEC N°: 2) bajo el control de un promotor adecuado.

En un aspecto adicional, la invencién aporta una proteina MTHFR humana que es codificada por la secuencia de
nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y tiene la secuencia de aminoécidos de la ID SEC N°: 2.

La invencién aporta adicionalmente un dcido nucleico de metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana
que tiene una secuencia de nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y codifica la secuencia de aminodcidos de la ID SEC N°: 2.

La invencion también aporta el uso de la proteina de la reivindicacion 6 o del 4cido nucleico de la reivindicacién 7
para la fabricacién de un medicamento para tratar pacientes con deficiencia de la MTHFR.

Breve descripcion de los dibujos

Las Figs. 1A a 1B ilustran la primera secuencia codificante de cDNA para metilenotetrahidrofolato reductasa
(MTHFR);

la Fig. 2 es la alineacién de aminodcidos para metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana, de los genes
metF de E. coli (ECOMETF) y S. typhimurium (STYMETF) y de un marco de lectura abierto no identificado en
Saccharomyces cerevisiae que es transcrito divergentemente desde un gen de reparacién por escision (ysSRAD1);

Las Figs. 3A y 3B ilustran los andlisis con enzimas de secuenciacién y de restriccion para la sustitucién de Arg por
Ter;

las Figs. 4A y 4B ilustran los andlisis con enzimas de secuenciacién y de restriccion para la sustitucion de Arg por
Gln;

las Figs. 5A y 5B ilustran los andlisis con enzimas de cambio secuencial y de restriccién para la sustitucién de
alanina por valina;

la Fig. 6 ilustra la secuencia disponible total del cDNA para MTHFR humana;
las Figs. 7A y 7B ilustran el andlisis de la expresion del cDNA para MTHFR en E. coli, siendo respectivamente
(7A) el andlisis Western blot de tejidos y extractos bacterianos, y (7B) el andlisis de la termolabilidad de extractos

bacterianos;

las Figs. 8A a 8D ilustran la identificacién de una mutacién de sitio de corte y empalme 5° que conduce a una
delecién en marco de 57 bp del cDNA;

las Figs. 9A a 9D ilustran el andlisis diagndstico con endonucleasa de restriccién de 4 mutaciones;
las Figs. 10A a 10D ilustran los andlisis de hibridacién con oligonucleétidos aleloespecificos de 2 mutaciones; y

la Fig. 11 ilustra la regiéon de homologia entre la metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana y la dihi-
drofolato reductasa (DHFR) humana.

Descripcion detallada de la invencién
Secuenciacion de péptidos de MTHFR porcina

MTHER porcina nativa homogénea fue sometida a digestion con tripsina para generar un fragmento N-terminal de
40 kDa y un fragmento C-terminal de 31 kDa; siendo el fragmento de 31 kDa un producto proteolitico del fragmento de
37 kDa. Los fragmentos fueron separados mediante SDS-PAGE (SDS-PAGE = electroforesis en gel de poliacrilamida
en presencia de dodecilsulfato sédico) y electroeluidos, y los fragmentos desnaturalizados fueron sometidos a digestién
con lisil endopeptidasa (LysC). Los péptidos resultantes fueron separados mediante HPLC (HPLC = cromatografia de
liquidos de alta resolucion) de fase inversa y fueron sometidos a andlisis secuencial mediante degradacién de Edman
(los detalles estan contenidos en Goyette P ef al., Nature Genetics, 1994, 7:195-200).
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Aislamiento y secuenciacion de cDNAs

Fueron sintetizados dos oligonucledtidos degenerados sobre la base de la secuencia de un péptido de MTHFR
porcina de 30 aminodcidos (el primer péptido subrayado en la Fig. 2). Estos fueron usados para generar un pro-
ducto de PCR (PCR = reaccién en cadena de la polimerasa) de 90 bp que codifica el péptido predicho, mediante
reacciones de transcripcién inversa-PCR de 500 ng de RNA poliA+ de higado de cerdo. Entonces fue sintetizado
a partir de esta corta secuencia de cDNA un cebador de la PCR porcino-especifico (no degenerado, antisentido).
Usando este cebador y un cebador para brazos de fago, fue sometida a seleccién por PCR una biblioteca de cD-
NA Agtl0 de higado humano (Clontech); suponiendo esta técnica la generacién de cantidades de lisado de fago
(50.000 pfu) (pfu = unidades formadoras de placas) que fueron hervidas por espacio de 5 minutos y fueron luego
usadas directamente en reacciones PCR con estos dos cebadores. Los fragmentos de PCR fueron entonces secuen-
ciados directamente (conjunto de materiales y utensilios Cycle Sequencing"F, GIBCO) (MF = Marca de Fébrica),
y fue identificado un clon positivo por comparacién de la secuencia de aminodcidos deducida con la secuencia del
péptido porcino (salvando las variaciones interespecies). El material positivo fue entonces cultivado de nuevo en
placas de cultivo a mds baja densidad y sometido a seleccion con el producto de PCR positivo radiomarcado me-
diante hibridacién en placas hasta que fue identificada una placa perfectamente aislada. E1 DNA fago fue purificado
y el inserto fue entonces subclonado en pBS+ (Bluescript) y secuenciado en ambas hebras (conjunto de materiales
y utensilios Cycle Sequencing™®, GIBCO y Sequenase™®, Pharmacia). La secuencia de aminoéacidos deducida del
cDNA humano fue alineada con las secuencias de péptidos porcinos, los genes netF de E. coli (ecometf, nlimero de
accesion VO1502) y S. typhimurium (stymetf, nimero de accesion XO7689) y con un marco de lectura abierto previa-
mente no identificado en Saccharomyces cerevisiae que es transcrito divergentemente con respecto al gen de repara-
cién por escision, ysRAD1 (nimero de accesiéon KO2070). Las alineaciones iniciales fueron llevadas a cabo usando
BestFit™* en el paquete informatico GCG, y estas alineaciones fueron ajustadas manualmente para maximizar las
homologias.

En resumen, fueron disefiados cebadores oligonucleotidicos degenerados para amplificar una secuencia que corres-
ponde a un segmento de 30 aminoacidos de un péptido porcino de la regién N-terminal de la enzima (el primer péptido
porcino en la Fig. 2). Fue obtenido un fragmento de cDNA porcino de 90 bp mediante transcripcién inversa/PCR de
RNA de higado de cerdo. La secuenciacion del fragmento de PCR confirmé su identidad por comparacién de la se-
cuencia de aminodcidos deducida con la secuencia de péptidos porcinos. Un cebador oligonucleotidico no degenerado,
basado en la secuencia interna del cDNA porcino, fue usado en conjuncién con cebadores para los brazos del fago
para someter a seleccién a una biblioteca de cDNA Agt10 de higado humano por PCR. El inserto del clon positivo fue
aislado y secuenciado. La secuencia constaba de 1266 bp con un marco de lectura abierto continuo.

Homologia con la MTHFR de otras especies

La secuencia de aminodcidos deducida del cDNA humano fue alineada con los genes metF de E. coli y S. typ-
himurium, asi como con un ORF (ORF = marco de lectura abierto) previamente no identificado en Saccharomyces
cerevisiae que es transcrito divergentemente con respecto al gen de reparaciéon por escision, ysRAD1 (Fig. 2). Las
secuencias que son homdlogas a 5 péptidos porcinos estin subrayadas en la Fig. 2. Tres segmentos (los residuos 61-
94, 219-240 y 337-351) corresponden a la secuencia de péptidos internos del dominio N-terminal de 40 kDa de la
enzima de higado porcino. Los residuos 374-393 corresponden a la parte del lado de cabeza del péptido LysC del
dominio C-terminal de la enzima de higado porcino que es marcada cuando la enzima es irradiada con luz ultravioleta
en presencia de (*H-metil) AdoMet; y como se predice mediante los estudios de marcaciéon AdoMet, este péptido estd
situado en un extremo (N-terminal) del dominio de 37 kDa. Fue también identificada una quinta regién de homologia
(residuos 359-372), pero la localizacién del péptido porcino dentro de la proteina nativa no habfa sido determinada
anteriormente.

La metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) es una enzima que interviene en el metabolismo de los amino4ci-
dos, que es decisivo para mantener unas adecuadas reservas de metionina, asi como para asegurar que la concentracién
de homocisteina no alcance niveles téxicos. El alto grado de conservacién de la secuencia, desde la E. coli hasta el
Homo sapiens, atestigua la importancia de la MTHFR en estas especies. La enzima en E. coli (codificada por el locus
metF) es un péptido de 33 kDa que fija el FAD reducido (FAD = dinucledtido de flavina y adenina) y cataliza la
reduccién de metilenotetrahidrofolato para su conversion en metiltetrahidrofolato. La enzima metF se diferencia de la
enzima de mamifero en que no puede ser reducida por NADPH o NADH, y su actividad no es regulada alostéricamente
por la S-adenosilmetionina. La enzima porcina nativa es susceptible de experimentar corte triptico entre el dominio N-
terminal de 40 kDa y el dominio C-terminal de 37 kDa, y este corte redunda en la pérdida de regulacién alostérica por
la adenosilmetionina, pero no redunda en pérdida de actividad catalitica. Puesto que la homologia entre las enzimas
bacteriana y de mamifero estd dentro del dominio N-terminal, esta regién debe contener el sitio de fijacién de flavina
y los residuos que son necesarios para fijar el sustrato de folato y catalizar su reduccién. La estructura del dominio de
la enzima humana no ha sido dilucidada, si bien se ha informado de que la enzima humana tiene una masa molecular
de 150 kDa y es probable que sea un homodimero de 77 kDa.

Nosotros predecimos que el punto de corte entre los dos dominios estd situado entre los residuos 351 y 374
de la secuencia humana, sobre la base de la localizacion de los péptidos obtenidos de los dominios aislados de la
enzima porcina. Se prevé que esta region, que contiene la altamente cargada secuencia KRREED, tendrd la mas alta
hidrofilicidad y probabilidad superficial de entre todas las regiones de la secuencia humana deducida.
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Ha sido secuenciado el extremo N-terminal de la proteina porcina, y la regién que codifica esta parte de la proteina
falta en el cDNA humano. Estimamos que a este cDNA le faltan solamente unos pocos residuos en el extremo N-
terminal, puesto que la masa molecular predicha de la secuencia deducida en el lado de cabeza con respecto al putativo
sitio de corte (KRREED) es de 40 kDa, y la masa molecular medida del dominio N-terminal porcino es también de 40
kDa. Cuando son alineadas las secuencias bacteriana, de levadura y humana, la secuencia humana deducida contiene
una extension N-terminal de 40 aminodacidos; y sospechamos que esta extension contiene determinantes para la fijacién
de NADPH. Muchas oxidorreductasas dependientes de nucledtidos piridinicos contienen tales determinantes en el
extremo N-terminal de la proteina.

El extremo C-terminal de la secuencia humana contiene un péptido que es marcado cuando la proteina es irradiada
con luz ultravioleta en presencia de AdoMet tritiado. La secuencia de cDNA sobre la que aqui informamos contiene
tan s6lo aproximadamente 7 kDa de la masa predicha de 37 kDa de este dominio, lo que indica que este cDNA esta
asimismo truncado en el extremo terminal 3’. Tampoco han sido detectados los de una serie de péptidos del dominio
porcino C-terminal. Como podria ser de esperar, dado que las enzimas procaridticas no parecen ser reguladas alostéri-
camente por AdoMet, no hay homologias significativas entre la regién C-terminal de este cDNA y las secuencias metF
procariéticas. La alineacién que se muestra en la Fig. 2 pone de manifiesto que las secuencias homdlogas terminan
justo antes del putativo sitio de corte de la enzima humana.

Asignacion cromosomica

Para la localizacién del gen humano fue usada hibridacién in sifu con cromosomas humanos metafasicos. El ana-
lisis de la distribucién de 200 granos de plata relevé una significante agrupacién de granos, y concretamente de 40
granos, en la regiéon p36.3-36.2 del cromosoma 1 (p < 0,0001), siendo la mayoria de granos, y concretamente 25
granos, observados dentro de 1p36.3.

El aislamiento del cDNA humano nos ha permitido situar el gen en el cromosoma 1p36.3. La observacién de una
fuerte sefial en ese cromosoma con poco fondo sugiere en gran medida un tnico locus sin pseudogenes. El andlisis
Southern blot de DNA humano revel6 fragmentos de aproximadamente 10 kb, prediciendo un gen de tamafio medio,
puesto que este cDNA codifica aproximadamente la mitad de la secuencia codificante.

Adicionales secuencias de cDNA y constructos para el andlisis de la expresion

Una biblioteca de cDNA de carcinoma de colon humano (obsequio de la Dra. Nicole Beauchemin, de la McGill
University) fue sometida a seleccién mediante hibridacién en placas con el cDNA de 1,3 kb original para obtener
adicionales secuencias codificantes. Fue aislado un cDNA de 2,2 kb que contenia 1,3 kb de secuencia solapada con el
c¢DNA original y 900 bp adicionales en el extremo 3’ (Fig. 6). La secuencia de aminodcidos es idéntica a la del cDNA
original para el segmento solapado (codones 1-415) exceptuando el codén 177 (ASP), que era un codén GLY en el
cDNA original. El andlisis de 50 cromosomas de control revelé un codén ASP en esta posicién. El cDNA tiene un
marco de lectura abierto de 1980 bp, a 100 bp de la regiéon UTR 3’ y una cola poli A.

Se llevo a cabo secuenciacion en ambas hebras para todo el cDNA. Adicionales secuencias del lado 5° (de 800
bp) fueron obtenidas de una biblioteca de cDNA de rifién humano (Clontech), pero estas secuencias no contenian
adicionales secuencias codificantes y fueron por consiguiente usadas solamente para la mutagénesis por PCR (como
se describe mds adelante) y no para el andlisis de la expresion. Los dos cDNAs (de 2,2 kb y 800 bp) fueron ligados
usando el sitio EcoRI en el bp 199, y fueron insertados en el vector Bluescript™® (Stratagene). El cDNA de 2,2 kb fue
subclonado en el vector de expresién pTrc99A (Pharmacia) usando el sitio Ncol en el bp 11 y el sitio Xbal en la regién
poliligadora de los vectores tanto Bluescript™ como pTrc99A. La secuenciacion fue llevada a cabo de una a otra parte
de los sitios de clonacién para verificar el constructo de tipo salvaje.

Utilidad de la invencion en la identificacion de mutaciones
L. Ildentificacion de dos primeras mutaciones en la deficiencia severa de la MTHFR

RNA total de fibroblastos de la piel de pacientes con deficiencia de la MTHFR fue sometido a transcripcién inversa
y amplificado mediante PCR para sus andlisis por el método del polimorfismo conformacional de cadena sencilla
(SSCP) (Orita, M. et al., Genomics, 1989, 5:8874-8879). Fueron disefiados cebadores para generar fragmentos de
250-300 bp y cubrir las secuencias de cDNA disponibles con pequeiias regiones de solapamiento para cada fragmento
en ambos extremos. La primera mutacién identificada mediante SSCP era una sustitucién de C por T en el bp 559 en
el paciente 1554; convirtiendo esta sustitucidon un codén de arginina en un codén de terminacion (Fig. 3A). Puesto que
la mutacién aboli6 un sitio Fokl, fue usada digestion de restriccion para la confirmacion del cambio y para someter a
seleccidn a adicionales pacientes con respecto a esta mutacidn; habiendo sido identificado de esta manera un segundo
paciente (1627) (Fig. 3B). La configuracién por SSCP para el paciente 1554 y la configuracién por digestién de
restriccion para ambos pacientes era coherente con un estado mutante homocigético o con un combinado genético que
constaba de la mutacién sin sentido con una segunda mutacién que no producia RNA detectable alguno (alelo nulo).
Para la confirmacién son necesarios estudios con los progenitores.

La segunda sustitucion (Fig. 4A) era una transicion de G a A en el bp 482 en el paciente 1834 que convirtié
un residuo de arginina en un residuo de glutamina. La sustitucién creé un sitio Pstl que fue usado para verificar
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la sustitucién y para identificar a un segundo paciente (1863) con este cambio (Fig. 4B). El andlisis del SSCP y
la configuracién por digestion de restriccién eran coherentes con un estado heterocigdtico para ambos pacientes. El
codén de arginina que se ve afectado por este cambio es un residuo conservado evolutivamente, como se muestra
en la Fig. 2. Esta observacion, en conjuncion con el hecho de que el cambio de codén no es conservativo, consti-
tuye un fuerte argumento en el sentido de indicar que la sustitucién es un cambio patolégico en lugar de un poli-
morfismo benigno. Ademads, fueron analizados 35 controles (de origenes étnicos similares a los de los probandos)
para detectar esta sustitucion mediante andlisis Southern blot de DNA digerido con Pstl; y resultaron todos ellos
negativos.

