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ES 2356 167 T3

DESCRIPCION

Meétodo de diagndstico y terapia para enfermedades asociadas con un haplotipo inflamatorio IL-1.
1. Fundamento de la invencién
Genética de la agrupacion de genes IL-1

La agrupacién de genes IL-1 estd en el brazo largo del cromosoma 2 (2q13) y contiene al menos los genes IL-
la (IL-1A), IL-18 (IL-1B), y el antagonista del receptor de IL-1 (IL-1RN), dentro de una regién de 430 Kb (Nicklin,
et al., (1994) Genomics, 19: 382-4). Las moléculas agonistas, IL-1a y IL-18, tienen una actividad pro-inflamatoria
potente y estdn en el principio de muchas cascadas inflamatorias. Sus acciones, frecuentemente via la induccién de
otras citoquinas, tales como IL-6 e IL-8, conducen a la activacion y el reclutamiento de leucocitos en el tejido dafiado,
la produccién local de agentes vasoactivos, respuesta de fiebre en el cerebro y respuesta de la fase hepatica aguda.
Todas las tres moléculas IL-1 se unen a los receptores de IL-1 de tipo I y tipo II, pero solamente el receptor de
tipo I transduce una sefial al interior de la célula. En contraste, el receptor de tipo II es liberado de la membrana
celular y actiia como receptor sefiuelo. El antagonista del receptor y el receptor de tipo II, por tanto, son ambos anti-
inflamatorios en sus acciones.

La produccién inapropiada de IL-1 desempefia un papel central en la patologia de muchas enfermedades autoin-
munes e inflamatorias, incluyendo artritis reumatoide; trastorno intestinal inflamatorio, psoriasis y similares. Ademas,
hay diferencias inter-individuales estables en las tasas de produccion de IL-1, y algo de esta variacién puede ser ex-
plicado por diferencias genéticas en los loci de los genes IL-1. Por tanto, los genes IL-1 son candidatos razonables
para determinar parte de la sensibilidad genética a las enfermedades inflamatorias, la mayoria de las cuales tienen una
etiologia multifactorial con un componente poligénico.

Determinados alelos de la agrupacién de genes IL-1 se sabe que estdn asociados con estados morbosos particulares.
Por ejemplo, para el alelo 2 de IL-1RN con repeticiones en tindem de niimero variable (abreviadamente VNTR por la
expresion inglesa Variable Number of Tandem Repeats) se ha demostrado que estd asociado con osteoporosis (Patente
de EE.UU. N° 5.698.399), nefropatia en diabetes mellitus (Blakemore, et al., (1996) Hum. Genet. 97(3): 369-74),
alopecia areata (Cork, et al., (1995) J. Invest. Dermatol. 104(5 Supp.): 15S-16S; Cork et al., (1996) Dermatol. Clin.
14: 671-8), enfermedad de Graves (Blakemore, et al., (1995) J. Clin. Endocrinol. 80(1): 111-5), lupus eritematoso
sistémico (Blakemore, et al., (1994) Arthritis Rheum. 37: 1380-85), esclerosis del liquen (Clay, et al., (1994) Hum.
Genet. 94: 407-10), y colitis ulcerosa (Mansfield, et al., (1994) Gastroenterol. 106(3): 637-42).

Ademds, se ha encontrado que el alelo 2 de IL-1A del marcador -889.y el alelo 2 de IL-1B (Tagl) del marcador
+3954 estan asociados con la periodontopatia (Patente de EE.UU. N° 5.686.246; Kornman y diGiovine (1998) Ann.
Periodont. 3: 327-38; Hart y Kornman (1997) Periodontol. 2000 14: 202-15; Newman (1997) Compend. Contin. Educ.
Dent. 18: 881-4; Kornman et al., (1997) J. Clin. Periodontol. 24: 72-77). También se ha encontrado que el alelo 2 de IL-
1A del marcador -889 estd asociado con la artritis crénica juvenil, particularmente la iridociclitis crénica (McDowell, et
al., (1995) Arthritis Rheum. 38: 221-28). También se ha encontrado que el alelo 2 de IL-1B (Tagl) del marcador +3954
de IL-1B esta asociado con la psoriasis y la diabetes dependiente de insulina en pacientes con DR3/4 (diGiovine, et al.,
(1995) Cytokine 7: 606; Pociot, et al., (1992) Eur. J. Clin. Invest. 22: 396-402). Adicionalmente, se ha encontrado que
el alelo 1 de IL-1RN (VNTR) estd asociado con la retinopatia diabética (véanse las solicitudes USSN 09/037472, y
PCT/GB97/02790). Ademas, se ha encontrado que el alelo 2 de IL-1RN (VNTR) estd asociado con la colitis ulcerante
en la poblacién caucdsica de Norte América y Europa (Mansfield, J. ef al., (1994) Gastroenterology 106: 637-42). Es
muy interesante saber que esta asociacion es particularmente fuerte con poblaciones de judios ashkenazis étnicamente
relacionados (solicitud PCT WQ97/25445).

Cribado de genotipos

Los métodos tradicionales para el cribado de enfermedades heredables han dependido de la identificacién de pro-
ductos génicos anormales (por ejemplo, la anemia de células falciformes) o de un fenotipo anormal (por ejemplo, el
retraso mental). Estos métodos son de una utilidad limitada para las enfermedades heredables que comienzan tarde
y para las que no existen fenotipos ficilmente identificables, tales como, por ejemplo, las enfermedades vasculares.
Con el desarrollo de la metodologia del cribado genético sencillo y barato ahora es posible identificar polimorfismos
que indican una propension a desarrollar la enfermedad, incluso cuando la enfermedad es de origen poligénico. El
nimero de enfermedades que pueden ser cribadas por métodos de la biologia molecular contintia creciendo con la
mayor comprension de las bases genéticas de los trastornos multifactoriales.

El cribado genético (también denominado genotipificacion o cribado molecular), puede ser definido ampliamente
como un andlisis para determinar si un paciente tiene mutaciones (alelos o polimorfismos) que causan un estado mor-
boso o estdn “ligadas” a la mutacién que causa el estado morboso. El ligamiento se refiere al fendmeno de que las
secuencias de DNA que estdn proximas entre si en el genoma tienden a ser heredadas conjuntamente. Dos secuencias
pueden estar ligadas debido a alguna ventaja selectiva de la herencia conjunta. Més tipicamente, sin embargo, dos
secuencias polimorfas se heredan conjuntamente porque debido a la infrecuencia relativa con la que los eventos de
recombinacién meidticos ocurren dentro de la region entre los dos polimorfismos. Los alelos polimérficos heredados
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conjuntamente se dice que se encuentran en desequilibrio del ligamiento uno con el otro debido a que, en una pobla-
cién humana dada, tienden ambos a estar presentes conjuntamente o de otro modo no lo estdn en absoluto en cualquier
miembro particular de la poblacién. Realmente, cuando se encuentran polimorfismos miltiples en una regién cromo-
somica dada estdn en desequilibrio del ligamiento uno con el otro, definiendo un “haplotipo” genético cuasi estable.
En contraste, los eventos de recombinacién que ocurren entre dos loci polimérficos hacen que lleguen a estar separa-
dos en distintos cromosomas homologos. Si la recombinacién meiética entre dos polimorfismos ligados fisicamente
ocurre con suficiente frecuencia, los dos polimorfismos aparecerdn segregados independientemente y se dice de ellos
que estd en equilibrio de ligamiento.

Aunque la frecuencia de la recombinacién meiética entre dos marcadores es generalmente proporcional a la dis-
tancia fisica entre ellos en el cromosoma, la presencia de “puntos calientes”, asi como regiones de recombinacién
cromosomica reprimida puede dar como resultado discrepancias entre la distancia fisica y la de recombinacion entre
los dos marcadores. Por tanto, en determinadas regiones cromosdmicas, multiples locis polimérficos que se extienden
en un amplio dominio cromosémico pueden encontrarse en desequilibrio de ligamiento uno con respecto al otro y,
por ello definir un haplotipo genético de amplia extensién. Ademads, cuando se encuentra una mutacion causante de
una enfermedad dentro de o en unién con este haplotipo, se pueden usar uno o mas alelos polimoérficos del haplotipo
como indicador de diagndstico o prondstico de la probabilidad de desarrollar la enfermedad. Esa asociacion entre
polimorfismos de otro modo benignos y un polimorfismo causante de la enfermedad ocurre si la mutacién causante
de la enfermedad surgi6 en un pasado reciente, de modo que no ha transcurrido un tiempo suficiente para conseguir el
equilibrio a través de eventos de recombinacion. Por lo tanto, la identificaciéon de un haplotipo humano que abarque
o esté dentro de un cambio mutacional causante de la enfermedad, sirve como medida predictiva de la probabilidad
de un individuo de tener heredada una mutaciéon causante de la enfermedad. Importantemente, dichos métodos de
prondstico o diagndstico se pueden utilizar sin necesidad de la identificacién y aislamiento de la lesion causante de
la enfermedad. Esto es significativo debido a que puede ser dificil y laboriosa la determinacion precisa del defecto
molecular implicado en un proceso morboso, especialmente en el caso de enfermedades multifactoriales tales como
los trastornos inflamatorios.

Realmente, la correlacion estadistica entre un trastorno inflamatorio y un de polimorfismo de IL-1 no indica nece-
sariamente que el polimorfismo cause directamente el trastorno. En su lugar el polimorfismo correlacionado puede ser
una variante alélica benigna que estd ligada a (es decir, en desequilibrio del ligamiento con) una mutacién causante del
trastorno que ha ocurrido en el pasado evolutivo humano reciente, de modo que no ha transcurrido suficiente tiempo
para que se consiga el equilibrio a través de eventos de recombinacién en el segmento cromosémico intercalado. Por
tanto, para los fines de andlisis para diagndstico y prondstico de una enfermedad particular, la deteccién de un alelo po-
limérfico asociado con la enfermedad puede ser utilizado sin la consideracion de si el polimorfismo esté directamente
implicado en la etiologia de la enfermedad. Por otra parte, cuando un locus polimorfo benigno estd en un desequi-
librio del ligamiento con un locus polimorfo aparentemente causante de la enfermedad, todavia son probables otros
loci polimorfos que estdn en desequilibrio del ligamiento estén también en desequilibrio del ligamiento con el locus
polimorfo causante de la enfermedad. Por tanto, estos otros loci polimorfos también serdn un prondstico o diagndstico
de la probabilidad de tener heredado el locus polimorfo causante de la enfermedad. Realmente, un haplotipo humano
de amplia extension (que describe el modelo tipico de la herencia conjunta de alelos de un conjunto de marcadores
polimorfos ligados) puede servir como diana para fines de diagndstico una vez que se haya establecido una asociacién
entre una enfermedad o estado particular y un haplotipo humano correspondiente. Por tanto, la determinacién de la
probabilidad de un individuo de desarrollar una enfermedad o estado particular se puede realizar caracterizando uno
o mads alelos polimorfos asociados a la enfermedad (o incluso uno o mas haplotipo asociados a la enfermedad) si
determinar o caracterizar necesariamente la variacion genética causante.

2.- Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona un método para predecir en un sujeto humano la sensibilidad a padecer la
periodontopatia, que comprende la etapa de identificar en una muestra de DNA genémico de un sujeto un modelo
alélico que comprende uno de los siguientes conjuntos de alelos IL-1B:

(1) (-511) alelo 1, (-1468) alelo 1 y (-3737) alelo 2;

2) (-511) alelo 2, (-1468) alelo 2 y (-3737) alelo 1;

3) (-511) alelo 1, (-1468) alelo 1 y (-3737) alelo 1; o

“4) (-511) alelo 2, (-1468) alelo 1 y (-3737) alelo 1,

en donde la presencia de uno cualquiera de los modelos 1, 3 o 4 indica que dicho sujeto ha aumentado la sensi-

bilidad a la periodontopatia, y en donde la presencia del modelo alélico 2 indica que el sujeto tiene una sensibilidad
disminuida a la periodontopatia.