Fue estudiada la familia del paciente 1834. Se comprobd que tanto el hermano sintomdtico como la madre del
probando llevaban esta sustitucidn, mientras que el padre fue negativo con respecto al cambio (Fig. 4B). En la familia
del 1863, se comprob6 que la madre del probando era portadora, mientras que el padre y un hermano no afectado eran
negativos.

Lineas celulares

La linea celular 1554 es de un varén del pueblo Hopi que ingresé a los tres meses de edad con homocistinuria,
ataques, deshidratacion, enturbiamiento corneal, hipotonia y sepsis por Candida. La distribucién de folato en los
fibroblastos cultivados puso de manifiesto una relacién de Pediococcus cerivisiae/Lactobacillus casei (PC/LC) de 0,52
(Control 0,14). No habia actividad de metilenotetrahidrofolato reductasa (MYHFR) mensurable (valores de control =
9,7 y 15,1 nmoles/h/mg de proteina; actividad residual tras tratamiento de los extractos de control a 55°C por espacio
de 20 min. =28% y 31%).

La linea celular 1627 es de un varén de la tribu Choctaw que presentaba malnutricién, apnea, incapacidad para
desarrollarse, deshidratacién y homocistinuria a las cinco semanas de edad. Posteriormente se comprob6 que este in-
dividuo tenia trombosis del seno sagital superior e hidrocefalia. La relacién PC/LC era de 0,61 y la actividad especifica
de MTHEFR era de 0,1 nmoles/h/mg de proteina. Hay consanguinidad por cuanto que se piensa que las abuelas materna
y paterna son “parientes lejanos”.

La linea celular 1779 es de un varén francocanadiense con homocistinuria que primeramente tenia debilidad de
los miembros, incoordinacidn, parestesias y lapsos de memoria a la edad de 15 afios, y quedd confinado a la silla de
ruedas poco después de cumplir los veinte. Su hermano (Iinea celular 1834) también tiene homocistinuria, pero tiene
37 aios de edad y es asintomadtico. La actividad especifica de MTHFR era de 0,7 y 0,9 nmoles/h/mg de proteina para
las lineas celulares 1779 y 1834, respectivamente; y la actividad residual tras tratamiento térmico a 55°C era de un
0,9% y de un 0% para las lineas celulares 1779 y 1834, respectivamente.

La linea celular 1863 es de un var6n blanco que fue diagnosticado a los 21 afios de edad debido a un progresivo
deterioro de la marcha, espasticidad, degeneracién de la materia blanca cerebral y homocistinuria. Este sujeto tenfa
un hermano que murié a los 21 afios de edad de enfermedad neurodegenerativa. La actividad especifica de MTHFR
en extractos de fibroblastos era de 1,76 nmoles/h/mg de proteina, y la actividad enzimadtica residual tras tratamiento a
55°C era de un 3,6%.

Andlisis de mutacion

Fueron disefiados cebadores a partir de la secuencia de cDNA para generar fragmentos de 250-300 bp que estaban
solapados en 50-75 bp en cada extremo. La parejas de cebadores fueron usadas en transcripcion inversa-PCR de
5 ug de RNA fibroblastico total del paciente. Los productos de PCR fueron analizados mediante un protocolo de
SSCP rdpido no isotépico (PhartSystem™F, Pharmacia) que usa tincién directa con plata para la deteccion de hebras
unicas. Todos los productos de PCR de los pacientes que presentaban un desplazamiento sobre geles de SSCP fueron
purificados mediante NuSieve (FMC Bioproducts) y secuenciados directamente (conjunto de materiales y utensilios
Cycle Sequencing™, GIBCO) para identificar el cambio. Si el cambio afectaba a un sitio de restriccién, un producto
de PCR era entonces sometido a digestion con la apropiada endonucleasa de restriccion y analizado sobre geles de
poliacrilamida. Para efectuar la seleccién para detectar la mutaciéon de Arg a Gln en los controles, 5 ug de DNA
digerido con Ps#I fueron pasados por geles de agarosa al 0,8% y analizados mediante andlisis Southern blot usando el
cDNA radiomarcado mediante técnicas estindar.

I1. Siete mutaciones adicionales en el locus de la metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) con correlaciones de
genotipo:fenotipo en la deficiencia severa de la MTHFR

Se informa a continuacidn sobre la caracterizacién de 7 adicionales mutaciones en este locus: 6 mutaciones de
sentido equivocado y un defecto de sitio de corte y empalme en el lado 5’ que activa un sitio de corte y empalme
criptico en la secuencia codificante. También presentamos un andlisis preliminar de la relacion entre genotipo y feno-
tipo para todas las 9 mutaciones hasta aqui identificadas en este locus. Una mutacién sin sentido y 2 mutaciones de
sentido equivocado (de prolina a leucina y de treonina a metionina) en el estado homocigético van asociadas a una
extremadamente baja actividad (0-3%) y al inicio de sintomas dentro del primer afio. Otras mutaciones de sentido
equivocado (de arginina a cisteina y de arginina a glutamina) van asociadas a una mds alta actividad enzimatica y a un
mds tardio inicio de los sintomas.
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Se describen 7 mutaciones adicionales en el locus de MTHFR y se examina la asociacién entre genotipo, actividad
enzimdtica y fenotipo clinico en la severa deficiencia de la MTHFR.

Descripcion de los pacientes

Se han descrito en la literatura publicada los hallazgos clinicos y de laboratorio relativos a los pacientes. La activi-
dad residual de MTHFR fue medida previamente en fibroblastos cultivados en confluencia.

A la paciente 354, que era una muchacha afroamericana, le fue diagnosticado a los 13 afios de edad leve retardo
mental. A su hermana, la paciente 355, le fueron diagnosticados a los 15 afios de edad anorexia, temblor, alucinaciones
y abandono progresivo. En la paciente 354, la actividad residual de MTHFR era de un 19%, y en su hermana, la
paciente 355, dicha actividad residual era de un 14% de los valores de control. La actividad residual tras calentamiento
presentaba una termoestabilidad equivalente a la de la enzima de control.

La paciente 1807, que es una muchacha japonesa cuyos progenitores son primos hermanos, presentaba retraso en
andar y en el habla hasta los 2 afios de edad, ataques a los 6 afios de edad y un trastorno de la marcha con neuropatia
periférica a los 16 afios de edad. La actividad residual de MTHFR era de un 3%, y la enzima era termol4bil.

A la paciente 735, que era una muchacha afroindia, le fueron diagnosticados a los 7 meses de edad microcefalia,
deterioro progresivo del desarrollo mental, apnea y coma. La actividad residual de MTHFR era de un 2% de los niveles
de control. No fueron determinadas las propiedades térmicas.

Al paciente 1084, que era un vardn caucasico, le fue diagnosticado a los 3 meses de edad un fibrosarcoma infantil.
Este sujeto resultd ser hipoténico y devino apneico. El sujeto murié a los 4 meses de edad. No era detectable una
actividad residual de MTHFR. No fueron determinadas las propiedades térmicas.

El paciente 356, que es el primer paciente con deficiencia declarada de la MTHFR, es un varén italoamericano
que se presentd a los 16 afios de edad con debilidad muscular, marcha anormal y movimientos espasmddicos de las
extremidades superiores. La actividad residual de MTHFR era de un 20% de los valores de control; quedando la
actividad rdpida y exponencialmente inactivada a 55°.

Al paciente 458, que era un varén caucdsico, le fueron diagnosticados a los 12 afios de edad ataxia y rendimiento
escolar marginal. La actividad residual de MTHFR era de aproximadamente un 10%, y la actividad era termolébil.

De la paciente 1396, que era una hembra caucdsica, se decia que era torpe y presentaba un trastorno global del
aprendizaje en la infancia. A la edad de 14 afios, la paciente desarroll6 ataxia, pie caido e incapacidad de andar.
La paciente desarrollé trombosis de las venas profundas y émbolos pulmonares bilaterales. La actividad residual de
MTHEFR era de un 14%, y la enzima era termolabil.

Estructura genomica y cebadores intronicos

La nomenclatura de los exones estd basada en la secuencia de cDNA disponible en Goyette et al. (Nature Genetics,
1994, 7:195-200). El exén 1 ha sido designado arbitrariamente como la regién de cDNA que va desde el bp 1 hasta el
primer intrén. La identificacion de los intrones fue llevada a cabo mediante amplificacion de DNA genémico usando
secuencias cebadoras de cDNA. Los productos de PCR que eran de tamafio mayor que los tamafios de cDNA previstos
fueron secuenciados directamente.

Deteccion de las mutaciones

Los exones especificos (véase la Tabla 1 con respecto a las secuencias de los cebadores) fueron amplificados me-
diante PCR a partir de DNA genémico y analizados mediante el protocolo del SSCP. El analisis del SSCP fue llevado
a cabo con el sistema Phastgel™® (Pharmacia), un protocolo de SSCP rdpido no isotépico como el anteriormente des-
crito (Goyette P et al., Nature Genetics, 1994, 7:195-200), o con productos de PCR marcados con **S pasados por
acrilamida al 6%: geles de glicerol al 10% a temperatura ambiente (6 vatios, durante la noche). En algunos casos, el
uso de endonucleasas de restriccién para dividir el producto de PCR antes del analisis del SSCP facilitaba la detec-
cién de desplazamientos de banda. Los fragmentos de PCR con movilidad alterada fueron secuenciados directamente
(conjunto de materiales y utensilios Cycle Sequencing™®, GIBCO). Si el cambio de secuencia afectaba a un sitio para
endonucleasa de restriccion, el producto de PCR era entonces sometido a digestién con la enzima apropiada y anali-
zado mediante PAGE (PAGE = electroforesis en gel de poliacrilamida). De otro modo, se llevaba a cabo hibridacién
con oligonucleétidos aleloespecificos (ASO) sobre una transferencia de puntos del exén amplificado por PCR.



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2271946 T3

TABLA 1
Cebadores de la PCR para amplificacion de DNA y andlisis de mutacion de MTHFR

Exén Tipo de Secuencia del Cebador (5'—3') Situacién Tamaiio del
Cebador Fragmento (bp)
1 Con sentido AGCCTCAACCCCTCCYTGGAGS c 271
. . TGACAGTTTGCTCCCCAGGCAC 1
Antisentido -
4 Con sentido TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA c 198
. AGGACGGTGCGGTGAGAGTGS !
Antisentido
5 Con sentido CACTGTGGTTGGCATGGATGATG 1 392
. . GGLCTGCTCTTGGACCLCTCCTC i
Antisentido
6 Con sentido TGETTICCGGLTCCCTTCTAGCE ' 251
) ) CETOONGOTCOCAAGAACAAAG i
Antisentido
TABLA 2

Resumen de genotipos, actividad enzimdtica, edad al inicio y origen de los pacientes con deficiencia de la MTHFR

Paciente” Cambios de  Cambios de los % de Edad al Origen
los bp® aminoacidos  actividad inicio
1807 C764TICTEAT Pro-sLawPro-siew 3 dentro del 1 Japonés
ano
735 CEIZTREa2T Thr->Met/Tiw-sMet 2 7 meses Afroindio
1084 CEaZTORI2T Thr-sMelThr-shet 0 3 meses Caucisico
1554 CSST/CSSTT Asg-sTertArg->Ter 0 1 mes Nativo americano
(Hopi)
1627 CSSOYICSS0T Arg-» Ter/Asg-+Ter 1 1 mes Nativo americano
{Choctaw)
356 CO8STICST Arg-+CysiAng-»Cys 20 3 afios Italoamericano
458 CINST/GISTA  Amg-sCywAg->Gh 10 11 afios Caucasico
1396 CIBITIGISIA  Arg-+CysiArg-2Gh 14 14 afios Caucésico
1779° GAEAT Arg-+Ginr? 6 15 afios Francocanadiense
1834° GAB2A1? Arg-Gin? 7 Asintomatico Francocanadiense
a los 37 afios
1863 G4EA? Arg-Gn/? 14 21 afios Caucasico
354° 702 ¢ 1G+A? S aplice sien? 19 13 afios Afroamericano
355¢ 782 ¢ 1G2AT S eolice sker? 14 11 afios Afroamericano

* Los pacientes 1554, 1627, 1779, 1834 y 1863 fueron descritos previamente por Goyette et al.
(1994)

® 2 = mutacién no identificada.

° Los pacientes 1779 y 1834 son hermanos.

¢ Los pacientes 354 y 355 son hermanos.
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(1) Mutacion del sitio de corte y empalme 5’

La amplificacién de cDNA, bp 653-939, a partir de RNA fibrobl4stico total transcrito inversamente, revel6 2 bandas
en las hermanas 354 y 355: un fragmento de PCR mads pequefio (de 230 bp) ademads del alelo de 287 bp normal (Fig.
8A). La Fig. 8A es el andlisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de productos de amplificacién de cDNA, bp
653-939, a partir de RNA transcrito inversamente. Los controles tienen el fragmento de 287 bp esperado, mientras que
las pacientes 354 y 355 tienen un fragmento de 230 bp adicional. La secuenciacién del fragmento menor identificé
una delecién en marco de 57 bp que retiraria 19 aminoacidos (Fig. 8B). La Fig. 8B es la secuenciacion directa de los
productos de PCR de la paciente 354. La delecién de 57 bp abarca las bp 736-792 del cDNA. Se ve en el punto de
arranque de la delecién en el lado 5’ un sitio de corte y empalme 5’ casi perfecto (en caja). El andlisis de la secuencia
junto al punto de arranque de la delecion en el lado 5° en el fragmento no suprimido revel6 una casi perfecta secuencia
de consenso del sitio de corte y empalme 5° (AG/gcatgc). Esta observacion sugeria la presencia de una mutacién
de corte y empalme en el sitio de corte y empalme 5’ natural que podria activar este sitio criptico, para generar el
alelo suprimido. La secuencia a continuacién del punto de arranque de la delecidn, en el alelo mutante, correspondia
exactamente a la secuencia del siguiente exén. La amplificacién de DNA genémico, usando los mismos cebadores
de amplificaciéon que fueron usados para RNA transcrito inversamente, generd un producto de PCR de 1,2 kb que
indicaba la presencia de un intrén. La secuenciacién directa de este fragmento de PCR en la paciente 354 identificé
una sustitucién G — A heterocigética en el dinucleétido GT conservado del intrén en el sitio de corte y empalme
5’ (Fig. 8C). La Fig. 8C es la secuenciacion del sitio de corte y empalme 5’ en un control y en la paciente 354.
La paciente porta una sustitucion G — A heterocigética en el sitio de corte y empalme 5’ (en caja). Las secuencias
intrénicas estdn en minudsculas. Esta sustitucion abolié un sitio para la endonucleasa de restricciéon Hphl, lo cual fue
usado para confirmar la mutacién en las 2 hermanas (Fig. 8D). La Fig. 8D es el andlisis efectuado con endonucleasa
de restricciéon Hphl sobre productos de PCR de DNA para el ex6n 4 de las pacientes 354 y 355 y de 3 controles (C).
El producto de PCR de 198 bp tiene 2 sitios Hphl. Los productos de digestion para el alelo de control son de 151, 24
y 23 bp. Los productos de digestion para el alelo mutante son de 175 y 23 bp debido a la pérdida de un sitio Hphl. Los
fragmentos de 24 y 23 bp se han salido del gel.

(2) Pacientes con sustituciones codificantes homocigoticas

El andlisis del SSCP del exén 4 para la paciente 1807 revel6 un fragmento que migraba anormalmente, el cual
fue secuenciado directamente para revelar una sustitucion C — T homocigética (bp 764) que convertia un residuo de
prolina en un residuo de leucina. Este cambio crea un sitio para la endonucleasa de restriccién Mnll que fue usado
para confirmar el estado homocigético de la mutacién (Fig. 9A). La Fig. 9A es el andlisis de restriccién con Mnlil
de productos de PCR del ex6n 4 para la paciente 1807 y 3 controles (C). Fragmentos esperados: alelo de control,
90, 46, 44, 18 bp; alelo mutante, 73, 46, 44, 18, 17 bp. Una banda adicional en el fondo del gel es el cebador.
Cincuenta cromosomas caucdsicos de control independientes y 12 cromosomas japoneses de control fueron verificados
mediante andlisis de restriccion, y fueron todos ellos negativos para esta mutacion. La homocigosidad en este paciente
es probablemente debida a la consanguinidad de los progenitores.