El sujeto es homocigético para cada uno de los alelos. La transcripcién de IL-1B alterado da como resultado la
produccién de IL-1B alterada. El sujeto es de etnicidad asidtica, tal como japonesa, china, taiwanesa o vietnamita.
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Un alelo que comprende un haplotipo inflamatorio de IL-1 puede ser detectado por cualquiera de una variedad de
técnicas que incluyen: 1) realizar una reaccién de hibridacion entre una muestra de 4cido nucleico y una sonda que es
capaz de hibridarse con el alelo; 2) secuenciar al menos una porcion del alelo; o 3) determinar la movilidad electroforé-
tica del alelo o sus fragmentos (por ejemplo, fragmentos generados por la digestién con endonucleasas). El alelo puede
ser sometido opcionalmente a una etapa de amplificacion antes de la realizacién de la etapa de deteccion. Los métodos
de amplificacidén incluyen por ejemplo la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), la reaccion en cadena de la ligasa
(LCR), la amplificacion con desplazamiento de cadenas (abreviadamente en lo sucesivo SDA por la expresion inglesa
Strand Displacement Amplification), clonacién y variaciones de los anteriores (por ejemplo RT-PCR y amplificacién
especifica de alelos). Los oligonucle6tidos necesarios para la amplificacion se seleccionan, por ejemplo, dentro de los
loci del gen IL-1, bien los que flanquean el marcador de interés (como se requiere para la amplificacién por PCR) o
bien directamente los que estdn solapados con el marcador (como en la hibridacién de oligonucleétidos especifica de
alelos, abreviadamente en lo sucesivo ASO, por la expresioén Allele Specific Oligonucleotide). Por ejemplo, la muestra
se hibrida con un conjunto de cebadores, que se hibridan en 5’ y 3’ en una secuencia con sentido o antisentido para el
alelo asociado al haplotipo inflamatorio de IL-1 y se somete a amplificacién por PCR.

Un alelo que contiene un haplotipo inflamatorio de IL-1 también se detecta indirectamente, por ejemplo analizan-
do el producto proteinico codificado por el DNA. Por ejemplo, cuando el marcador en cuestiéon da como resultado
la traduccién de una proteina mutante, la proteina se detecta por cualquiera de una variedad de métodos de detec-
cién de proteinas. Dichos métodos incluyen inmunodeteccion y ensayos bioquimicos, tales como fraccionamiento
por tamaifios, en donde la proteina experimenta un cambio en el peso molecular aparente, a través de truncamiento,
prolongacidn, plegamiento alterado o modificaciones posteriores a la traduccion alteradas.

Se describen kits para realizar los andlisis antes descritos. El kit puede incluir medios de recogida de muestras de
dcidos nucleicos y medios para determinar si un sujeto lleva al menos un alelo que comprende un haplotipo inflama-
torio de IL-1. Opcionalmente, el kit contiene una muestra de control positivo o negativo o un patrén y/o un dispositivo
algoritmico para evaluar los resultados y reactivos y componentes adicionales que incluyen, por ejemplo reactivos
de amplificacién del DNA, DNA-polimerasa, reactivos de amplificacién de dcidos nucleicos, enzimas de restriccion,
tampones, un dispositivo de muestreo de dcidos nucleicos, dispositivo de purificacién de DNA, desoxinucleétidos,
oligonucleétidos (por ejemplo sondas y cebadores) etc.

El control puede ser un control positivo o negativo. Ademas, la muestra de control puede contener los productos
positivos (o negativos) de la técnica de deteccion de alelos empleada. Por ejemplo, cuando la técnica de deteccién de
alelos es amplificacién por PCR, seguida por fraccionamiento por tamafios, la muestra de control puede comprender
fragmentos de DNA fragmentos del tamafio apropiado. Andlogamente, cuando la técnica de deteccion de alelos implica
la deteccion de una proteina mutante, la muestra de control puede comprender una muestra de la proteina mutada. Sin
embargo, se prefiere que la muestra de control contenga el material que se va analizar. Por ejemplo, los controles
pueden ser una muestra del DNA gendmico o una porcién clonada de la agrupacion de genes IL-1. Preferiblemente, la
muestra de control es una muestra altamente purificada de DNA genémico en donde la muestra a analizar es el DNA
gendmico.

Los oligonucledtidos presentes en dicho kit se usan para amplificacion de la region de interés o para la hibridacién
directa de oligonucleétidos especificos de alelos (ASO) a los marcadores en cuestién. Por tanto, los oligonucle6tidos
flanquean el marcador de interés (como es requerido para la amplificacién por PCR) o estdn solapados directamente
con el marcador (como en la hibridacién ASO).

También se proporcionan dcidos nucleicos aislados de una longitud menor de 250, 200, 150, 100, 50, 25 o menos
nucledtidos que contienen la secuencia de dcidos nucleicos de SEQ ID NO; 36-39. Opcionalmente, el 4cido nucleico
se fija a un soporte sélido o semi-sélido o esta presente como una matriz (chip) de oligonucleétidos.

La informacién obtenida usando los andlisis y kits descritos en la presente memoria (sola o junto con la infor-
macion sobre otro defecto genético o factor ambiental, que contribuya a la enfermedad o estado que estd asociado al
haplotipo inflamatorio de IL-1) es ttil para determinar si un sujeto no sintomético tiene o es probable que desarrolle la
enfermedad o estado particular. Ademads, la informacién puede permitir una propuesta mas personalizada para impedir
el comienzo o progreso de la enfermedad o estado. Por ejemplo, esta informacién puede facilitar al profesional clinico
prescribir mds eficazmente una terapia que estard dirigida a la base molecular de la enfermedad o estado.

Se describen métodos para tratar o prevenir el desarrollo de una enfermedad o estado que estd asociado con un
haplotipo inflamatorio de IL-1 en un sujeto por administracién al sujeto de un agente terapéutico adecuado de la
invencién. En incluso otro aspecto, la invencién proporciona ensayos in vitro o in vivo para cribar los compuestos de
ensayo para identificar agentes terapéuticos para tratar o prevenir el desarrollo de una enfermedad o estado que esta
asociado con un haplotipo inflamatorio de IL-1. El ensayo comprende poner en contacto una célula transfectada con
una mutacion causante, que estd unida operativamente con un promotor apropiado, con un compuesto de ensayo y
determinar el nivel de expresién de una proteina en la célula en presencia y en ausencia del compuesto de ensayo.
La mutacién causante da como resultado una produccién disminuida del antagonista del receptor de IL-1, y una
produccién aumentada del antagonista del receptor de 1L-1 en presencia del compuesto de ensayo indica que el
compuesto es un agonista de la actividad antagonista del receptor de IL-1. Alternativamente, la mutacién causante da
como resultado una produccion aumentada de IL-1a o IL-8, y una produccién disminuida de IL-1a o IL-8 en presencia
del compuesto de ensayo indica que el compuesto es un antagonista de la actividad de IL-1a o IL-18.
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A no ser que se definan de otro modo todos los términos cientificos y técnicos usados en la presente memoria tienen
los mismos significados que son usualmente entendidos por los expertos ordinarios en la técnica a la que pertenece la
presente invencién. Aunque en la prictica o andlisis de la presente invencion se pueden usar materiales y métodos simi-
lares o equivalentes a los descritos en la presente memoria, se describen a continuacién materiales y métodos adecua-
dos. Todas las publicaciones, solicitudes de patentes, patentes, y otras referencias mencionadas en la presente memoria
se incorporan como referencia en su totalidad. En caso de conflicto, prevalecera la presente memoria, que incluye las
definiciones. Ademads, los materiales, métodos, y ejemplos son solo ilustrativos y no se pretende que sean limitativos.