Las pacientes 735 y 1084 tenian la misma mutacién en el exén 4, en un estado homocigético: una sustituciéon
C — T (bp 692) que convertia un residuo de treonina conservado evolutivamente en un residuo de metionina, y abolia
un sitio para la endonucleasa de restriccion Nlalll. Fue usada hibridacién con oligonucleétidos aleloespecificos con el
exo6n 4 amplificado (Figs. 10A y 10B) para confirmar la mutacion en estas 2 pacientes y para someter a seleccién a 60
cromosomas independientes que resultaron ser todos ellos negativos. La Fig. 10A es la hibridacién del oligonucledtido
mutante (692T) con los productos de PCR del ex6n 4 de las pacientes 735, 1084 y 30 controles. Solamente se hibridé
con esta sonda el DNA de las pacientes 735 y 1084. La Fig. 10B es la hibridacién del oligonucleétido normal (692C)
con la transferencia de puntos separada de A. Todos los DNAs de control se hibridaron con esta sonda.

El paciente 356 presenté un desplazamiento en el andlisis del SSCP del exén 5. La secuenciacion directa reveld
una sustituciéon C — T homocigética (bp 985) que convertia un residuo de arginina conservado evolutivamente en
cisteina, y la sustitucién abolié un sitio para la endonucleasa de restriccién Acil. Esto fue usado para confirmar el
estado homocigético de la mutacién en el paciente 356 (Fig. 9B) y su presencia en el estado heterocigdtico en ambos
progenitores. Cincuenta cromosomas de control independientes, analizados de la misma manera, dieron negativo para
esta mutacion. La Fig. 9B es el andlisis de restriccién con Acil de productos de PCR del exén 5 para el paciente 356, su
padre (F), su madre (M) y 3 controles (C). Fragmentos esperados: alelo de control, 129, 105, 90, 68 bp; alelo mutante,
195, 129, 68 bp.

(3) Pacientes que son combinados genéticos

El paciente 458 es un heterocigoto combinado de una mutacién en el exén 5 y una mutacién en el exén 1. La
sustitucion en el exén 5 (C — T en el bp 1015) redundé en la sustitucién de un residuo de cisteina por un residuo de
arginina, y esto aboli6 un sitio para la endonucleasa de restriccion Hhal, lo cual fue usado para confirmar la mutacién
en el paciente 458 (Fig. 9C) y para demostrar que los 50 cromosomas de control eran negativos. La Fig. 9C es el
andlisis de restriccion con Hhal de productos de PCR del exén 5 para el paciente 458 y 4 controles (C). Fragmentos
esperados: alelo de control, 317 y 75 bp; alelo mutante 392 bp. El fragmento de 75 bp no aparece en la Fig. 9C.
La segunda mutacion era una sustitucion G — A heterocigética (bp 167) que convertia un residuo de arginina en
un residuo de glutamina. La hibridacion con oligonucleétidos aleloespecificos con el exén 1 amplificado confirmé
el estado heterocigético de esta mutacion en el paciente 458 e identificé a un segundo paciente (1396) que portaba
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esta mutacién también en estado heterocigético (Figs. 10C y 10D). La Fig. 10C es la hibridacién del oligonucledtido
mutante (167A) con productos de PCR del exén 1 de los pacientes 458, 1396 y 31 controles. La Fig. 10D es la
hibridacién del oligonucle6tido normal (167G) con la transferencia de puntos separada de C. Ninguno de los 62
cromosomas de control llevaba esta mutacion.

La segunda mutacién en la paciente 1396 fue identificada en el ex6n 6: una sustitucion C — T heterocigética
(bp 1081) que convertia un residuo de arginina en un residuo de cisteina y abolia un sitio para la endonucleasa de
restriccion Hhal. El andlisis de restriccion confirmd la sustitucién heterocigética en la paciente 1396 (Fig. 9D) y puso
de manifiesto que los 50 cromosomas de control eran negativos. La Fig. 9D es el andlisis de restriccion con Hhal de
productos de PCR del exdn 6 para la paciente 1396 y 2 controles (C). Fragmentos esperados: alelo de control, 152, 86,
13 bp; alelo mutante 165, 86 bp. El fragmento de 13 bp se ha salido del gel.

(4) Adicionales cambios de secuencia

El andlisis del exén 6 con Hhal, que ha sido mencionado anteriormente, reveld un polimorfismo del DNA. Este
cambio es una sustitucion T — C en el bp 1068 que no altera al aminodcido (serina), pero crea un sitio de reconoci-
miento para Hhal. En un 9% de los cromosomas analizados se encontré T en el bp 1068. El andlisis de la secuencia
identificé 2 discrepancias con la secuencia de cDNA publicada: una sustitucion G — A en el bp 542 que convierte la
glicina en un codén de aspartato, y un cambio C — T en el bp 1032 que no altera al aminoécido (treonina). Puesto
que todos los DNAs analizados (> 50 cromosomas) llevaban la A en el bp 542 y 1a T en el bp 1032, es probable que
la secuencia del cDNA original contuviese algunos artefactos de clonacion.

Correlacion genotipo:fenotipo

La Tabla 2 resume el estado actual de las mutaciones en la severa deficiencia de la MTHFR. En 8 pacientes han sido
identificadas ambas mutaciones, y en 5 pacientes (3 familias) ha sido identificada solamente 1 mutacién. En conjunto,
la correlacién entre el genotipo, la actividad enzimadtica y el fenotipo es del todo coherente. Cinco pacientes con inicio
de sintomas dentro de su primer afio de vida tenfan < 3% de la actividad de los controles. Tres de estos pacientes
tenfan mutaciones de sentido equivocado en el estado homocigdtico: dos pacientes con la sustitucién de treonina por
metionina (C692T) y un paciente con la sustitucién de prolina por leucina (C764T). La mutacién sin sentido (C559T)
en el estado homocigético en los pacientes 1554 y 1627 (anteriormente descritos en Goyette P ef al., Nature Genetics,
1994, 7:195-200) va también asociada a una severa forma neonatal, como era de esperar.

Los otros pacientes en la Tabla 2 tenfan > 6% de la actividad de los controles e inicio de sintomas dentro o después
de la 2* década de vida; siendo la tnica excepcion el paciente 1834, como se ha descrito anteriormente (Goyette P et
al., Nature Genetics, 1994, 7:195-200). Los tres pacientes (356, 458 y 1396) con mutaciones de sentido equivocado
(G167A, C985T, C1015T y C1081T) son similares a los anteriormente descritos (pacientes 1779, 1834 y 1863) que
tenfan una sustitucién de arginina por glutamina y una segunda mutacién no identificada (Goyette P ef al., Nature
Genetics, 1994, 7:195-200). Las hermanas con la mutacién de corte y empalme en el lado 5’ y una segunda mutacién
no identificada también tenfan niveles de actividad situados dentro de la misma gama de valores e inicio de sintomas
en la segunda década, pero la actividad es probablemente debida al segundo alelo no identificado.

Discusion

Los pacientes son de distintos origenes étnicos. A pesar de que los pacientes 1554 y 1627 son ambos nativos
americanos, las mutaciones se dan en distintos haplotipos, sugiriendo una mutacién recurrente en lugar de identidad
por descendencia. Puesto que la sustitucién se da en un dinucleétido CpG, que es un “punto caliente” para la mutacion,
la mutacién recurrente constituye una hipétesis razonable. Es dificil valorar si algunas mutaciones son especificas de
la poblacién puesto que las cifras son demasiado pequefias en la actualidad.

La deficiencia de la MTHEFR es el error ingénito mas comun del metabolismo del folato y constituye una causa
importante de la homocisteineima hereditaria. El reciente aislamiento de un cDNA para MTHFR ha permitido el
analisis mutacional en este locus, con los objetivos de definir dominios importantes para la enzima y de correlacionar
el genotipo con el fenotipo en los pacientes con deficiencia de la MTHFR.

Nuestra definicién de una sustitucion que causa enfermedad, a diferencia de un polimorfismo benigno, estd basada
en 3 factores: (1) la ausencia del cambio en al menos 50 cromosomas de control independientes; (2) la presencia
del aminodcido en la enzima bacteriana, que atestigua su importancia evolutiva; y (3) la cuestién de si el cambio de
aminodcido es conservativo. A pesar de que la expresion de las sustituciones es necesaria para demostrar formalmente
que las mismas no son benignas, los anteriores criterios nos permiten postular que los cambios que se describen en
este informe es probable que afecten a la actividad.

Las 7 mutaciones aqui descritas (6 sustituciones de un solo aminoacido y una mutacién de sitio de corte y empalme
5’) hacen que el total sea de 9 mutaciones identificadas hasta la fecha en la severa deficiencia de la MTHFR y com-
pletan el andlisis de mutaciones para 8 pacientes. La identificacién de cada mutacion en solamente una o dos familias
apunta al sorprendente grado de heterogeneidad genética en este locus. Siete de las 9 mutaciones estdn situadas en
dinucleétidos CpG, que son propensos a experimentar eventos mutacionales.
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Mutacion de sitio de corte y empalme 5’

La sustitucion G — A en el dinucledtido GT del sitio de corte y empalme 5’ en las pacientes 354 y 355 redunda en
una delecién en marco de 57 bp de la secuencia codificante, la cual deberfa suprimir 19 aminodcidos de la proteina.
Esta delecion se da como resultado de la activacién de un sitio de corte y empalme 5° criptico (AG/gc) incluso a pesar
de que este sitio criptico no tiene una perfecta secuencia de consenso de sitio de corte y empalme 5° (AG/gt). Sin
embargo, los GC (en lugar de los GT) como los 2 primeros nucledtidos de un intrén han sido descritos en varios sitios
de corte y empalme que se dan de manera natural, tal como en los genes para la protrombina humana y la adenina
fosforribosiltransferasa y dos veces dentro del gen para la mayor subunidad de RNA polimerasa II de ratén. Los
restantes nucledtidos del sitio criptico se ajustan a una secuencia de consenso de sitio de corte y empalme normal con
sus variaciones previstas (AgGro/Z100ti00259271 Es2ts0). ES poco probable que la enzima sometida a delecién y resultante
de este mRNA empalmado de manera aberrante tenga actividad alguna; estando conservados en la enzima de E. coli
8 de los 19 aminoécidos suprimidos. A pesar de que las 2 pacientes presentan una actividad residual de la enzima que
es del orden de un 20% de la de los controles, la actividad es probablemente debida al segundo alelo no identificado
en estas pacientes.

6 mutaciones de sentido equivocado

La sustitucién Arg — Cys (C1081T) en la paciente 1396 estd dentro de una secuencia hidrofilica de la que ante-
riormente se ha postulado que es la region ligadora entre los dominios catalitico y regulador de MTHFR (Goyette P et
al., Nature Genetics, 1994, 7:195-200). Estos 2 dominios son facilmente separables mediante leve tripsinizacién de la
enzima porcina. El dominio ligador, que es una region altamente cargada, es probable que esté situado en la superfi-
cie exterior de la proteina y sea por consiguiente mas accesible a la protedlisis. Debido al hecho de que la sustitucién
Arg — Cys convierte un residuo hidrofilico cargado en un residuo polar no cargado, la misma no puede ser considerada
como un cambio conservativo, y podria afectar a la estabilidad de la enzima.

Las 2 sustituciones Arg — Cys identificadas en los pacientes 356 y 458 (C985T y C1015T, respectivamente)
puede ser que intervengan en la fijacion del cofactor FAD. Los anteriores trabajos sobre los que se informa en la
literatura demostraron que el calentamiento de extractos de fibroblastos a 55° en ausencia del cofactor FAD inactivaba
completamente la MTHFR. La adicién de FAD a la mezcla de reaccién antes de la termoinactivacion les restituy6
cierta actividad enzimética a los extractos de control y a los extractos de algunos pacientes, mientras que los extractos
de los pacientes 356 y 458 no se vieron afectados. Sobre la base de estas observaciones, se sugirié que estos 2 pacientes
tenfan mutaciones que afectaban a una regidn de la proteina que intervenia en la fijacién del FAD. Las 2 mutaciones
se encuentran muy cerca una de otra, a 11 aminodcidos de distancia. En el paciente 356, el residuo Arg es conservado
evolutivamente en E. coli y se encuentra en un tramo de 9 aminodcidos conservados, lo que sugiere un papel decisivo
para este residuo; y el residuo Arg alterado en el paciente 458 no es conservado evolutivamente. El andlisis de la
estructura cristalina de la acil-CoA deshidrogenasa de cadena mediana (MCAD), que es una flavoproteina, ha definido
residuos decisivos que intervienen en la fijacién de FAD. Dos residuos consecutivos de la proteina MCAD, el Met165
y el Trp166, que intervienen en interacciones con FAD, pueden ser también identificados en la MTHFR, en el lado de
cola respectivamente a 3 y 4 aminodcidos del residuo Arg alterado en el paciente 458.

La sustitucién Thr — Met (C692T) se encuentra en una region de alta conservacion con la enzima E. coli y en una
region de buena homologia con la dihidrofolato reductasa humana (DHFR) (Fig. 11). En la Fig. 11, = es identidad;
e es homologia; y ¢ es identidad con la enzima DHFR bovina. Un asterisco (*) indica la situacién de la sustitucion
Thr — Met. Considerando el fenotipo de temprana iniciacién de los pacientes, puede suponerse que el residuo de
treonina es decisivo para la actividad o que el mismo contribuye a un importante dominio de la proteina. Esta regién
de homologia en la DHFR contiene un residuo, el Thr136, del que se ha descrito que interviene en la fijacién del
folato. Este residuo Thr en la DHFR se alinea con un residuo Ser en la MTHFR que es un aminoécido con similares
propiedades bioquimicas. La sustituciéon Thr — Met estd situada hacia el lado de cola a 8 aminodcidos de este codén
Ser, en el centro de la regién de homologia entre las 2 enzimas. Establecemos por consiguiente la hip6tesis de que la
sustituciéon Thr — Met puede alterar la fijacion del sustrato de folato.

Las sustituciones G167A (Arg — Gln) y C764T (Pro — Leu) afectan ambas a aminodcidos no conservados.
No puede determinarse en la actualidad su importancia en el desarrollo de la deficiencia de la MTHFR. Todas las
mutaciones identificadas hasta la fecha estan situadas en el extremo 5’ de la secuencia codificante, que es la regién
de la que se piensa que codifica el dominio catalitico de la MTHFR. El andlisis de las mutaciones ha sido util para
empezar a abordar los aspectos relativos a la relacién existente entre la estructura y las propiedades funcionales de la
enzima, asi como para empezar a entender los diversos fenotipos en la severa deficiencia de la MTHFR.

III. Identificacion de la mutacion A — 'V

Se usaron el andlisis del SSCP y la secuenciacién directa de fragmentos PCR para identificar una sustitucién de C
a T en el bp 677, cuya sustitucién convierte un residuo de alanina en un residuo de valina (Fig. 5A). Los cebadores
para el andlisis del cambio A — V son los siguientes: 5’-TGAAGGAGAA GGTGTCTGCG GGA-3’ (ex6nico) y 5°-
AGGACGGTGC GGTGAGAGTG-3’ (intrénico); generando estos cebadores un fragmento de 198 bp. La Fig. SA
ilustra la secuencia de dos individuos que son un homocigoto para el residuo de alanina y un homocigoto para el
residuo de valina. Estan ilustradas las hebras antisentido. Esta alteracién crea un sitio Hinfl (Fig. 5B), lo cual fue
usado para someter a seleccién a 114 cromosomas francocanadienses no seleccionados; siendo la frecuencia alélica de
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la sustitucién de 0,38. La sustitucién crea una secuencia de reconocimiento para Hinfl, lo cual da lugar a una digestién
del fragmento de 198 bp que queda asi convertido en un fragmento de 175 bp y un fragmento de 23 bp; habiéndose
salido del gel el fragmento mencionado en tdltimo lugar. La Fig. 5B ilustra los tres posibles genotipos. Las frecuencias
de los 3 genotipos eran las siguientes: -/-, 37%; +/-, 51%; y +/+, 12% (el (+) indica la presencia del sitio de restriccién
para Hinfl y de un residuo de valina).

El residuo de alanina es conservado en la MTHFR porcina, asi como en los correspondientes genes metF y stymetF
de E. coli 'y S. typhimurium, respectivamente. El alto grado de conservacién de este residuo y su situacién en una
region de alta homologia con las enzimas bacterianas aludian a su importancia en la estructura o funcién de la enzima.
Ademds, la frecuencia del genotipo (+/+) era coherente con la frecuencia de la variante de MTHFR termolébil que
estd implicada en la enfermedad vascular.

Material clinico

Para determinar la frecuencia de la mutaciéon A — V, fue analizado mediante PCR y digestién de restriccion el
DNA de 57 individuos de Quebec. Los individuos, que eran todos ellos francocanadienses, no fueron examinados
clinica ni bioquimicamente.

Los 40 individuos que se analizan en la Tabla 3 habfan sido descritos anteriormente en Engbersen et al. (Am. J.
Hum. Genet., 1995, 56:142-150). De los 13 pacientes cardiovasculares, 8 tenfan arterioesclerosis cerebrovascular y 5
tenian arterioesclerosis periférica. Cinco tenfan MTHFR termolabil, mientras que 8 tenian MTHFR termoestable (con
una actividad residual de mas de un 33% tras calentamiento). Los controles y los pacientes eran todos ellos caucdsicos
holandeses de entre 20 y 60 afios de edad. Ninguno de estos individuos usaba vitaminas que pudiesen alterar los
niveles de homocisteina. Los anélisis enzimadticos y las determinaciones de la homocisteina estaban también descritos
por Engbersen et al. (Am. J. Hum. Genet., 1995, 56:142-150).

TABLA 3
Correlacion entre el genotipo de MTHFR y la actividad lde la enzima, la termolabilidad y el nivel de homocisteina en
plasma
-/-n=19 +/- n=9 +/+ n=9
actividad especifica™ (nmoles de CH,0/mg de 22.9+1.7 15.0+0.8 6.9+0.6
proteina/h) (11.833.8)  (102-18.8) (2.6-10.2)
actividad residual tras calentamiento™® (%) 66.8+1.5 56.2+2.8 21.8+2.8
(55-76) (41-67) (10-35)
homocisteina en plasma®*® (uM) (tras ayuno) 12.6+1.1 (7- 13.8+1.0 224429
21) (9.620)  (9.6-42)
homocistenia en plasma®* ((uM) (post-carga de 41.3+5.0¢ 41+2.8 72.6£11.7°
metionina) (20.9-110)  (29.1-54)  (24.4-159)

p < 0,01 segun andlisis de varianza de una via

p < 0,01 segun la prueba t para muestras apareadas para todas las combinaciones

p < 0,05 segtin prueba t para muestras apareadas para el grupo +/+ frente al grupo +/- o al grupo -/-; p >
0,05 para el grupo +/- frente al grupo -/-.

n = 18 para este pardmetro

n = 11 para este pardmetro

La actividad de la enzima y la homocisteina en plasma fueron determinadas como se ha descrito anteriormente.
Cada valor representa la media u el error caracteristico. La gama de valores estd indicada entre paréntesis debajo de la
media.

Correlacion de la mutacion A — 'V con la funcion alterada de la MTHFR
En un total de 40 pellets de linfocitos de pacientes con enfermedad vascular prematura y de controles fue llevado
a cabo un andlisis genotipico y fueron medidas la actividad y la termolabilidad de la enzima. Fueron seleccionados

13 pacientes vasculares de un estudio anterior (Engbersen et al., Am. J. Hum. Genet., 1995, 56:142-150), de entre los
cuales se consideraba que 5 tenian MTHFR termoldbil. De entre los de un gran grupo de referencia de 89 controles
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fueron estudiados los 7 individuos que tenian MTHFR termoldbil, y fueron seleccionados de entre los del mismo
grupo de referencia 20 controles adicionales con MTHFR normal. La Tabla 3 documenta la relacion existente entre los
genotipos y la actividad especifica de la enzima, la termolabilidad y el nivel de homocisteina en plasma. La actividad
media de MTHFR para los individuos homocigéticos para la sustitucién (+/4) era de aproximadamente un 30% de
la actividad media para los individuos (-/-), que son homocigéticos para el residuo de alanina. Los heterocigotos
tenfan una actividad media de MTHFR que era de un 65% de la actividad de los individuos (-/-); siendo este valor
intermedio entre los valores para los individuos (-/-) y (+/+). Las gamas de valores de las actividades presentaban
cierto solapamiento para los genotipos heterocigdticos y (-/-), pero los individuos homocigéticos (+/+) virtualmente
no presentaban solapamiento con los grupos anteriores. Un andlisis de varianza de una via produjo un valor p < 0,0001;
demostrando una prueba t de Bonferroni en parejas que los tres genotipos eran significantemente distintos con p < 0,01
para las tres posibles combinaciones.

Los tres genotipos eran todos ellos significantemente distintos (p < 0,01) con respecto a la termolabilidad de la
enzima. La actividad residual media tras termoinactivacién por espacio de 5 minutos a 46° era de un 67%, un 56%
y un 22% para los genotipos (-/-), (+/-) y (+/+), respectivamente. Mientras que el grado de termolabilidad presenta
cierto solapamiento para los individuos (-/-) y los heterocigotos, los individuos con dos alelos mutantes presentaban
una gama de valores claramente inferior. Cada individuo con el genotipo (+/+) presentaba una actividad residual <
35% tras calentamiento y una actividad especifica < 50% de la del genotipo (-/-).

Las concentraciones de homocisteina total tras ayuno y 6 horas después de la carga de metionina fueron medidas
en plasma mediante cromatografia de liquidos de alta resolucién usando deteccion por fluorescencia. Los niveles
de homocisteina en ayunas en los individuos (+/+) eran casi el doble del valor para los individuos (+/-) y (-/-). Las
diferencias entre genotipos para la homocisteina en plasma se mantenian cuando la homocisteina fue medida a las
6 horas de la carga de metionina. Un andlisis de varianza de una via produjo un valor p < 0,01 para los niveles
de homocisteina en ayunas y post-metionina. Una prueba t de Bonferroni en parejas demostré que solamente los
individuos mutantes homocigéticos tenian niveles de homocisteina significantemente elevados (p < 0,05).

Mutagénesis por PCR para la expresion de la mutacion A — V in vitro

Fue usada para crear la mutacion de A a V mutagénesis por PCR usando como plantilla el vector Bluescript™*
con contenido de cDNA. Fue usada para reducir los errores de la PCR Vent™® polimerasa (NEB). Fueron usados
los cebadores siguientes: cebador 1, bp -200 a -178, sentido; cebador 2, bp 667 a 687, antisentido, que contiene un
emparejamiento incorrecto, A, en el bp 677; cebador 3, 667 a 687, sentido, que contiene un emparejamiento incorrecto,
T, en el bp 677; cebador 4, bp 1092 a 1114, antisentido. La PCR fue llevada a cabo usando los cebadores 1 y 2 para
generar un producto de 887 bp, y usando los cebadores 3 y 4 para generar un producto de 447 bp. Los dos fragmentos
de PCR fueron aislados mediante un gel de agarosa al 1,2% mediante Geneclean™™ (BIO 101). Usando los cebadores
1 y 4y los 2 primeros fragmentos de PCR como plantilla, fue llevada a cabo una reaccién PCR final para generar una
banda de 1,3 kb que contenia la mutacién. El fragmento de 1,3 kb fue sometido a digestién con Ncol y Mscl, y fue
insertado en el vector de expresion con contenido de cDNA de tipo salvaje sustituyendo las secuencias entre el sitio
Ncol en el bp 11 y el sitio Mscl en el bp 943. Fueron secuenciados todo el fragmento de sustitucion y los sitios de
clonacién para verificar que no habian sido introducidos por la PCR cambios adicionales.

Andlisis de la expresion de cDNA de tipo salvaje y mutagenizado

Se hicieron durante la noche a 37°C en 2 x medio YT con 0,05 mg/ml de ampicilina cultivos de vector con
contenido de JM105™F en solitario, vector + cDNA de MTHFR de tipo salvaje, o vector + cDNA mutagenizado.
Cultivos recientes de 10 ml de cada uno fueron inoculados con aproximadamente 50 ul de cultivos llevados a cabo
durante la noche para una densidad 6ptica de 0,05, y fueron cultivados a 37°C hasta una densidad 6ptica de 1 a 420 nm.
Los cultivos fueron entonces inducidos por espacio de 2 horas con IPTG (IPTG = isopropil-3-D-tiogalactopiranosido)
1 mM y pelletizados. Las células fueron puestas nuevamente en suspensién en tampén TE con 2 pg/ml de aprotinina y
2 ug/ml de leupeptina (3,5 x el peso de las células en hiimedo). Las suspensiones celulares fueron sonicadas en hielo
3 veces por espacio de 15 seg. cada vez para asi romper y abrir las membranas celulares, y fueron luego centrifugadas
por espacio de 30 minutos a 4°C para pelletizar los residuos celulares y las células no lisadas. El supernatante fue
retirado y analizado para determinar la concentracién de proteina con el andlisis de proteinas Bio-Rad™*. Fue llevado
a cabo un analisis Western usando el conjunto de materiales y utensilios Amersham ECLMF segtin las instrucciones del
proveedor, usando antisuero generado contra MTHFR de higado porcino purificada. Los andlisis enzimdticos fueron
llevados a cabo mediante procedimientos establecidos, y la termolabilidad fue valorada pretratando los extractos a 46°C
por espacio de 5 minutos antes de determinar la actividad. Las actividades especificas (nmoles de formaldehido/h/mg
de proteina) fueron calculadas para los 2 constructos que contenian cDNA tras sustraccién de los valores obtenidos
con vector solamente (para restar la actividad de fondo de MTHEFR de E. coli).

El cDNA de MTHFR (2,2 kb) (Fig. 6) tiene un marco de lectura abierto de 1980 bp, que predice una proteina
de 74,6 kDa. Se ha demostrado que la enzima de higado porcino purificada tiene subunidades 77 kDa. El anélisis
Western (Fig. 7A) de varios tejidos humanos y de higado porcino ha revelado un polipéptido de 77 kDa en todos los
tejidos estudiados, asi como un polipéptido adicional de aproximadamente 70 kDa en higado fetal humano y en higado
porcino, sugiriendo la presencia de isozimas. Dos ug de proteina de extracto bacteriano fueron usados para los carriles
1-3. Los tejidos (carriles 4-8) fueron preparados por homogeneizacion en sucrosa 0,25M con inhibidores de proteasa
(2 pg/ml de aprotinina y otros tantos de leupeptina), siendo efectuada a continuacién sonicacion (3 x 15 seg.) en hielo.
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Los extractos fueron centrifugados por espacio de 15 min. en una microcentrifuga a 14.000 g, y fueron usados 100 ug
de proteina supernatante para el andlisis Western. h = humano; p = porcino.

El cDNA de tipo salvaje y un cDNA mutagenizado que contenia la sustitucién A — V fueron expresados en E.
coli para producir una proteina de aproximadamente 70 kDa (Fig. 7A) que comigra con el polipéptido mds pequefio
anteriormente mencionado. El tratamiento de los extractos a 46°C por espacio de 5 minutos revel6 que la enzima
que contenia la sustitucién era significativamente mds termoldbil que la enzima de tipo salvaje (p < 0,001; Fig. 7B).
Fueron llevados a cabo dos experimentos independientes (con 3-4 réplicas para cada constructo para cada experimento)
para medir la actividad termoestable de los cDNAs de MTHFR de tipo salvaje y de MTHFR A — V mutagenizada.
Los valores que se indican representan la media u el error caracteristico para cada experimento, como porcentaje de
actividad residual tras el calentamiento. Las medias de las actividades especificas antes del calentamiento (expresadas
como nmoles de formaldehido/h/mg de proteina) eran las siguientes: Exp. 1, 3,8 y 5,3 para MTHFR y MTHFR A
— 'V, respectivamente; Exp. 2, 6,2 y 7,5 para MTHFR y MTHFR A — V, respectivamente. Los experimentos de
expresion no estaban destinados a medir las diferencias de la actividad especifica antes del calentamiento, puesto que
la variacién en los rendimientos de expresion podria contribuir a crear dificultades de interpretacion. Curiosamente,
sin embargo, la actividad especifica para el constructo mutante era mas alta en ambos experimentos. Es posible que la
proteina mutante tenga una estabilidad incrementada en E. coli, o que los cuerpos de inclusién en nuestros extractos
contribuyesen a crear diferencias en la recuperacion de la enzima correctamente ensamblada.

Estos estudios han identificado una sustitucion comtin en el gen de MTHFR que redunda en termolabilidad in vitro
e in vivo. La mutacion, en el estado heterocigdtico u homocigético, estd correlacionada con la reducida actividad de
la enzima y la incrementada termolabilidad de la MTHFR en los extractos de linfocitos. Se observé una significante
elevacién de la homocisteina en plasma en los individuos que eran homocigéticos para la mutacién. No fueron ob-
servadas entre los heterocigotos y los individuos (-/-) diferencias estadisticamente significantes para los niveles de
homocisteina, y esta observacién no es sorprendente, puesto que la homocisteina en plasma puede verse influenciada
por varios factores ambientales entre los que se incluyen la toma de folato, vitamina B,,, vitamina B¢ y metionina, asi
como por la variacién genética en otros loci, tal como en el caso del gen de la cistationina-3-sintasa.

La sustitucién de alanina por valina conserva la hidrofobicidad del residuo y va asociada a pequefios cambios de
la actividad, en contraste con los cambios no conservativos, tales como el anteriormente descrito cambio de arginina
por glutamina en la MTHFR, que va asociado a una mayor disminucién de la actividad de la enzima y a hiperhomo-
cisteinemia severa. El residuo de alanina estd situado en una regién de homologia con los genes metF bacterianos.
Hemos observado también la misma regién de homologia en el gen de la dihidrofolato reductasa (DHFR) humana
(Fig. 11), a pesar de que el propio residuo de alanina no es conservado; y esta regién de aminodcidos 130-149 de
DHEFR contiene T136, que se ha visto implicado en la fijacién del folato en un andlisis de la estructura cristalina de
la DHFR humana recombinante. Es tentador especular con que esta regién en la MTHFR también intervenga en la
fijacion del folato, y con que la enzima pueda ser estabilizada en presencia de folato. Esta hip6tesis es compatible con
la perfectamente documentada influencia del folato en los niveles de homocisteina y con la descrita correccién de la
hiperhomocisteinemia leve mediante 4cido félico en individuos con enfermedad vascular prematura y en individuos
con MTHFR termolabil.

A pesar de que nuestro cDNA no es lo suficientemente largo como para codificar el polipéptido MTHFR de mayor
tamafio, el mismo es capaz de dirigir la sintesis de la isozima de menor tamafio. El codén de inicio ATG para este
polipéptido estd dentro de una buena secuencia de consenso para la iniciacién de la traduccién. Quedan por determinar
las cuestiones de si la isozima estd limitada al higado y de cudl es su papel en este tejido.

Estos datos han identificado un cambio genético comtn en la MTHFR que redunda en termolabilidad; no abordan-
do nuestros experimentos directamente la relacion existente entre este cambio y la enfermedad vascular. Sin embargo,
este polimorfismo representa un anélisis diagndstico para la evaluacion de la termolabilidad de la MTHFR en hiperho-
mocisteinemia. Son necesarios estudios comparativos a gran escala para evaluar la frecuencia de este cambio genético
en varias formas de enfermedad arterial oclusiva y para examinar la interaccién entre este marcador genético y los
factores dietarios. Tienen que ser examinadas poblaciones perfectamente definidas, puesto que el limitado conjunto
de datos sugiere hasta la fecha que pueden existir frecuencias alélicas especificas de la poblacién. Mds importante es
sin embargo el hecho de que la identificacion de un candidato a factor de riesgo genético para la enfermedad vascular,
que puede verse influenciada por la toma de nutrientes, representa un paso decisivo en el disefio de terapias apropiadas
para la forma homocisteinémica de la arterioesclerosis.

c¢DNA para MTHFR y su utilidad potencial

Un cDNA humano para MTHFR (2,2 kb) ha sido aislado como hemos descrito en Goyette et al. (Nature Genetics,
1994, 7:195-200) y en Frosst et al. (Nature Genetics, 1995, 10:111-113). El cDNA ha sido expresado in vitro para
producir una proteina MTHFR de aproximadamente 70 kDa (Fross P et al., Nature Genetics, 1995, 10:111-113).

Usando la secuencia del cDNA fueron identificadas mutaciones en pacientes con severa y leve deficiencia de la

MTHEFR (Goyette P et al., Nature Genetics, 1994, 7:195-200; Goyette P et al., Am. J. Hum. Genet., 1995, 56:1052-
1059; Frosst P et al., Nature Genetics, 1995, 10:111-113).
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La secuencia del cDNA es un necesario punto de partida para la deteccién de cambios de la secuencia de la
MTHEFR que identificasen a los individuos que estdn en situacion de riesgo de contraer enfermedades cardiovasculares
y neuroldgicas, asi como de padecer otros trastornos afectados por el metabolismo del acido félico. Los andlisis
diagnésticos mediante andlisis del DNA son mds eficaces y precisos que las pruebas efectuadas mediante andlisis
enzimdticos/bioquimicos. Se requiere menos sangre, y se dispone de los resultados en un periodo de tiempo mas
corto. Las pruebas podrian ser llevadas a cabo como una operacion rutinaria en cualquier laboratorio que lleve a cabo
diagnésticos genético-moleculares, sin los reactivos especializados y sin la pericia especializada que son necesarios
para un anélisis basado en enzimas.