Otras realizaciones y ventajas se exponen en la siguiente descripcion y reivindicaciones.

3.- Breve descripcion de las figuras de los dibujos

La Fig. 1 es una representacién esquemadtica de la agrupacién de genes IL-1 que incluye unos cuantos marcadores
polimérficos.

La Fig. 2 es una gréfica que representa la correlacion entre los valores del desequilibrio de ligamiento y la distancia
fisica como se describe en la presente memoria.

La Fig. 3 muestra la del secuencia dcido nucleico para IL-1A (GEN X03833; SEQ ID NO. 1).
La Fig. 4 muestra la secuencia del dcido nucleico secuencia para la IL-1B (GEN X04500; SEQ ID NO. 2).
La Fig. 5 muestra la secuencia del dcido nucleico para IL-1RN secretada (GEN X64532; SEQ ID NO. 3).

La Fig. 6 muestra construcciones con polimorfismo de un solo nucleétido (abreviadamente en lo sucesivo SNP por
la expresion inglesa Single Nucleotide Polymorphism) dentro de la region del promotor de IL-1B. La construccién pa-
rental en donde todos los SNP son el alelo 1 estdn indicadas por pGL3(IL1)BS para los SNP 1-15, pGL(3-IL1)BS(3)K
(M) para los SNP 2-15, y pGL3-(IL1)BL(3)KM para los SNP 2-17 (los paréntesis indican partes de los identificadores
de las construcciones que no aparecen en el gréifico de la Fig. 7). Debajo de cada serie parental estdn las construcciones
en donde los SNP individuales han sido convertidos en el alelo 2 por mutagénesis dirigida a un sitio.

Las Fig.7 A-B muestran la localizacién de los SNP y las construcciones de promotor. En la Fig. 7A, las posiciones
de los SNP se indican dentro de la region del promotor del gen IL-1B en la linea de la parte superior. Las lineas de la
parte inferior representan las longitudes de la regién del promotor usadas en las diferentes construcciones del indicador
(luciferasa), cuyos resultados de actividad transcripcional se muestran en la Fig. 7B. Estdn indicados los sitios Kpnl y
BamHI. En las series de IL-1BS, los SNP estan indicados por lineas verticales.

La Fig. 8 muestra construcciones de plasmidos de los SNP dentro de la region del promotor de IL-1B en la cual los
SNP 14 y 15 se han mantenido mayoritariamente constantes en el alelo 2. La construccién parental, en donde todos
los SNP excepto el 14 y el 15 son el alelo 1 estd identificada como pGL-BS.2. Debajo estdn las construcciones en
donde el SNP individual ha sido convertido en el alelo 2 mediante mutagénesis dirigida al sitio. Los SNP del alelo 2
SNP aparecen resaltados.

La Fig. 9A-B muestra la localizacién de los SNP y las construcciones del promotor. En la Fig. 9A, las posiciones
de los SNP estan indicadas dentro de la regidn del promotor del gen IL-1B en la linea de la parte superior. Las lineas
inferiores representan las longitudes de la region del promotor usadas en las diferentes construcciones del indicador
(luciferasa) cuyos resultados de la actividad transcripcional relativa se muestran en la Fig. 9B. Estdn indicados los
sitios Kpnl y BamHI. En la serie de IL-1BS, los SNP estdn indicados por lineas verticales.

La Fig. 10 es un diagrama que muestra el andlisis de transfeccion del SNP 4 en diferentes modelos alélicos de los
SNP 14 y 15. La actividad del promotor de los alelos construidos denominados A-D como se miden por la actividad
de la luciferasa de luciérnaga se muestra a diferentes dosis de LPS (lipopolisacarido) (0, 1, 10 y 100 ng/ml) y 20 ng/ml
de miristato-acetato de forbol (abreviadamente PMA por la expresion inglesa Phorbol 12-myristate 13-acetate). La
actividad de luciferasa de luciérnaga se normaliz6 a la actividad de Renilla para controlar la eficacia de la transfeccion.
Cada construccidn se transfectd por triplicado y la transfeccidn para cada construccién se repitié al menos tres veces.

La Fig. 11 es un diagrama que muestra el andlisis de transfeccién del SNP 10. Las actividades del promotor de
las construcciones A (rombo) y B (circulo) como se miden por la actividad de luciferasa de luciérnaga se muestran
a diferentes dosis de LPS (0, 1, 10 y 100 ng/ml) y 20 ng/ml de PMA. La actividad de luciferasa de luciérnaga se
normalizé a la actividad de Renilla para controlar la eficacia de la transfecciéon. Cada construccion se transfectd por
triplicado y la transfeccidn para cada construccién se repitié al menos tres veces.

La Fig. 12 es un diagrama que demuestra el andlisis de transfeccién de los SNP 14 y 15. La actividad del promotor
de las construcciones con los modelos de alelos representados como A-D como se mide por la actividad de luciferasa
de luciérnaga se muestra a diferentes dosis de LPS (0, 1, 10y 100 ng/ml) y 20 ng/ml de PMA. La actividad de luciferasa
de luciérnaga se normalizé a la actividad de Renilla para controlar la eficacia de la transfeccion. Cada construccion se
transfecté por triplicado y la transfeccion para cada construccién se repitié al menos tres veces.
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La Fig. 13 es un diagrama que muestra el andlisis de transfeccién del haplotipo del promotor que comprende los
SNP 10, 14 y 15. Las combinaciones alélicas se muestran para los pldsmidos A-C. Las actividades del promotor de las
construcciones A (rombo), B (cuadrado) y C (tridngulo) como se miden por la actividad de luciferasa de luciérnaga se
muestran a diferentes dosis de LPS (0, 1, 10 y 100 ng/ml) y 20 ng/ml de PMA. La actividad de luciferasa de luciérnaga
se normaliz6 a la actividad de Renilla para controlar la eficacia de la transfeccién. Cada construccion se transfectd por
triplicado y la transfeccion para cada construccion se repitié al menos tres veces.

La Fig. 14 es una imagen fotografica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del
SNP 4. Se muestran las secuencias de ambos alelos 1 y 2 oligémeros bicatenarios etiquetados del SNP 4 usadas para
el andlisis del cambio de la movilidad (abreviadamente en lo sucesivo EMSA por la expresion inglesa Electrophoretic
Mobility Shift Assay). Se usaron las proteinas nucleares aisladas de las células THP-1 tratadas alas 0, 2, 4, 6 y 24 horas
con LPS (100 ng/ml) y PMA (20 ng/ml). Las localizaciones de la sonda libre y los complejos retardados se indican
por flechas.

LaFig. 15 es una imagen fotogréfica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del SNP
4, usando sondas no etiquetadas para competir con la unién especifica. Se muestran las secuencias de ambos alelos
1 y 2 oligémeros bicatenarios marcados del SNP 4 usadas para el ensayo EMSA. Para determinar la especificidad de
unién se usaron los oligémeros bicatenarios no etiquetados para los alelos 1 y 2 en el ensayo EMSA para competir
con las sondas etiquetadas.

La Fig. 16 una imagen fotografica de los resultados del andlisis de super-cambio de los anticuerpos NF-kB para el
SNP 4. Los anticuerpos NF-kB para ambas subunidades p50 y p65 se usaron en el ensayo EMSA para determinar que
los complejos DNA-proteinas formados fueron debidos a las proteinas NF-kB.

La Fig. 17 una imagen fotografica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del SNP
10. Se muestran las secuencias de ambos alelos 1 y 2 oligdmeros bicatenarios etiquetados de SNP 10 usadas para el
ensayo EMSA. Se usaron las proteinas nucleares aisladas de las células THP-1 tratadas a las 0, 2, 4, 6 y 24 horas con
LPS (100 ng/ml) y PMA (20 ng/ml). Las localizaciones de la sonda libre y de los complejos retardados estdn indicadas
por flechas.

LaFig. 18 es una imagen fotogréfica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del SNP
10 que muestra la especificidad de la formacién del complejo para el SNP 10. Se muestran las secuencias de los alelos
1y 2 de de los oligémeros bicatenarios etiquetados usadas para el ensayo EMSA. Para determinar la especificidad de
union los alelos 1y 2 de los oligémeros bicatenarios no etiquetados se usaron en el ensayo EMSA para competir por
la unién de las sondas etiquetadas.

La Fig. 19 es una imagen fotografica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del
SNP 14. Se muestran las secuencias de los alelos 1 y 2 de de los oligémeros bicatenarios marcados del SNP 14 usadas
para el ensayo EMSA. Se usaron las proteinas nucleares aisladas de las células THP-1 tratadas a las 0, 2, 4, 6 y 24
horas con LPS (100 ng/ml) y PMA (20 ng/ml). Las localizaciones de la sonda libre y de los complejos retardados estan
indicadas por flechas.

La Fig. 20 una imagen fotografica de los resultados de un andlisis del cambio de la movilidad electroforética
resultados del SNP 15. Se muestran las secuencias de ambos alelos 1 y 2 de de los oligémeros bicatenarios etiquetados
del SNP 15 usados para el ensayo EMSA. Se usaron las proteinas nucleares aisladas de las células THP-1 tratadas a las
0, 2,4, 6 y 24 horas con LPS (100 ng/ml) y PMA (20 ng/ml). Las localizaciones de la sonda libre y de los complejos
retardados estdn indicadas por flechas.

La Fig. 21 es una imagen fotografica de los resultados de un ensayo de cambio de movilidad electroforética del
SNP 15 que muestra la especificidad de la formacién del complejo para el SNP 15. Se muestran las secuencias de los
alelos 1 y 2 de de los oligémeros bicatenarios etiquetados de SNP 15 usados para el ensayo EMSA. Para determinar
la especificidad de unién los alelos 1 y 2 de los oligdmeros bicatenarios no etiquetados se usaron en el ensayo EMSA
para competir por la unién de las sondas marcadas.

La Fig. 22 es un diagrama que muestra la gravedad de la periodontitis en sujetos por medida de la profundidad de
las cavidades en las encfas de los sujetos.

La Fig. 23 es un diagrama que muestra la frecuencia de los haplotipos IL-1B en sujetos japoneses y de raza blanca.

La Fig. 24 es un diagrama que muestra las cantidades relativas de IL-18 en fluidos gingivales de individuos de raza
blanca que tienen haplotipos de IL-1B que tienen haplotipos IL-1B especificos.

La Fig. 25 es un diagrama que demuestra el riesgo reducido de periodontitis in en sujetos japoneses que tienen un
genotipo IL-1B especifico.

La Fig. 26 es un diagrama que demuestra la asociacién de haplotipos IL-1B y la gravedad de periodontitis en
sujetos japoneses.
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4. Descripcion detallada de la invencion
4.1.- Definiciones

Por conveniencia, se facilitan a continuacién el significado de ciertos términos y frases empleados en esta parte
descriptiva de la memoria, los ejemplos y las reivindicaciones anexas.

El término “alelo” se refiere a las diferentes variantes de secuencias encontradas en diferentes regiones polimoér-
ficas. Por ejemplo, IL-1RN (VNTR) tiene al menos cinco alelos diferentes. Las variantes de secuencias pueden ser
cambios de una sola base o de mdltiples bases, incluyendo sin limitacién inserciones, deleciones o sustituciones, o
puede ser un nimero variable de repeticiones de secuencias.

La expresion “modelo alélico” se refiere a la identidad de un alelo o alelos en una o més regiones polimorficas.
Por ejemplo, un modelo alélico puede consistir en un solo alelo en un sitio polimérfico, como el alelo 1 para IL-
IRN (VNTR), que es un modelo alélico que tiene al menos una copia del alelo 1 de IL-1RN en las VNTR de los
loci del gen IL-1RN. Alternativamente, un modelo alélico puede consistir en un estado homocigético o heterocigético
en un solo sitio polimérfico. Por ejemplo, el alelo 2,2 de IL1-RN (VNTR) es un modelo alélico en el que hay dos
copias del segundo alelo en el marcador de las VNTR de IL-1RN que corresponde al estado del alelo 2 de IL-RN
(VNTR) homocigético. Alternativamente, un modelo alélico puede consistir en la identidad de alelos en mds de un
sitio polimérfico.