La segunda utilidad importante del cDNA radicaria en el disefio de protocolos terapéuticos para la correccion de
la deficiencia de la MTHFR. Estos protocolos podrian implicar directamente al gen, como en las pruebas de terapia
genética o en el uso de reactivos que pudiesen modificar la expresion génica. Como alternativa, la terapia podria
requerir el conocimiento de la secuencia de aminodcidos (sacada de la secuencia del cDNA), como en el uso de
reactivos que modificasen la actividad de la enzima. La identificacion de secuencias y/o cambios de secuencia en
regiones especificas del cDNA o de la proteina, tales como los sitios de fijacién del FAD o los sitios de fijacién del
folato, es ttil para disefiar protocolos terapéuticos que atafian a los susodichos nutrientes.

Utilidad de la invencion en los estudios clinicos y diagndsticos

Fueron estudiados pacientes con enfermedad arterial coronaria en Montreal (n = 153) para examinar la frecuencia
de la sustitucion de alanina por valina. El catorce por ciento de los pacientes eran homocigéticos para esta mutacion.
Un anélisis de 70 individuos de control (exentos de enfermedad cardiovascular) demostré que solamente un siete por
ciento de estos individuos eran homocigéticos para la mutacién de alanina a valina.

El andlisis de los niveles de homocisteina en 123 hombres del susodicho grupo de pacientes indic6 que el alelo
mutante incrementaba significantemente los niveles de homocisteina haciendo que pasasen de ser de 10,2 micromoles/l
en los hombres normales homocigéticos a ser de 11,5 y 12,7 en los heterocigotos y en los mutantes homocigoéticos,
respectivamente.

Han sido examinadas para determinar la presencia de la mutacién de alanina a valina familias con un nifio con
espina bifida, que es un defecto del tubo neural. Aproximadamente las de un 16% de las madres que tenfan un hijo
con espina bifida eran homocigéticas para esta mutacion, mientras que tan sélo los de un 5% de los individuos de
control eran homocigéticos. Los padres de los nifios que tenian espina bifida también presentaban una incrementada
prevalencia del genotipo mutante homocigético (10%), al igual como lo hacian los propios nifios afectados (13%).

La Tabla 4 indica el efecto interactivo del dcido félico con el cambio de alanina a valina de los mutantes ho-
mocig6ticos. En un estudio de familias de Framingham, Massachusetts y Utah, los individuos que eran mutantes
homocigéticos pero tenian niveles de folato de mas de 5 ng/ml no presentaban incrementados niveles de homocisteina
en comparacion con los individuos que tenian el genotipo normal o heterocigético. Sin embargo, los individuos que
eran mutantes homocigdticos pero tenian niveles de folato de menos de 5 ng/ml tenian niveles de homocisteina que
eran significantemente mas altos que los de los otros genotipos.

TABLA 4

Niveles medios de homocisteina en ayunas y post-carga de metionina para distintos genotipos de MTHFR

Homocisteina en Normales (-/-) Heterocigotos (+/-) Homocigotos (+/+)  Pingencia
plasma
N S8 61 30
En ayunas* 9.4 9.2 12.1 0.02
Folato < S ng/ml 10.2 10.4 15.2 0.002
Folato > 5 mg/ml 8.2 7.5 7.5 0.52
Post-carga de 30.0 309 313 0.62
metionina

*Significante interaccion entre los niveles de folato y el genotipo (p = 0,03)

El Ejemplo III proporciona datos preliminares para la intervencion terapéutica mediante suplementacién de dcido
félico a los individuos que son homocigéticos para el cambio de alanina a valina. Los datos sugieren que unos mas
altos niveles de folato en plasma conducirian a una normalizacién de los niveles de homocisteina en los individuos
mutantes y podrian impedir que se produjesen trastornos que van asociados a los altos niveles de homocisteina, tales
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como la enfermedad cardiovascular, los defectos del tubo neural y posiblemente otros trastornos. La suplementacién
de 4cido félico para los individuos mutantes podria también restablecer los niveles normales de metionina y S-ade-
nosilmetionina. Esto serfa relevante para los trastornos que se ven influenciados por la metilacion, tales como las
neoplasias, las anomalias del desarrollo, la enfermedad neuroldgica, etc.

Si bien la invencién ha sido descrita en conexion con realizaciones especificas de la misma, se entenderd que la
invencion puede ser objeto de adicionales modificaciones, y que esta solicitud pretende englobar cualesquiera varia-
ciones, usos o adaptaciones de la invencion que sigan en general los principios de la invencion, incluyendo todas
aquellas variaciones que con respecto a la presente descripcion estén enmarcadas dentro de la practica conocida o
habitual dentro de la técnica a la que pertenece la invencién y que puedan ser aplicadas a las caracteristicas esenciales
que han sido expuestas anteriormente y a continuacién dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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REIVINDICACIONES

1. Sonda de cDNA para una metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana que tiene una secuencia de
nucledtidos de la ID SEC N°: 1 o una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminodcidos de la ID
SEC N°: 2, comprendiendo dicha sonda una secuencia que se hibrida en condiciones de rigor con dichas secuencias
de MTHFR.

2. Método de diagnosis de una deficiencia de la MTHFR en un paciente, comprendiendo dicho método los pasos
de:

a) amplificar una muestra de DNA de un paciente o someter a transcripcion inversa a una muestra de RNA de un
paciente para asi convertirla en DNA y amplificar dicho DNA; y

b) analizar el DNA amplificado del paso a) para determinar si el mismo contiene al menos una anormalidad de
secuencia con respecto a la metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana que tiene una secuencia de nucleé-
tidos de la ID SEC N°: 1 o una secuencia que codifique la secuencia de aminodcidos de la ID SEC N°: 2, siendo dichas
anormalidades indicativas de deficiencia genémica de la MTHFR.

3. El método de la reivindicacién 2, en el que dicha deficiencia de la MTHFR va asociada a un trastorno seleccio-
nado de entre los miembros del grupo que consta de trastornos cardiovasculares y neuroldgicos, tumores y trastornos
influenciados por el metabolismo del dcido félico.

4. El método de la reivindicacién 2, en el que dicha anormalidad secuencial comprende una mutacion seleccionada
de entre los miembros del grupo que consta de

Situacion de los bp Sustitucion en el DNA Cambio de a.a.
167 CGA 2 CAA R2>Q
482 CGC =2 CAG R=2>0Q
559 CGA 2 TGA R>X
677 GCC > GTC A>V
692 ACG 2> ATG T>M
764 CCC > CTC P>L
792 + 1 sitio de corte y empalme 5’ GT > AT Al9a.a.
985 CGC 2> TGC R>C
1015 CGC = TGC R>C
1081 CGC > TGC R>C

5. Uso de un vector recombinante que comprende la ID SEC N°: 1 para la fabricacion de un medicamento para la
expresion de la proteina MTHFR (ID SEC N°: 2) bajo el control de un promotor adecuado.

6. Proteina MTHFR humana que es codificada por la secuencia de nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y tiene la
secuencia de aminodcidos de la ID SEC N°: 2.

7. Acido nucleico de metilenotetrahidrofolato reductasa (MTHFR) humana recombinante que tiene una secuencia
de nucleétidos de la ID SEC N°: 1 y codifica la secuencia de aminoécidos de la ID SEC N°: 2.

8. Uso de la proteina de la reivindicacién 6 o del 4dcido nucleico de la reivindicacién 7 para la fabricacién de un
medicamento para tratar pacientes con deficiencia de la MTHFR.

9. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho paciente tiene menos de un afio de edad.
10. El método de la reivindicacion 2, en el que dicho paciente tiene al menos un afio de edad.

11. El método de la reivindicacién 2, en el que dicha deficiencia de la MTHFR va asociada a un incrementado
riesgo de que aparezca un defecto del tubo neural en un descendiente de dicho paciente.
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12. El método de la reivindicacién 3, en el que dichos
que consta de neuroblastomas y carcinomas colorrectales.

13. El método de la reivindicacion 4, en el que dicha anormalidad secuencial consta de la anormalidad secuencial

677C-T.

1946 T3

tumores son seleccionados de entre los miembros del grupo
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AYG

yrs

4
166
AC(
Trp»

TAC
AlG
I}f»

166
ACC
Trps

e

(TC €10 GAC GAC

Gle Gl Lew

Leor
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1450

ATC CIC

GCC CAC TIG 66 GT( (LG TAG GAG

Arg Yal Asa

666 AAG ((

Arqg Gla Gly

190

100 100 6AC

[{e Lew

1580

(e AN(

(CC TTC GGL AGG AGG €16 GGG TAG

6ly Lys Pre

Set Ser Asp

1540 1

Pre 1le

550

GTC TTC (A6 AAG GUT TAC TEA GAG

CAG AAG OFC
Yal Phe Gla

1599
ola 017 (16
{61 GAA GAC
Ata Lew Lew

1640

GIC AAT GT6
{AG TIR CA(
Vil Asn Val

1690

G(T G1C ACT
(6a (AG TGA
Ala YVat The

114
%
Gro Gal (¢
(AC (A 606G
Vit Asp Pro

AL
Lys

(66 AlG
Ala Iyr

16
(AL 610 (T6
611 (AL BAC
Gla Vat Ley

1650
ARG GET GAA
TTC (LA (10
tys Oly Glu

1140

b § 3
160 GGL AlC
ACC (LG TAG
Tep Gly 1le

1159

3
GIC AGC TIC
(AG TG AAG
¥al Ser Phe

AT (T
feg Gle

KAG AAD
LA{GREL
Lys Lys

AAL AT(
716 TAD
Asn [le

110 €

LRAY

e nn

ACC ATC ARC TCA CAG CCC AAL ATC AAC
166 TAG TIG AGT GY( GGG 176 TAD TG
The Ile Aso Ser Gln Pro Asn Ile Ase

1519 1520 153¢

L 4 L 1 X z
616 660 T66 GGC CCC AGC GGG 6&C TAT
(AC €06 ATC C06 6066 TC6 (TC ((B ATA
Yal 6ly Trp Gly Pro Ser Gly Gly Tyr»

1560 1518
[ L ] 4 ] ] ]
TUT THC ACT €0 COU GAG ACA GG GAA
AAA AAG TGA AGG GC& CTC TGT (GC 1T
Phe Phe Ihr Ser Arg Glw Thr Ala Glus

1584

1610 1620 1630
TAC GAB (TC (GG GIT AAY TAC (AC (11
ATG (Y0 GAG GCC CAA TTA ATG GT0 6AA

Tyr Gly Lew Arg Val Asa Tyr His Lews

1660 1614 111
3 3  § 3
ART GCU CCT GAR (76 (AG (C6 AAT
TTA (GG GGA CTT GAC GIC GGL 11A
Asn Ala Pro Glu Lev GIn Pro Asns

AL(C
166
The

1120 173
] L 3 4 .

666 CGA GAG ATC ATC CAG CCU ACL GTA

RAG GGA CCC
Phe Pro Gly

1780

b 3
ARG TTC 166
TAC ARG A{(
Ket Phe lrp

GET CTC TAG TAG GTC 666 166 (AT
Arg Gtu Ite Ite Gin Pro Thr Val»

17174 1780

3 z t 3 3
ARG GAU GAG GCC 1TT 6LC (TG 166
THC €16 (TC (GG AAA (B0 GAC Af(
Lys Asp Glu Ala Phe Al Les ltps

Tz 1E

24
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1158 111} 188 1Y 1834
AT GAG (G6 166 6GA AAG (TG TAY BAG GAG GA6 TCU {C6 TEC (6C ACC Al
TAA (T 6CC ACC TCF YTC GAC ATA CTC C1{ CFQ AGG GBL AGG G(6 TGE TAG
Ble 6ty Arg Trp Gly Lys Lew Tyr 61w Glu Glu Ser Pro Ser Arg The Jles

1840 1850 1868 8¢ 1864
x 3 | ] % L] ] ]
ATC CAG TAC ATC (AT GAL ARD TAC TTC €16 GIC AAC (TG G16 GAC AAT GA(
TAG G1C AT6 1AG GV (16 VIG ATG AAG GAL [AG TG GAC (AL (TG TTA (16
Ite Gla Tyr Tle His Asp Ase lyr Phe Lev Val Asn Leg Yl Asp Asn Asp»

1490 1900 1810 1924 1934

3 3 ] | [ 4 [ [ § ] 1 4
TTC CCA CT6 GAE AAL 16U (1€ 166 €AD GIG G106 GAA GAC ACA TTG GAG (T1
ARG GGT GAL (TG TTG ACG 6AG ACT GTC CAC CAC {17 {16 16T AAC CTC GAA
Phe Pre Lew Asp Asm (ys Lew Erp Gln ¥al Val Glu Asp The Leo Giv Lew

1344 1958 1960 1979 1998 1990

x B 4 ) § K z 4 3 K
(T AAC AGD CCC ACC CAG AAT GC6 AGR GAA A(G GAG GC3 (A TGACCCIGG
6AG 116 TC[ G6G 166 G6TC TTA €6C TCY (31 TGL C1C C6A GOT ACTGGGAEG!
Lew Asa Ary Pro Thr Gin Aswe Ala Arg Gly Thre Gy Ala Pro»

100 11 10 1830 2044 15

TCOTGACGEC [IGCGTFEGA GCCACTLCTE BCCCOCLTTC CTCCICCACA STGLTOCYTC
AGOACTECOG GACGCAACLT (GGIGAGBAL AGGUCOGARG GAGGAGGTGT {ACGACGAAG

1460 nwn un 1490 311 [AR1)
TCTTRGRAAL TCCACTCTICC TTCOIGITIC TOCCALCECE GCCTETACTC CCCCACCIGA
AGAACCCTTG AGGTEAGAGG AAGLALAGAG AGGGTGGGG( (GGAGGIGAG GGGGICGALT

ne 1 e 158 2168 1

L 2 L ] L] 4 z [} 2 3 L 3
CAATGGUAGT TAGACTGGAG TGAGGLTICC ABOUICTICC TGGALLIGAG TCGGCCLCAC
GITACCOTCO ARCTGACCTC ACTCCGAAGS TCUGAGAAGE ACCTOBACTC AGC(GGGGTE

N4 ns 1200 un 11t

] ] L] 3 z 3 L ] L 3
ATGBGAACCT AGTACTUTCT GCTUTRARAA ARAARAARAA ARAGEAATIC
TRCCCTTGOA TCATGAGAGA CGAGATTTTT TRTRUITTTIT TITCCTTAAG

i 1F
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4343w

i ———F
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NILAS HIPHA D34S JisiAw Puyiu D9APRY 1agqu (-8 Ju)su ASdiu AuLUp 0D bijus
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NILAZ HIDdA DS 13037 SAVT3 94N [9VON OX1d3 TAOIL 30dA3 TISTH AT04 SHADO
Ad1ID di]3A PI9VS AJupd 4 1AS 3AP 44 JOLID wuyny PANAY JUTID YDUSH YIdHA BdAOY
Ad1ID d1[3A pIQDS AJupJ 1y 1AS aApHY D10 Jugy PANSN TuTId YDOSH YIdHA 3dADY
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3 | ]  § 1  § ]

AT TTC GGA (L ATG GTG AAL BAA GEC AGA GGA AAC AGC AGL CTC ARC (CC T6€ TTG GAG
Hed Val Asw Giv Rba Arg 6y Asa Ser Ser Lew Asw Pro (ys Lew Gly

1 [ ]  § 4 x

66C AGT GEC AGL AGT GOC AGY GAG AGC TCC AAR GAT AGT (6 AGA TGF T€T ACC (6 60(
bly Ser Ala Ser Ser OUy Ser Gl Ser Ser Lys Asp Ser Ser Arg ()5 Ser The Pro Giy
2 1 4 g 4 4

(16 6AC (1T GAG (GG (AT GAS AGA (T (GG GAG AAG A16 AGH (GG C(GA TTG OAA (T GOT
Lew Asp Pro Bly Arg His Glo Arg Lew Arg Glu Lys Mel Arg Ary hrg tev Gly Ser 61y
z [ 4 t ] %

GAC AAG 106 TFC TCC (16 GAK TEC TTC CCT CCT [GA ACT GLT GAG GGA BET GTL ART (1(
Asp Lys lep Phe Ser Lew Glo Phe Phe Pro Prw Arg The Ala Gl Gly Ala Yal Asa Leo
AFC TCA RGG FIT GAC (GG A1G BCA GCA 663 B6C CCC (TC TAC ATA AL 016 ACC T06 C(A(
[le Ser Arg Phe Asp Arg Meb Ata Ala Gly 61y Pro Lew Tye Ile Asp Yol Thr Trp His
5 b ] [ 4 3 b L)

€A GLA 66T GAT ((3 GO TCA GAC AAG 6AG ACT YCL TCC AMG AT6 ATU GCC AGC AT BLL
Pro Ala Gly Asp Pro Gly Ser Asp tys Glo Thr Ser Ser Nel Kol Ile Ala Ser Thr Alg

3 ] 1 ] 3 ]
676 AAC TAC 161 GBC (TG GAG ACC ATC €16 CAC ATG ACC T6( T6C (6 (RG CBC (16 GAG
Yal Asa Tyr (ps Gly Lew Glw Thr Iie Lew His Reb The Cys (ys Arg Glo Arg Les Gly
| 3 z 1 L L ]
GAB ALT ALG 66C (AT (16 (AL ARA ST AKG [AG (16 6GL (16 ARG AAC ATC ATG 6(6 (16
Glu Tle Thr 61y His Lew His Lys Ala Uys Gl teo Gly Lew Lys Ase Ile et ALy Lew
E 2 L} ] L} ]
(66 G6A GAC (LA ATA GGT GAC TAG 766 GAA GAG GAG GAG 66A GRC 110 AAC TA{ G(A GIG
Aeg Gly Asy Pre Tle Gy Asp 6la Trp Glu 6le Glu Gl Gy Gly Phe Asa Tye Ala Val
2 2 L ] R 1
GAL (16 616 ARG (AT ATC CGA AGT 6AG THT GGY GAL TAC TIT GAC ATC TGT €16 GIA GG
Asp Lew Val Lys Ris Lie Arg Ser Glo Phe Ghy Asp Iyr Phe Asp Ile (ys ¥al Ala 6ly
3 3 H ] 1 1
TAC CCC ANK 66€ CAC €CC GAA GCA GGE RGL TIY GAG 6T 6AC (16 AMG (AC TT6 RAG GAG
Tyr Pra Lys Gly His Pra Glu Aa Bly Ser Phe Glo Ala Asp Lew bys His Lew Lys Glu

AMG GTG TCT GG GGA 6T GAT Y1€ ATC ARC ACG CAG CT¥ TTC TIT GAG GCT GAC ACA TT(
Uys Yab Ser Ala Gly Ala Asp Phe Ele 1le Thr Gln Leo Phe Phe Glu Ala Asp Thr Phe

:=. 5A
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] ] 4 ] ] 2
B30 (60 1TT G0 ARG 6(A TGC ALT GAC ATG GBC ALL ACT TGO (L ATC 61C (C[ 666 ATC 180
Phe Arg Phe Yal Qys Ala {ys TAr Asp Mel Gly Iie Thr (ys Peo Ile Yol Pro Gly 10e 256
3 x 3 T L3 1 3
TTE €00 ATC CAG 6G€ TAC (AL TUC (FT (66 CAG (7T BTG KRG (16 TCC AAG (16 GRG 616 344
Bhe Pro Ite Gla 6y Tpr Mis Ser Lew Arg GIn Len Val Lys Leo Ser Lys Lew Bs Yal 215

(A CAG GAG A1C AAG GAC GG ATT GAG (A ATC AAR GAC AAC BAT GEF GEU AN( (G0 AAC 900
Pro In Glo Tte Lys Asp Yaf The 61u Pro Tle Lys Asp Asn Asp Ata Al [le Arg hsa 196

IAT G6( AJC 6AG (TG &(C 616 AG( (10 T6( (AG @AD (TT (16 GCT AT GG[ 116 616 (4 Y60
Tyr 61y I1e 6Ly Lew Ala Val Ser Lew Cps Gis Gly Lem Lew Ala Ser ®ly Lew Val Pey 304
4 b 4

L S ] 4
§60 CTC CAC TTC TAC ACC CT0 RRC (6L GRG ATG GCT ACE ACA GAG €16 (TG AAG (6C (16 1020
Bly Les His Phe Tyr Thr Lew Asa Arg Glu el Ay Tbr Thr 60 Yal Leo Lys Arg Lew 334

T 2
606 ATG 166 AT 6AG BAC ([C AGG €G] CCC CTA CCT T6G GCT €30 AGY 6L (AU CLE AAG 10RO
6y Net Trp Thr Glu Asp Fro Aeq Arg Pru Lew Pro Tep Al Lew Ser Ma His Pro Lys 354
4 T

] ] 4
66 (GA GAG GAA GAT GTA (6T (C ATC TTC 166 GCC TUC AGA C(A ARG AGT TAC ATC TAC 104
Arg Arg Glo Gtw Asp Yal Arg e J(e Phe Trp Alg Ser Arg Pro Lys Ser Iyr Ite Tye 3

] 3 1 | 4 ] R
(G1 ATC (AG GAG 166 GAC 6A6 TTC (3 ARC 6L (6C 166 GGC AAT 1TC TCT 100 4T €LC 1708
Arg The Gla Gio Trp Asp &lu Phe Pra Aso Giy Ary Tep 61y Asa Ser Ser Ser Pro la 3%

1 3 [ 4 L] ] 1 L]
TTT 666 GAG (16 AAG GAC TAC TAC €10 TEC TAC (30 AAG AGC AAG TCL [({ AAG BAG 6AG 1260
Phe Gly Glo Leu Lys Asp Tyr Tyr Lew Phe Tyr Lew Lys Ser Lys Ser Pro Lys Gle 6ls (H4

4 4 ] ] ]
(16 CT6 AAG ATG 766 GGG ©AG GAS (16 ACC AGT GAM GCR ABF GI{ TIT GAA 6TC TTE GIT 1320
Lew Leo Lys Mot Trp Gl Glo Glo Lew Thr Ser Glw Ala Ser Val Phe fo Vil Phe Val 3¢

4 1 [ 4 3
(P VAC (10 TG 66A 6AA (CA AAE (66 RAT GOT CAT AAK 610 ACT TGE (16 (CC T6G AAL 1384
Lew Tyr Lew Ser 61y 6o Pra Asa Arg Asa Gly His Ups Yal The Cys Leo Peo Trp Asa 454

[ 4 E T ] 2 1
GAT GAG ({0 (16 G(0 6T 6A6 ACC AGL (V6 €16 AAG GAG 6AG (16 (TG (6G GT6 AAC €6f 14%4
Asp Gl Pro tew ALa Al Glo The Ser tew Lew Lys Glw Blu Leo Lew Rrg Yol Asn Arg 42§

el [Efi'_ZE}
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3 3 ® 3 1

1
(A& 660 ATC CHO ACE ATC AAC TEA CAG TCC AAC ATE RAC GGE AAG CCG TEC DCC GAC €CC 1548
Gtn Gly Tle Lea The 10 Ase Ser Glo Pro Asn Jte Asa Gy {ys Pro Ser Ser Asp Pro (9%
ATC 616 66€ T66 66T ((€ AGC G6& GOC TAY QIC TV (RG AAG GOC FAC 1IA GAG VIT TI( 1540
Tle Yat &1y Tey Gy Pro Ser Gly Gy Tye Val Phe Gla Lys Ala Tyr Lew Glo Phe Phe 516

] 3 1] 14 3

ACT 100 (60 GAG ACK GE6 6AA GEA CTT (T6 CAR GT6 (16 AAG AAG TAC GAB £TC {66 GTT 1420
1br Ser Arg Glo Ths Aba Glu Ala Lew Leo Gin Yal Lew Lys Uys Tyr Glo Lew Arg Yol §3%

u K ¥ L} 3  {
AAT TAC CAC CHT 610 AAT 616 ANG GOT GRA RAC ANC ACC RAT BCT (T GA& (16 (AG ({6 1618
Asn Tyr Bis Leu Val Aso Val Lps Gly Glo Asa Jte The Asa 13 Pro Glu Lew §0n Pro §%

AT GCT GUE ACT 166 GGT ATC TRC (LT GB6 (GA GAG ATE AT{ (A6 (€C ACC GIA GIG GAT 1704
Ase Ala Yal The Trp Gly The Phe Pro &1y Arq Gl Ile Tie Glo Pro The ¥al Yal Asp $76

4 4 ¥ 14
(€€ GTC AGC TTC AT6 TI{ 106 AA6 GAL GAG GLC TVY 6LC 176 T6G ATT GAG (GG 166 GGA 1880
Pro Yal Ser Phe Het Phe Trp Lys Asp Glo Al Phe Ala Lew Tep Jle Glo Arg Trp Gly $36

ARG (16 TAT BAG GAG GAG TCC (16 1T (6L ALC ATC ATC €AG TAT ATC CAC GAC AAC TAC 1880
tys Lev Tyr Gle Gla Gla Ser Pro Ser Arg The Tte Fle Gln Tyr Jle Hus Asp Asn 1ye 818

10 (16 61 RAC (76 67G GAC AAT GAT TTT (CA (76 GAC AAC TGC (T 166 (AG GTG 676 1920
Phe Leo Yal Asa Lew Yal Asp Ase Asp Phe Pro Lew Asp Asn (g3 Lew Trp 6lo Yol Val €3¢

) ] b § ] 1 [ ]
GAR GAC ACR T16 GAG (TT (L AAC AGS ({C ALC (A6 ART GEG AGA GAM ACG GAG 6CT CTA 1980
Glw Asp Thr Lea Glu Lew Lea Asn Arg Pro The Bla Asn Ala Arg Gle The Glo Ala Pro 656
|

T6A €CC 16 6C €76 ACG (CC TGC ©TT 66A 6L ACT (Y GIC €L CCT TCC TCC TLC ACA 2040
fad

GT6 16 (3T COC 116 66A ACT CCA CFC BCC TTC 66 BT CTC €A CCC {66 CCF COA L0 2100
2 ] ] 2 L]
CCC CAC (16 ACA AT6 BUA ©CT AGA [16 GAG TGA 660 TTC (AG GCT YT (T 6BA LV GAG 2148

X ]
06 60T (TR CAT 666 ARC CTA GTA €10 TCT GUT CTA ARA RAA ARK RAA AAA ARG GRA 1T 222¢

Fi—F [
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LISTA DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:

@

(i)

(iii)
(iv)

)

(vi)

SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: McGILL UNIVERSITY
(B) CALLE: 845 Sherbrooke Street West
(C) CIUDAD: Montreal
(D) ESTADO: Quebec
(E) PAIS: Canad4
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): H3A 1B1
(G) TELEFONO: 514-398-4200
(H) TELEFAX: 514-398-8479

(A) NOMBRE: ROZEN, Rima

(B) CALLE: 9 Fairfield Cr.

(C) CIUDAD: Montreal West

(D) ESTADO: Quebec

(E) PAIS: Canadd

(F) CODIGO POSTAL (ZIP): H4X 1R5

(A) NOMBRE: GOYETTE, Philippe
(B) CALLE: 4368 Harvard

(C) CIUDAD: Montreal

(D) ESTADO: Quebec

(E) PAIS: Canad4

(F) CODIGO POSTAL (ZIP): H4A 2X1

TITULO DE LA INVENCION: cDNA PARA TILENOTETRAHIDROFOLATO
REDUCTASA HUMANA

NUMERO DE SECUENCIAS: 14

FORMA LEGIBLE EN ORDENADOR:
(A) TIPO DE SOPORTE: Disco flexible
(B) ORDENADOR: Compatible con PC IBM

(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOPORTE LOGICO INFORMATICO: Patentln Lanzamiento N° 1.0, Versién N° 1.30 (EPO)

DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL.:
NUMERO DE SOLICITUD: WO PCT/CA95/00314
DATOS DE LA SOLICITUD ANTERIOR:

(A) NUMERO DE SOLICITUD: GB 9410620.0
(B) FECHA DE PRESENTACION: 26 MAYO 1994C

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 1:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA
(A) LONGITUD: 2220 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: doble
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(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: DNA (genémico)
(ili) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) CARACTERISTICA:
(A) NOMBRE/CLAVE: CDS
(B) SITUACION: 1...1980

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 1:

AAT TCC GGA GCC ATG GTG ARC GAA GCC

Asn
1

CCC TGC TTG
Pro Cys Leu

AGT TCG AGA
Ser Sex Arg

38

CIC CGG G6AG
Leu Arg Glu
S0

TCC
Sex
65

CTG GAA
I,eu Glu

ATC TCA AGG
Ile Ser Arg

GTG ACC TGG
Val Thr Trp

TCC ATG ATG
Sex Met Mat
115

ATC CTG CAL
Ile Leu His
130

CAT
His
45

CTG CRC
Ley His

CG6G GGA GAC
Arg Gly Asp

AAC TAC GCA
Asn Tyr Ala

5

GAG GGC
Glu Gly
20

TGT TCC
Cys Ser

ARG ATG
Lya Met

TTC TTC
Phe Phe

TTT GAC
Phe RAsp
85

CAC CCA
His Pro
100

ATC GCEc
Ile Ala

ATG ACC
Met Thr

ARA GCT
Lys Ala

CCR ATA
Prc Ile
165

6TG GAC
Val Asp
180

S5er Gly Ala Met Val Asn Glu Ala

AGT GCC AGC AGT
Sexr Ala Ser Ser
25

ACC CCG GGC CTG
Thr Pro Gly Leu
40

AGG CGG CGA TTG
Axrg Arg Arg Leu
55

CCT CCT CGA ACT
Pro Pro Arg Thr
70

AGA GGA AAC
Arq Gly Asn
10

AGC
Sec

GEC AGT GAG AGC

Gly Ser Glu

GAC CCT GAG

Sex

CGG

Asp Pro Glu Azg

GAA TCT GGT

45
GAC

Glu Sex Gly RAap

&0
GCT GAG GGA

GCT

Ala Glu Gly Ala

18

CGG ATG GCA GCA GGT GGC cCC

Arg Met Ala Ala

GCA GGT GAC CCT
Ala Gly Asp Pro
105

AGC ACC GCC GTG
Ser Thr Ala Val
120

Gly Gly Pro
90

cre
Leu

GGC TCA GAC AAG

Gly Ser Asp

ARC TAC TGT
Asn Tyr Cys

TGC TGC CGT CAG CGC CTG GAG

Cys Cys Arg Gln
135

Arg leu Giu
146

Lys

GGC
Gly
12%

GAG
Glu

AGC CTC AAC
Ser lLeu Asn
15

TCC AAR GAT
Ser Lys Asp
30

CAT GAG AGA
His Glu Arg

AAG TGG TTC
Lys Ttp Phe

GTC AAT CTC
Val Asn Leu
ao

TAC ATA GRC
Tyr Ile Asp
95

GAG ACC TCC
Glu Thr Ser
110

CTG GAG ACC
Leu Glu Thr

ATC ALG GGC
Ile Thr Gly

ARG CAG CTG GGC CTG AAG ARC ATC ATG GCG CTG

Lys Gln Leu Gly
150

GCGT GRC CPRG TGG
Gly Asp Glun Trp

CTG GTG ARG CAC
Leu Val Lys His
185

Leu Lys Asn
155

GAA GAG GARG
Glu Glu Glu
)70

ATC CGA AGT
Tle Arg Ser

Ile

GAG
Glu

GAS
Glu

Met Ala Leu
160

GGA GGC TIC
Gly Gly Phe
175

TIT 66T GAC
Bhe Gly Asp
130

18

986

144

192

240

288

3386

3e4

432

480

528

576
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TAC TTIT
Tyz Phe

GGG AGC
Gly bSer
210

GGA GCC
Gly Ala
225

TTC CGC

GAT ATC
Asp Ile
195

TTT GAS GCT

T6T
Cys

GTG
val

GAC

ES 2271946 T3

GCA GGT
Ala Gly
200

CIG AAG

Phe Glu Ala Asp Leu Lys

235

GAT TTC ATC RTC ACG CAG

Asp Phe

TIT GTG AAG

Ile

Ile
230

GCA

Phe Arg Phe Val 1ys Ala

GTC CCC
Val Pxo

GTG ARG
Val Lys

245

GGG ATC TTT

Gly 1le
260

Fhe

CTG TCC ARG

Leu Serx
2175

Lys

(>0
Pro

CT6
Leu

GR& CCA ATC AAA GAC AAC
Ile Lys Asp Asn

Glu Pro
290

TG 6CC
Leu Ala
305

616G AGC

Val Ser leu

CTG

TGC
Cys
310

GGC CTC CAL TTC TAC ACC

Gly Leu

His Phe

Tyr
325

Thr

CTG AAG CGC CIG 6GG ATG
Arg Leu Gly Met

Ieu Lys

TGG GCT
Trp Ala

R?TC TTC
Ile Phe
370

TGG GAC
Trp Asp
ags

ITT GGG

340

CTC AG? GCC

Leu Serx
355

Ala

CAC
His

TGG GCC TCC AGA
Trp Ala Ser Axyg

GAG TIC CCT AAC
Glu Phe Pro Asn

3390

GAG CIG AAG GAC
Phe Gly Glu Leu Lys Asp

405

Thr Gln

T6C ACC
Cys Thr

ATC CAG
Ile GIn

GAG GTG
Glu val
280

GAT GCT
Asp Ala
295

CAS GAG
Gln Glu

CTC AAC
leu Asn

TGG ACT
Trp Tht

CCC AAG
Pxo Lys
360

CCA RAG
Pro Lys
375

G6GC cGC
Gly Arg

TAC TAC
Tyr Tyr

CCC AAG GAG GAG CTG CTG AAG ATG
Pro Lys Glu Glu Let Leu Lys Met

420

TRC CCC ARA GGC CAC CCC
Tyr Pro Lys Gly His Pro
205

CAC TTG AAG GAG AAG GTG
His leu Lys Glu Lys Vval
220

GAA
Giu

TCT
Ser

GCA
Ala

GCG
Ala

CIT TTC TIT GAG GCT GAC ACA TTC

Len Phe Phée Glu Ala Asp
235

GAC ATG GGC ATC ACT TGC
Asp Met Gly Ile Thr Cys
250

GGC TAC CAC TCC CTT CGG
Gly Tyr His Ser Ieu Arg
269 270

CCA CAG GAG ATC AAG GAC
Pro Gln Glu Ile Lys Asp
285

Thr

CCcC
Pro
255

CAG
Gln

GTH
Val

GCC ATC CGC AAC TAT GGC ATC

Ala lle Axg Asn Tyr Gly
300

CTT CTG GCC AGT GGC TIG
Leu Leu Ala Ser Gly Leu
315

CGC GAG ATG GCT ACC ACA
Arg Glu Met Ala Thz Thr
330

GAG GAC CCC AGG CGT CCC
Glu Asp Pro Arg Axrg Pro
345 350

CGC CGA GAG GAA GAT GTA
Arg Arg Glu Glu Asp Val
365

AGT TAC ATC TAC CGT ACC
Ser Tyr Ile Tyr Acg Thr
380

TGG GGC AAT TCC TCP 1¢C
Trp Gly Asn Ser Ser Sex
3385

CTC TTC TAC CTG AAG AGC
Lew Phe Tyx Leu iys Ser
410

TGG GGG GAG GAG CTG ACLC
Trp Gly Giu Glu Leu Thr
425 430

Ile

GTG
Val

GAG
Glu
335

CTA
Leu

ceT
Acg

CAG
Gln

ccT
Pro

ARG
Lys
415

AGT
Ser

Phe
240

ATC
Ile

crr
Leu

AT
Ile

GAG
Glu

Pro
320

GTG
Val

ccC
Pro

cee
Pro

Glu

GCC
Ala
400

TCC
Ser

Glu

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

11582

1200

1248

1286
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GCA AGT GIT 2TT
Ala Ser val Phe
435

CGG ART GGT CAC
Azg Asn Gly His
450

GCG OCT GAG ACC
Ala Ala Glu Thr
165

CAG GGT ATC CTC
6ln Gly Ile Leu

TCC TCC GAC CCC
Jer 3er Asp Pro
500

CAG AAG GCC TAC
Gln Lys Ala Tyr
818

CTT CT6¢ CAA GTG
Leu Leu Gln val
530

GTC AAT GTG AAG
Val Asn Val Lys
545

AAT GCT GIC ACT
Asn Ala Val Thr

ACC GTA GTG GAT
Thr Val Val Asp
580

GCC CTG TGG ATT
Ala Lou Trp Ile
595

TCC CGC ACC ATC
Ser Ar¢g Thr 1le
610

CTG GTG GAC AAT
Ley Val Asp Asn
625

GAA GAC ACA TTG
Glu Asp Thr Leu

GRA GTC
Glu val

ARA GTG
Lys val

AGC CTG
Ser Leu
470

ACC ATC
Thr 1lle
485

ATC GTG
Ile Val

TTA GAG
Leu Glu

CTG AAG
Leu Lys

GGT GAR
Gly Glu
550

TGG GGC

Trp Gly
565

€CC GTIC
Pro val

GAG CGG
Glu Arxg

ATC CAG
Ile Gln

GAC TIC
Asp Phe
630

GAG CTT
Glu Leu
645

ES 2271946 T3

TIT GTT CTT TAC
Phe Val Leu Tyr
442

ACT TGC CTG CCC
The Cys Leu Pro
458

CTG ARG GAG GAG
Ley Lys Glu Glu

AAC TCA CAG CCC
Asn Sex 6ln Pro
490

GGC TGG GGC CCC
Gly Trp Gly Pro
505

TTT TTC ACY TCC
Phe Phe Thr Ser
520

AAG TAC GAG CTC
lys Tyr G6iu Leu
535

AAC ATC ACC AAT
Asn Ile Thr Asn

ATC TTC CCT GGG
Ile Phe Pro Gly
370

AGC TTC ATG TIC
Sar Phe Met Phe
58S

TGG GGA ARG CTG
Trp Gly Lys Leu
600

TAC ATC CAC GAC
Tyr Ile His Asp
615

CCA CTG GAC AAC
Pro Leu Asp Asn

CTC ARC AGG CCC
Leu Asn Arg Pro
650

CTC TCG GGA
Leu Ser Gly
445

TGG AAC GAT
Trp Asn Asp
460

CTG CTG CGG
Leu Leu Arg
4715

3AC ATC AAC
Asn Ile Asn

AGC GGG GGC
Ser Gly Gly

CGC GAG ACA
Arg Glu Thr
3525

CGG GTT AAT
Arg Val Asn
540

GCC CCT GAA
Ala Pro Glu
555

CGA GAG ATC
Arg Glu Ile

TGG AAG GAL
Tzp Lys Asp

TAT GAG GAG
Tyr Gius Glu
603

ART TAC TTC
Asn Tyr Phe
620

TGC CTC TGG
Cys Leu Trp
635

ACC CAG AAT
Thr Gln Asn

GARA CCA AAC
Glu Pro Asn

GAG CCC CT&
Glu Pro Ley

GTG AAC CGC
Val Asn Axg
480

GGG AAG CCG
Gly'Lys Pro
495

TAT GTC TTC
Tyr Val Phe
510

GCG GAA GCA
Ala Glu Ala

TAC CAC ¢1T71
Tyr His Leu

CTG CAG CCG
Leu Gln Pro
560

ATC CAG CCC
Jle Gln Pro
578

GAG GCC TTT
Glu Ala phe
590

GAG TCC CC6
Glu Ser Pro

CTG GTC AAC
Leu Val Asn

CAG GTG GTG
Gln val val
640

GCG AGA GAA
Ala Azg Glu
658

1344

1382

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

17116

1824

1872

1820

1968
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ES 2271946 T3

ACG GAG GCT {CA TGACTCTGCE TCCTGACGCC CTGCGTTGGA GCCACTCCTS
Thr Glu Ala Pro

660
TECCGCCTTC CTCCTCCACA GTGLTGCTTIC TCTITGGGRAC TCCACTCTCC TTCGTGTCTC
TCCCACCCCE GCCTCCACTC CCCCACCTGA CAATGGCAGC TAGACTGGAG TGAGGCTTCC
AGGCTCTITCC TGGALCTGAG TCGGCCCCAC ATGGGAACCT AGTACTCICT GCTCTAAAAR

ARARAAARAAR AAAGGAATTIC

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 2:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 660 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TOPOLOGTIA: lineas

(i) TIPO DE MOLECULA: proteina
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 2:

Asn Ser Gly Ala Met val Asn Glu Ala Arg Gly Asn Ser Sex Leu Asn
1 5 10 15

Pro Cys Leu Glu Gly Ser Ala Ser Ser Gly Ser Glu Sex s;; Lys Asp
20 25

Ser Ser Arg Cys Ber Thr Pro Gly Leu Asp Pro Glu A.rg His Glu Arg
35 40 4

Lew Arg Glu Lys Met Arg Arg Arg Leu Glu Ser Gég Asp Lys Trp Phe
50 55

Ser Leu Glu Phe Phe Pro Pro Arg Thr Ala Glu Gly Ala Val Asn YLeu
65 70 75 : 80

Ile Sexr Arg Phe Asp Arg Met Ala Ala Gly Gly Pro Leu Tyr Igg Asp
85 30

val Thr Trp Eis Pro Ala 6ly Asp Pre Gly Sezr RAsp Lys Glu Thr Ser
100 105 110

Ser Met Met Ile Ala Ser Thr Ala Val Asn Tyr Cys Gly Leu Glu Thr
115 120 125

Ile Leu His Met Thr Cys Cys Arg Gln Arg Leu Glu Glu Ile Thr Gly
130 135 140 ‘

#is Leu His Lys Ala Lys Gln Leu Gly Leu Lys Asn Ile Mst Ala lLeu
145 150 155 160

Arg Gly Asp Pro Ile Gly Asp Gln Trp Glu Glu Glu Glu Gly Gly Fhe
163 170 175

Asn Tyr Ala Val Asp leu Val Lys Kis Ile Arg Ser Glu Phe Gly Asp
180 185 180

2020

2080
2140
2200
2220
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Tyx Phe

Gly Ser

210

Gly Ala
225

Phe Arg

Val Pro

Val Lys

Glu Pro

290

Leu Ala
305

Gly leu
Lys

Trp Ala

Phe
370

1le
Trp Asp
385

Phe Gly

Pro Lys

Ser
Arg
450

Ala Ala
465

Gln Gly

Asp
185
Phe
Asp
Phe
Gly
Leu
275
Ile
Val
His

Arg

Leu
355

Trp

Glu

Glu

Val
435
Gly
Glu

Ile

Ile

Gluy

Phe

Val

Ile

260

Ser

Lys

Phe
Leun
340
Ser
Ala
Fhe
Leu
Glu
420
Phe
His

The

Leu

Cys Val

Ala Asp

Ile Ile

230

Lys
245

Ala

Phe Pro

Lys Leu

Asp Asn

Leu Cys

310

Tyr Thr

328
Gly Met
Ala
Sex

Arg

Asn
390

Pro

Lys
405

Asp
Leu Leu
Glu Val
Lys val

Leu
41¢

Sex

Thx Ile

485

ES 2271946 T3

Ala Gly
200

Leu Lys
215

The Gln

Cys Thr

Ile Gln

Glu val
280

Asp Ala
295

Gln Glu
ieu Asn
Trp Thr
Pro Ly=

360

Bro Lys
375

Gly Arg

Tyr Tyt

Lys Met

Phe Val

440

Thr
455

Cys
Leu Lys

Asn Ser

Tyr Pro Lys

His Leu Lys

Phe
235

l.eu Phe

Asp Met
250

Gly

His

Gly Tyr
265

Pro Gla Glu
Ala Ile Arg

Leu lLeu Ala
318

Arg Glu Met

33a
Glu Asp Pro
345

Arg Axg Glu

Ser Tyr Ile

Asn
395

Trp Gly

Phe
41¢

Leu Tyr

Trp Glu

425

Gly

Leu Tyr Leu

Leu Pro

Trp

Glu Leu

475

Glu

Gln Pro Asn

490

Gly His
205

Pro

Glu lys
220

Val

Glu Ala Aap

Ile Thr Cys

Ser Leu Arxg

270

Ile Lys
285

Asp

Asn Tyr
300

Gly

Ser Gly Leu

Ala Thx Thr

Arg Arg Pro
350

Glu Asp Val
365

Tyt Axg Thr
380

Ser Ser Ser
Leu Lys Ser
Glu Leu Thr

430

Ser Gly Glu
445

Asn Asp Glu
460

Glu
Ser
Thr
Pra
255
Gln
val
Ile
val
Gluy
335
Leu
Arg

Gln

Pro

Lys
415
Ser

Pro

Pro

Leu Arg Val Asn

Ile Asn Gly

Lys
4985

Ala
Ala
Phe

240

Ile

Ile
Glu
Pro
320
val
Pra
Pro
Glu
Ala
400
Ser
Glu
Asn
Leu
Axrg

480

Pro
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Ser Ser Asp Pro
500

Glan Lys Ala Tyc
515

Leu Leu Gln Val
530

val Asn Val Lys
548

Asn Ala Val Thr
Thr Val val Asp
580

Ala Leu Tcp 1le
595

Ser Arg Thr Ile
610

leu Val Asp Asn
6258

Glu Asp Thr Leu

Thr Glu Ala Pro
660

Ile

Leu

Gly
Trp
568
Pro
Glu
Ile

Asp

Glu
€45

ES 2271946 T3

val Gly

Gluy Phe

Lys Lys
538

Glu Asn
550

Gly Ile

val Ser

Axg Trp

Gln Tyr
615

Phe Pro
630

Trp Gly Pro
505

Bhe Thr Ser
520

Tyr Glu Leu
Ile Thr Asn
Phe Pro Gly

570

Phe Met Fhe
588

Gly Lys leu
600

Ile His Asp

Leu Asp Asn

Leu Leu Asn Arg Bro

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 3:

650

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 2219 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: doble
(D) TOPOLOGIA: lineal

(i) TIPO MOLECULA: DNA (genomic)

(iii) HIPOTETICA: NO
(iv) ANTISENTIDO: NO
(ix) CARACTERISTICA:

(A) NOMBRE/CODIGO: CDS
(B) SITUACION: 13...1983

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 3:

Ser Gly Gly Tyr
S10

Arg Glu Thr Ala
5235

Arg Val Asn Tyr
540

Ala Pro Glu Leu
555

Arg Glu Ile Ile
Trp Lys Asp Glu
550

Tyr Glu Glu Glu
605

Asn Tyr Phe Leu
620

Cys Leu Trp Gln
635

Thr Glao Asn Ala

AATTCCGGAG CC ATG GTG AAC GAA GCC AGA GGA AAC AGC AGC CTC AAC
Met Val Aan Glu Ala Arg Gly Asn Ser Ser Leu Asn
665

670

val Phe

Glu Ala

Higs Leu

Gln Pro
560

Gin Pro
575

Ala Phe
Sex Pro
Val Asn
Val val

640

Arg Glu
653

48
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CCC TGC TTG GAG GGC AGT GCC AGC AGT GGC AGT GAG
Pro Cys Leu Glu Gly Ser Ala Ser Ser Gly Ser Glu

€75

€80

AGT TCG AGA TGT TCC ACC CCG GGC CTG GAC CCT GAG

Ser Ser Arg
690

CTC CGG GAG
Lew Arg Glu
705

TCC CTG GAA
Ser Leu Glu

ATC TCA AGG
Ile Ser Arg

TG ACC TGG
Val Thr Trp
758

Cys Ser Thr Pro Gly lLeu
695

AAG ATG AGG CGG CGA TTG
Lys Met Arg Arg Arg Leu
110

TTC TIC CCT CCT CGA ACT
Pha $h§ Pro Pro Arg Thr
2

TTT GAC CGG ATG GCA GCA
Phe Asp Arg Met Ala Ala
740 745

CAC CCA GCA GGT GAC CCT
His Pzo Ala Gly Asp Pro
760

Asp Pro Glu
700

GAA TCT GGT
Glu Ser Gly
715

GCT GAG GGA
Ala Glu Gly
730

GGT GGC CCC
Gly Gly Pro

GGC TCA GAC
Gly Ser Asp

TCC ATG ATG ATC GCC AGC ACC GCC GTG ARC TAC TGT

Ser Met Met
770

Ile Ala Ser Thr Ala Val
75

Asn Tye Cys
780

ATC CTG CAC ATG ACC TGC TGC CGT CAG CGC CTG GAG

Ile Leu His
785

CAT CTG CAC
His lLeu His

CGG GGA GAC
ALy Gly Asp

Met Thr Cys Cys Arg Gln
790

ARA GCT AAG CAG CIG GGC
Lys Ala Lys Gin Leu Gly
a0s

CCA ATA GGT GAC CAG TGG
Pro Ile Gly Asp Gln Trp
820 825

ARC TAC GCA GTG GAC CTG GTG AAG CAC

Asn Tyr Ala
835

TAC TTT GRC
Tyr Phe Asp
850

GGG AGC TTT
Gly Ser Phe
265

GGAR GCC GAT
Gly Ala Asp

TIC CGC TTT
Phe Axg Phe

Val Asp Leu Val Lys His
840

ATC TGT GFG GCA GGT TAC
Ile Cys Val Ala Gly Tyr
855

GAG GCT GAC CTG AAG CAC
Glu Ala Asp lLeu Lys His
870

TTC ATC ATC ACG CAG CTT
Phe Ile Xle Thr Glao Leu
885

GTG ARG GCA TGC ACC GAC
val Lys Ala Cys Thr Asp
9500 905

Arg Leu Glu
798

CTG ARG AAC
Leu Lys Asn
810

GRA GAG GAG
Glu Glu Glu

ATC CGA AGT
Ile Arxg Ser

¢CC AAA GGC
Pro Lys Gly
B&60

AGC
Sez
665

CG6

GAC
Asp

GCT
Ala

AAG

Lys
765

GGC
Gly

Glu

ATC
Ile

Glu

GAG
Glu
845

CAC
His

TCC AAR
Ser Lys

CAT GAG
His Glu

Lys Trgp

GTC AAT
Val Asn
735

TAC ATA
Tyr lle
750

GAG ACC
Glu Thr

Leu Glu

ATC ALG
Ile Thr

ATG GCG
Met Ala
915

GGA GGC
Gly Gly
83¢

TTT GGT
Phe Gly

CCC GAA
Pro Glu

TIG ANG GAG AAG GTIG TCT
Leu Lys Glu Lys Val Ser

875

TTC TTT GAG GCT GAC ACA
Phe Phe Glu Ala Asp Thr

8980

89%

ATG GGC ATC ACT TGC CCC

Met Gly Ile Thr Cys

Pro
910

GAT
Asp

AGA
Arg

Phe
720

CTC
Leu

GAC
Asp

Tce
Ser

Thr

Gly
800

CTG
Leu

TTIC
Phe

GAC
Asp

GCA

GCG
Ala
880

ITC
Bhe

ATC
Ile

96

144

192

240

298

336

384

432

480

528

576

624

672

720

768
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GTC CCC GGG ATC TTT CCC ATC CAG GGC TAC CAC TCC CTT CGG CAG CTT
Val Pro Gly Xle Phe Pro Yle Gln Gly Tyr His Ser Leu A=g Gln Leu
13 920 925