El término “anticuerpo” tal como se usa en la presente memoria se refiere a un agente de unién que incluye un
anticuerpo completo o uno de sus fragmentos de unién que es especificamente reactivo con un polipéptido IL-1. Los
anticuerpos pueden ser fragmentados usando técnicas convencionales y los fragmentos pueden ser cribados para su
utilidad del modo descrito antes para los anticuerpos completos. Por ejemplo, los fragmentos F(ab)2 pueden ser ge-
nerados tratando un anticuerpo con pepsina. El fragmento F(ab)2 resultante puede ser tratado para reducir los puentes
disulfuro para producir los fragmentos Fab. Los anticuerpos de la presente invencién incluyen ademas moléculas qui-
méricas y humanizadas, monocatenarias y bi-especificas que tienen afinidad para un polipéptido IL-1B conferida por
al menos una regién determinante de la complementariedad (abreviadamente en lo sucesivo CDR por la expresion
inglesa Complementarity Determining Region) del anticuerpo.

“Actividad bioldgica” o “bioactividad” o “actividad” o “funcién bioldgica”, que se usan intercambiablemente para
los fines de la presente memoria significa una funcién efectora o antigénica que es realizada directamente o indirec-
tamente por un polipéptido IL-1 (tanto en su conformacién natural como desnaturalizada), o por cualquiera de sus
sub-secuencias. Las actividades bioldgicas incluyen unién a un péptido diana, por ejemplo, un receptor de IL-1. Las
actividades bioldgicas también incluyen la transcripcién de un gen IL-1, tal como IL-1B. Una bioactividad de IL-1
puede ser modulada afectando directamente a un polipéptido IL-1. Alternativamente, una bioactividad de IL-1 puede
ser modulada, modulando el nivel de un polipéptido IL-1, tal como modulando la expresién de un gen IL-1.

Como se usa en la presente memoria la expresion “fragmento bioactivo de un polipéptido IL-1" se refiere a un
fragmento del polipéptido IL-1 de longitud completa, en donde el fragmento mimetiza o antagoniza especificamente
la actividad del polipéptido IL-1 de tipo natural. El fragmento bioactivo es preferiblemente un fragmento capaz de
interactuar con un receptor de interleuquina.

La expresion “una actividad aberrante”, tal como se aplica a una actividad de un polipéptido tal como IL-1, se re-
fiere a una actividad que difiere de la actividad del polipéptido del tipo silvestre o natural del polipéptido en un sujeto
sano. Una actividad de un polipéptido puede ser aberrante porque es mds fuerte que la actividad de su correspondiente
natural. Alternativamente, una actividad puede ser aberrante porque sea mas débil o esté ausente con respecto a la
actividad de su correspondiente natural. Una actividad aberrante también puede ser un cambio de actividad. Por ejem-
plo un polipéptido aberrante puede interactuar con un péptido diana diferente. Una célula puede tener una actividad
aberrante de IL-1 debido a la sobre-expresién o sub-expresion de un gen del locus IL-1 que codifica un polipéptido
del locus IL-1.

“Células”, “células hospedantes” o “células recombinantes” son términos usados intercambiablemente en la pre-
sente memoria para referirse no solamente a la célula sujeto particular, sino a la progenie o progenie potencial de dicha
célula. Debido a ciertas modificaciones puede ocurrir, en generaciones subsiguientes debido a influencias mutaciona-
les o ambientales, que dicha progenie pueda no ser de hecho idéntica, a la célula parental, pero todavia esta incluida
dentro del alcance de término tal como se usa en la presente memoria.

Una “quimera”, “mosaico”, “mamifero quimérico ” y similares, se refiere a un mamifero transgénico no humano
con una construccién desactivada (knock-out) o activada (knock-in) en al menos algunas de sus células que contienen
el genoma.

El término “animal” tal como se usa en la presente memoria nunca se refiere a un ser humano.
Los términos “control” o “muestra de control” se refieren a cualquier muestra apropiada para la técnica de deteccion
apropiada empleada. La muestra de control puede contener los productos de la técnica de deteccién de alelos empleada

o la materia que se ha de analizar. Ademas, los controles pueden ser positivos o negativos. A modo de ejemplo, cuando
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la técnica de deteccion de alelos es la amplificacién por PCR, seguida por fraccionamiento por tamafios, la muestra de
control puede comprender fragmentos de DNA de un tamafo apropiado. Andlogamente, cuando la técnica de deteccién
de alelos implique la deteccién de una proteina mutada, la muestra de control puede comprender una muestra de una
proteina mutante. Sin embargo, se prefiere que la muestra de control comprenda el material que se ha de analizar.
Por ejemplo, los controles pueden ser una muestra de DNA gendmico o una porcién clonada del agrupamiento de
genes de IL-1. Sin embargo, cuando la muestra que se ha de analizar es DNA gendmico, la muestra de control es
preferiblemente una muestra de control altamente purificada de DNA gendmico.