GTG AAG CTG TCC ARG CTG GAG GTG CCA CAG GAG ATC ARG GAC GPTG ATT
Val Lys Leu Ser Lys lLeu Glu Val Pro Gln Glu Ile Lys Asp Val Ile
930 9335 940

GAG CCA ATC AAR GAC AAC GAT GCT GCC ATC CGC AAC TAT GGC ATC GAG
Glu Pro lle Lys Asp Asn Asp Ala Ala Ile Arg Asn Tyr Gly Ile Glu
945 950 955 960

CPG GCC GTG AGC CTG TGC CAG GAG CTT CTG GCC AGT GGC TTG GTG CCA
Leu Ala Val Ser Leu Cys Gln Glu Leu Leu Ala Ser Gly Leu Val Pro
965 870 875

GGC CTC CAC TTC TAC ACC CTC AAC CGC GAG ATG GCT ACC ACA GAG GTG
Gly Leu His Phe Tyzx Thr Leu Asn Arg Glu Met Ala Thr Thr Glu Val
980 985 990

CTG AAG CGC CTG GGG ATG TGG ACT GAG GAC CCC AGG CGT CCC CTA CCC
Leu Lys Arg Leu Gly Met Trp Thr Glu Asp Pro Arg Arg Pro Leu Pro
995 1000 1005

TGG GCT CTC AGT GOC CAC CCC AAG CGC CGA GAG GAA GAT GTA CGT cCC
Trp Ala Leu Ser Ala His Pro Lys Arg Arg Glu Glu Asp Val Arg Pro
1010 1015 1020

ATC TTC TGG GCC TCC AGA CCA AAG AGT TAC ATC TAS CGT ACC ChG GAS
Ile Phe Trp Ale Ser Arg Pro Lys Ser Tyr Ile Tyxr Arg Thr Gln Glu
1025 1030 1035 1040

TEG GAC GAG TTC CCT AAL GGL CGC T6GG GGC AAT TCC TCT TCC CCT GCC
Trp Asp Glu Phe Pro Asn Gly Arg Trp Gly Asn Ser Sex Ser Pro Ala
1045 1050 1055

TIT GGG GAG CTG ARG GAC TAC TAC CTC TTC TAC CTG AAG AGC ARG TCC
Phe Gly Glu Leu Lys Asp Tyr Tyr lLeu Phe Tyr Leu Lys Ser Lys Ser
1060 1065 1070

CCC AAG GAG GAG CTG CTG ARG ATG TGG 666G GAG GAG CIG ACC AGT GRAA
Pro Lys Glu Glu Leu Leu Lys Met Trp Gly Glu Glu Leu Thr Ser Glu
1078 1080 1085

GCA AGT GIC TTIT GAA GTC TTT GTT CIT TAC CTC TCG GGA GARA CCA RAC
Ala Ser Vval Phe Glu Val Phe Val lLeu Tyr Leu Ser Gly Glu Pro Asn
1090 1095 1100

CGG ART GGT CAC AAA GIG ACT TGC CTG CCC TGG AAC GAT GAG CCC CIG

-Arg Asn Gly His Lys Val Thr Cys lLen Pro Trp Asn Asp Glu Pro Leu

1105 1110 1115 1120

GCG GCT GAG ACC AGC CTG CTG AAG GAG GAG CTG CIG CGG GTG ARC CGC
Ala Ala Glu Thr Ser Leu Leu Lys Glu Glu Leu Leu Arg Val Asn Arg
1128 1130 1135

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248

12386

1344

1392

1440
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CAG GGC ATC CTC ACC ATC AAC TCA CAG CCC AAC ATC AAC GGG AAG COCG

1468
Gln Gly Ile Leu Thr Ile Asn Ser Gln Pro Rsn Ile Asn Gly Lys Pro
1140 1145 1150 :
TCC TCC GRC CCC ATC GTG GGC TGG GGC COC ALC GGG GGC TAT GIC TTC 1536
Sex Sex Asp Pro lIle Val Gly Trp Gly Pro Ser Gly Gly Tyr Val Phe
1155 1160 1165
CAG AAG GCC TAC TTA GAG TTT TIC ACT TCC CGC GRG ACA GCG GAA GCA 1584
Gln Lys Ala Tyr lLeu Glu Phe Phe Thr Sexr Arg Glu Thr Ala Glu Ala
1170 1175 1100
CTT CTG CAA GTG CTG AAG AAG TAC GAG CTC CGG GIT AAT TAC CAC CTT 1632
Leu Leu Gln Vel Leu Lys Lys Tyr Glu Leu Arg Val Asn Tyr His Len
1185 1180 1195 1200
GTC AAT GTG AAG GGT GAA AAC ATC ACC AAT GCC CCT GAA CTG CAG CCG 1680
Val Asn Val Lys Gly Glu Asn Ile Thr Asn Ala Pro Glu Leu Gln Pro
1205 1210 1215
AAT GCT GIC ACT TGG GGT ATC TTIC CCT GGG CGA GAG ATC ATC CAG CCC 1728
Asn Ala Val Thr Tzp Gly lle Phe Pro Gly Arg Glu lle Ile Gln Pro
1220 1225 1230
ACC GTA GTG GAT CCC GPC AGC TTIC ATG TTC TGG AAG GAC GAG GCC TIT 1776
Thr Val Val Asp Pro Val Ser Phe Met Phe Trp Lys Asp Glu Ala Phe
1235 1240 1248
GCC CTG TGG ATIT GAG CGG TGG GGA AAG CTG TAT GAG GAG GAG TCC CCG 1824
Ala Leu Trp Ile Glu Axg Trp Gly Lys Leu Tyr Glu Glu Glu Ser fPro
1250 1255 1260
TCC CGC ACC ATC ATC CAG TAC ATC CAC GAC ARC TAC TTC CIG GTC AAC 1872
Ser Azg Thr Ile Ile Gla Tyr Ile His Asp Asn Tyc Phe Leu Val Asn
1265 1270 1275 1280
CTG GTG GARC AAT GAC TTIC CCA CT6 GAC AAC TGC CTC TG6 CAG GTG GIG 1920
Leu Val Asp Asn Rop Phe Pro Leu Rsp Asn Cys Leu Trp 6ln Val val
1285 1299 1295
GAA GAC ACA TTG GAG CTT CIC MAAC AGG CCC ACC CAG AAT GCG AGA GRA 1968
Glu Asp Thr Leu Glu Leu Leu Asn Arg Pro Thr Gln Asp Ala RAxg Glu
1300 1305 1310
ACG GAG GCT CCA TGA CCCTGLGTCC TGACGCCCTG CGTTGGAGCC ACTCCTIGTCC 2023

The Glu Ala Pro
1315

CGCCTTCCTC CTCCACAGTG CIGCTICYCT TGGGAACTCC ACTCTCCITC GTGICTCICC 2083
CRCCCCGGCC TCCACTCCCC CACCTGACAA TGGCAGCTAG ACTGGAGTGR GGUTTCCAGG 2143
CTCTTCCTGG ACCTGAGTCG GCCCCACATG GGAACCTAGT ACTCTCTGCT CTAAAAARAA 2203
ARRAAAAAAA GGAATT 2219

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 4:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 656 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacido
(D) TIPO DE MOLECULA: proteina

10
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(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 4:

Met Val Asn Glu Ala

1

Gly Ser RAla Ser
20

Ser Thr Pro Gly
3s

Met Arg Arg Arg
50
Phe Pro Pro Arg
65
Asp Azg Met Ala
Pro Rla Gly Asp
100

Ala Ser Thr Ala
115

Thr Cys Cys Arg
130

Ala Lys Gla Leu
145

Ile Gly RAsp Gln
Asp Leu Val Lys
180

Cys val Ala Gly
195

Ala Asp Leu Lys
210

Ile Ile Thr Gln
22%

5

Ser

Leu

Leu

Thr

Ala

85

Pro

val

Gln

Gly

168

His

Tyx

His

Leu

Lys Ala Cys Thr Asp

245

Arg Gly Asn Ser

Gly Ser
Asp Pro
Glu Ser

5$

Ala Glu
70

Gly Gly

Gly Ser

Asn Tyr

135S

Leu Lys
150

Glu Glu
Ile Arg
Pro Lys
Leu Lys

215

Phe Fhe
230

Glu

Glu
40

10

Ser Sex
25

Arg His

Gly Asp Lys

Gly Ala Vval

fro
Rsp
Cys
120

Glu

Asn

Glu

Ser

Leu Tyr
50

Lys Glu
pi ]

Lys Asp Sex

Sexr Leu Asn Pro Cys Leu

15

Ser Axg
30

Glu Axg Leu Arg Glu

45

Trp Phe Ser

60

Ash Leu Ile

7%

Ile Asp Val

Thr Ser Ser

Gly Leu Glu Thr Ile

125

Glu Ile Thr Gly His

140

Tle Met Ala Leu Arg

155

Glu Gly Gly Pho Asn

170

185

Glu Phe Gly Asp Tyr

Gly Bi{s Pro Glu Ala Gly

200

205

Leu Glu

Sexr Arg

Thr Trp
95

Met Mot

110
Leu His

Leu His

Gly Asp

Tyr Ala
175

Phe Asp
190

Ser Phe

Glu Lys Val Ser Ala Gly Ala Asp

224

Glu Ala Asp Thr Phe Phe Arg Phe

235

Met Gly Jle Thr Cys Pro Ile Val Pre Gly

250

11

255

Glu

Cys

Lys

Ehe

Ile
Met.
Lys
Pro
160
Val
Ile
Glu
The
Val

240
Ile
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Ile Gin
260

Phe Pro

Glu Vval
2758

Lys Leu

Asp Asn Asp Ala Ala Ilg Arg Asn

290
Leu Cys Gln Glu
305

Tyr Thr Leu Asn

Gly Met Trp Thr

340

Ala Bis
355

Ser Arg
370

Pro lys
Pro Asn Gly Arg
385

Lys Asp Tyr Tyr
Leu Letu
420

Glu val Phe Val

435

Lys Val
450

Thre Cys

Ser Leéu
455

Ley Lys
Thr Ile Asn Ser

Ile val Gly Trp

S00

Lew Gly
519

Leu Lys Lys Tyz

330

Gly Glu Asn Ile
545

Trp Gly Ile Phe

Pro Lys Axrg Arg

ES 2271946 T3

Gly Tyr His

Pra Gln Gly

293

Lsu Leu Ala
310

Arg Glu Met
325

Glu Asp Pro
Glu

e
375

Ser Tyr
Trp Gly Asn
3590

Leu Phe Ty
405

Lys Met Trp Gly Giu

Leu Tyr Leu

Leu Pro Trp
455

Glu Glu
470

Leu
Gln Pro Asn
485

Gly Pro Ser

&lu Leu Arg
535

Thr Asa Ala
550

Pro Gly Arg
565

Leu
265

Ser Azg

Ile
280

Lys aAsp

Tyr Gly

Sex Gly Leu

Ala Thr Thx

330
Pro

Arg Arg

345

Gln

val

1le

Val

315

Glu

Lau

Glu Asp Val Rxg

360

Tyr Arg Thx
Ser Ser Ser

Ser
410

Leu lys
®lu Leu Thr
425

Ser Gly Glu
440

Asn Asp Glu

Leu Arg Val

Ile Asn Gly
£90

Gly Gly Tyr
$05

Phe Phe Thr Ser Arg Glu Thr Rla

520
Val Asn Tyr

Pro Glu Leu

Glu Ile Ile
570

12

Gln
Pro
398
Lys
Ser
Pro
Pro
Asn
475
Lys
Val
Glu
His
Gln

858

Gin

Leu Val Lys
270

Ile Glu Pro
285

Glu Leu Ala

200

Pro Gly leu

val Leu Lys

Pro Tzp Ala
350

Ile Phe
365

Pro
Glu Trp Asp
380

Ala Phe Gly

Sez Pro Lys

Glu Ala Ser
430

Asn Arg Asn
445

Leu Ala Ala
460

Arg Gln Gly

Pro Scr Ser
Phe Gln Lys
510

Ala Leu Leu
525

Leu Val Asn
540

Pro Asn Ala

Pro Thr Val

Leu

Ile

val

His

Arg

335

Ley

Se
Ly
Se
Phe¢
32¢

Lec

Sex

Trp Ala

Gin
Glu
Glu
415
va)
Gly
Glua
Ile
435
Ala
Gln
val

vVal

Val
515

Pha
Leu
400
Glu
Pha
His
Thr
Leu

480

Pre
TyT
Val
Lys
Thr

560

Asp
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Pro Vel Ser Phe Met Pho Trp Lys Asp Glu Ala Phe Ala Leu Txp Ile
580 585 590

Giy Rrg Trp GLy Lys Teu Tyr Glu Glu Glu Sar Pre Ser Axg Thr 1le
595 600 605

¥le Gln Tyr Tle His Agp Asn Tyr Phe Leu Val Rsn Leu Vad Asp Asn
610 618 620

Asp Phe Pro Leu Asp Asn Cys Leu Trp Gln val val Glu Asp Thr Leu
625 630 3% 540

Gly Led Leu Asn Arg Pro Tar Gla Asn Ala Arg Glu Thr Glu Ale Pro
643 650 655

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 5:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iii) HIPOTETICA: SI

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 5:

AGCCTCAACC CCTGCTTGGA GG

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 6:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iii) HIPOTETICA: Si

(iv) ANTISENTIDO: SI

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 6:

TGACAGTTTG CTCCCCAGGC AC

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 7:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ORIENTACION: tinica
(D) TIPOLOGIA: lineal

13
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(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iii) HIPOTETICA: SI

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 7:

TGAAGGAGAA GGTGTCTGCG GGA

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 8:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iii) HIPOTETICA: Si

(iv) ANTISENTIDO: SI

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: §:

AGGACGGTCG GGTGAGAGTG G

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N 9:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iti) HIPOTETICA: SI

(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 9:

CACTGTGGTT GGCATGGATG ATG

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 10:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA

(iii) HIPOTETICA: SI

(iv) ANTISENTIDO: SI

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 10:

14

23

21

23



10

20

25

30

40

45

50

60

65

ES 2271946 T3

GGCTGCTCTT GGACCCTCCT C

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ORIENTACION: tinica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(iti) HIPOTETICA: SI
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 11:

TGCTTCCGGC TCCCTCTAGC C

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(ii) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(iii) HIPOTETICA: SI
(iv) ANTISENTIDO: SI

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 12:

CCTCCCGCTC CCAAGAACAA AG

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 13:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: acido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(iii) HIPOTETICA: Si
(iv) ANTISENTIDO: NO

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 13:

TGAAGGAGAA GGTGTCTGCG GGA

(2) INFORMACION PARA LA ID SEC N°: 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
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(B) TIPO: 4cido nucleico
(C) ORIENTACION: tnica
(D) TIPOLOGIA: lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: cDNA
(iii) HIPOTETICA: Si
(iv) ANTISENTIDO: NO

ES 2271946 T3

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: ID SEC N°: 14:

AGGACGGTGC GGTGAGAGTG

16

20
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