La frase “enfermedades y estados asociados con los polimorfismos de IL-1" se refiere a una variedad de enfer-
medades o estados, cuya sensibilidad a los cuales puede estar indicada en un sujeto basado en la identificacién de
uno o més alelos dentro del complejo IL-1. Ejemplos incluyen: enfermedad inflamatoria o degenerativa, incluyendo:
respuesta inflamatoria sistémica (abreviadamente SIRS por la expresion inglesa Systemic Inflammatory Response Syn-
drome); enfermedad de Alzheimer (y estados y sintomas asociados que incluyen: neuroinflamacién crénica, activacién
glial; aumento de las microglias; formacién de placas neuriticas; y respuesta a terapia); esclerosis lateral amilotrépica
(abreviadamente ALS por la expresion inglesa Amylotropic Lateral Sclerosis), artritis (y estados y sintomas asocia-
dos incluyendo: artritis aguda, artritis inducida por antigenos, artritis asociada con tiroiditis linfocitica crénica, artritis
inducida por coldgeno, artritis crénica juvenil; artritis reumatoide juvenil, osteoartritis, prognosis y artritis inducida
por estreptococos), asma (y estados y sintomas asociados, incluyendo: asma bronquial; enfermedad obstructiva cré-
nica de las vias respiratorias; enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC), asma juvenil y asma ocupacional);
enfermedades cardiovasculares (y estados y sintomas asociados, incluyendo: aterosclerosis; miocarditis autoinmunita-
ria, hipoxia cardiaca crénica, insuficiencia cardiaca congestiva, arteriopatia coronaria, miocardiopatia y disfuncién de
células cardiacas, incluyendo: activacién de las células musculares lisas adrticas; apoptosis de las células cardiacas; e
inmunomodulacién de la funcién de las células cardiacas; diabetes y estados y sintomas asociados, incluyendo diabe-
tes autoinmune, diabetes dependiente de insulina (Tipo 1), periodontitis diabética, retinopatia diabética, y nefropatia
diabética); inflamaciones gastrointestinales (y estados y sintomas relacionados, incluyendo la enfermedad celiaca, os-
teopenia asociada, colitis cronica, enfermedad de Crohn, enfermedad inflamatoria intestinal y colitis ulcerosa); dlceras
gastricas; inflamaciones hepaticas, calculos biliares de colesterol y fibrosis hepatica, infeccién por el VIH (y estados y
sintomas relacionados, incluyendo respuestas degenerativas, respuestas neurodegenerativas, y enfermedad de Hodgkin
asociada al VIH), sindrome de Kawasaki (y estados y sintomas asociados, incluyendo sindrome de los ganglios linfa-
ticos mucocutdneos, linfadenopatia cervical, lesiones de las arterias coronarias, edema, fiebre, aumento de leucocitos,
anemia leve, descamacion de la piel, erupcion cutdnea, enrojecimiento conjuntival, trombocitosis; esclerosis multiple,
nefropatias (y estados y sintomas asociados, incluyendo nefropatia diabética, nefropatia terminal, glomerulonefritis,
sindrome de Goodpasture, lesiones por supervivencia de hemodidlisis y reperfusion isquémica renal), enfermedades
neurodegenerativas (y estados y sintomas asociados, incluyendo neurodegeneracion aguda, induccion de IL-1 en el
envejecimiento y enfermedad neurodegenerativa, plasticidad inducida por IL-1 de las neuronas hipotaldmicas e hiper-
reactividad crénica por estrés), oftalmopatias (y estados y sintomas asociados, incluyendo retinopatia diabética, oftal-
mopatia de Graves, y uveitis, osteoporosis (y estados y sintomas asociados, incluyendo disminucién de la masa dsea
o frecuencia de fractura alveolar, femoral, radial, vertebral o de la mufieca, disminucién de la masa 6sea posmeno-
pdusica, tumores, frecuencia de fracturas o tasa de disminucién de la masa dsea), otitis media (en adultos o nifios),
pancreatitis o acinitis pancredtica, periodontitis o periodontopatia (y estados y sintomas asociados, incluyendo en adul-
tos, de iniciacidn temprana y diabética); enfermedades pulmonares, incluyendo neumopatia crénica, sinusitis cronica,
enfermedad de las membranas hialinas, hipoxia y enfermedad pulmonar en el sindrome de muerte subita del latente
(abreviadamente SIDS por la expresion inglesa (Sudden Infant Death Syndrome); reestenosis; reumatismo incluyendo
artritis reumatoide, nédulos de Aschoff reumaticos, enfermedades reumadticas y miocarditis reumatica; tiroiditis inclu-
yendo tiroiditis linfocitica crénica; infecciones de las vias urinarias incluyendo prostatitis crénica, sindrome del dolor
pélvico crénico y urolitiasis. Trastornos inmunolégicos, incluyendo enfermedades autoinmunitarias, tales como alo-
pecia aerata, miocarditis autoinmune, enfermedad de Graves, oftalmopatias de Graves, esclerosis del liquen, esclerosis
multiple, psoriasis, lupus eritematoso sistémico, esclerosis sistémica, enfermedades del tiroides (por ejemplo bocio y
estruma linfomatosa (tiroiditis de Hashimoto, bocio linfadenoide), trastornos del suefio y sindrome de fatiga crénica y
obesidad (no diabética o asociada con diabetes). Resistencia a las enfermedades infecciosas, tales como leishmaniosis,
lepra, enfermedad de Lyme, carditis de Lyme, malaria, malaria cerebral, meningititis, nefritis tibulo-intersticial aso-
ciada con malaria), que son causadas por bacterias, virus (por ejemplo citomegalovirus, encefalitis, virus de Epstein-
Barr, virus de la inmunodeficiencia humana, virus de la gripe) o protozoos (por ejemplo, Plasmodium falciparum, tri-
panosomas). traumatismo, incluyendo traumatismo cerebral (incluyendo ictus e isquemias, encefalitis, encefalopatias,
epilepsia, lesion cerebral perinatal, convulsiones febriles, SIDS y hemorragias subaracnoidea), bajo peso al nacer (por
ejemplo pardlisis cerebral), lesiones pulmonares (lesiones pulmonares hemorragicas agudas, sindrome de Goodpas-
ture, reperfusion isquémica aguda), disfuncién miocérdica, causada por contaminantes laborales y medioambientales
(por ejemplo sensibilidad al sindrome del aceite toxico y silicosis), traumatismo por radiacién, y eficacia de las respues-
tas de cicatrizacién de heridas (por ejemplo heridas por quemaduras o térmicas, heridas crénicas, heridas quirdrgicas
y lesiones de la médula espinal). Sensibilidad a neoplasias, incluyendo metdstasis osteolitica asociadas a cdncer de
mama, caquexia, cancer colo-rectal, enfermedades hiper-proliferantes, enfermedad de Hodgkin, leucemias, linfomas,
enfermedades metabdlicas y tumores, metdstasis, mielomas y diversos cdnceres (incluyendo de mama, prdstata, ova-
rio, colon, pulmoén, etc), anorexia y caquexia. Regulacién hormonal incluyendo fertilidad/fecundidad, probabilidad de
un embarazo, incidencia de parto prematuro, complicaciones prenatales y neonatales incluyendo bajo peso al nacer
prematuro, pardlisis cerebral, septicemia, hipotiroxinemia, dependencia del oxigeno, deformidad craneal, menopausia
temprana. Una respuesta del sujeto a trasplantes (rechazo o aceptacion), respuesta en fase aguda (por ejemplo, respues-
ta febril), respuesta inflamatoria general, respuesta a la dificultad respiratoria aguda, respuesta inflamatoria sistémica
aguda, cicatrizacion de heridas, adherencia, respuesta inmuno-inflamatoria, respuesta neuroendocrina, desarrollo y re-
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sistencia a la fiebre, respuesta en fase aguda, respuesta al estrés, sensibilidad a enfermedades, estrés por movimiento
repetitivo, epicondilitis, y tratamiento y respuesta del dolor.

Las frases “interrupcion del gen” e “interrupcion dianizada” o cualquier frase similar se refieren a la interrupcién
especifica de un sitio de una secuencia de DNA de modo que se impida la expresion de ese gen en la célula en
comparacién con la copia de tipo natural del gen. La interrupcion puede ser causada por deleciones, inserciones o
modificaciones en el gen o cualquiera de sus combinaciones.

El término “haplotipo” como se usa en la presente memoria estd destinado a referirse a un conjunto de alelos que
se heredan juntos como un grupo (estdn en desequilibrio de ligamiento) a niveles estadisticamente significativos (Peor
< 0,05). Como se usa en la presente memoria, la frase “un haplotipo de IL-1" se refiere a un haplotipo en los loci de
IL-1. Un haplotipo de IL-1 inflamatorio o pro-inflamatorio se refiere a un haplotipo que es indicativo de actividades
agonistas aumentadas y/o antagonistas disminuidas. Un haplotipo inflamatorio o pro-inflamatorio de IL-1 se refiere
también a un haplotipo que es indicativo de una expresion alterada de los genes IL-1, tales como una expresién
aumentada de IL-1B.

Los términos “agrupacién de genes IL-1 ” y “loci de IL-1” como se usan en la presente memoria incluyen la
totalidad del dcido nucleico en o cerca de la regién 2q13 del cromosoma 2, incluyendo al menos los genes IL-1A, IL-
1B y IL-1RN y cualesquiera otras secuencias unidas. (Nicklin et al., Genomics 19: 382-84, 1994). Los términos “IL-
1A”, “IL-1B”, y “IL-1RN” como se usan en la presente memoria se refieren a los genes que codifican los antagonistas
de los receptores de IL-1A, IL-1B, y IL-1, respectivamente. Los niimeros de acceso a los genes (en el banco de datos
GenBank) para IL-1A, IL-1B, y IL-1RN son X03833, X04500, y X64532, respectivamente.

“Mutacién funcional de IL-1” se refiere a una mutacién dentro de la agrupacién de genes IL-1 que da como
resultado un fenotipo alterado (es decir, afecta a la funcién de un gen o proteina de IL-1).Ejemplos incluyen: el alelo
2 de IL-1A(+4845), el alelo 2 de IL-1B (+3954), el alelo 2 de IL-1B (+6912), el alelo 1 de IL-IB (+3737), el alelo 1
de IL-1B (-1468); y el alelo 2 de IL-1RN (+2018).

“Alelo Y de IL-1X (Z)” se refiere a una forma alélica particular, denominada Y, que estd presente en un sitio
polimoérfico del locus IL-1 en el gen X, en donde X es IL-1A, B o RN y situado en o cerca del nucléotido Z, en
donde el nucléotido Z estd numerado con respecto al sitio del comienzo transcripcional principal, que es el nucléotido
+1, del gen X particular de IL-1. Como se usa ademds en la presente memoria, la expresién “alelo (Z) de IL-1X”
se refiere a todos los alelos de un sitio polimérfico en IL-1 en el gen X posicionado en o cerca del nucléotido Z.
Por ejemplo, la expresién “alelo IL-1RN (+2018)” se refiere a formas alternativas del gen IL-1RN en el marcador
+2018. “Alelo 1 de L-1RN (+2018)” se refiere a una forma del gen IL-1RN que contiene una citosina (C) en la
posicion +2018 de la cadena con sentido. Clay et al., Hum. Genet. 97:723-26, 1996. “Alelo 2 de IL-1RN (+2018)”
se refiere a una forma del gen IL-1RN que contiene una timina en la posicién (T) 42018 de de la cadena positiva
(+). Cuando un sujeto tiene dos alelos IL-1RN idénticos, se dice que el sujeto es homocigético, o que tiene un estado
homocigético. Cuando un sujeto tiene dos alelos IL-1RN diferentes, se dice que el sujeto es heterocigdtico, o que tiene
el estado heterocigético. La expresion “alelo 2,2 de IL-1RN (+2018)” se refiere al estado 2 del alelo 2 de IL-1 RN
(+2018) homocigdtico. Inversamente, la expresion “alelo 1,1 de IL-1RN (+2018)” se refiere al estado del alelo 1 de
IL-1RN (+2018) homocigético. La expresion “alelo 1,2 de IL-1RN (+2018)” se refiere a los estados 1 y 2 del alelo
heterocigético.

“Relacionado con IL-1” como se usa en la presente memoria se emplea para incluir todos los genes relacionados
con los genes del locus IL-1 humano en el cromosoma 2 humano (2q 12-14). Estos incluyen los genes IL-1 de la
agrupacion de genes IL-1 humanos localizada en el cromosoma 2 (2q 13-14) que incluye: el gen IL-1A que codifica
interleuquina- 1, el gen IL-1B gene que codifica interleuquina-18, y el gen IL-1RN (o IL-1ra) que codifica el antago-
nista del receptor de interleuquina-1. Ademas, estos genes IL-1 relacionados incluyen los genes de los receptores de
IL-1 de tipo I y tipo II localizados en el cromosoma 2 (2q 12) y sus homdlogos de ratén localizados en el cromosoma
1 del ratén en la posicion 19,5 cM. La interleuquina-1e, la interleuquina-14 y la interleuquina-1RN estdn relaciona-
das tanto mas cuanto que todas se unen a los receptores de tipo 1 de IL-1, sin embargo sélo la interleuquina-l1a y la
interleuquina-13 son ligandos agonistas que activan los receptores de tipo I de IL-1, mientras que la interleuquina-
IRN es un ligando antagonista que se presenta de modo natural. Cuando se usa el término “IL-1" con referencia un
producto o polipéptido génico, pretende significar que se refiere a todos los productos génicos codificados por el locus
de la interleuquina-1 en el cromosoma 2 (2q 12-14) humano y sus homdélogos correspondientes de otras especies o
sus variantes funcionales. El término IL-1 incluye por tanto los polipéptidos secretados que promueven una respuesta
inflamatoria, tal como IL-1a y IL-1p, asi como un polipéptido secretado que antagoniza las respuestas inflamatorias,
tales como el antagonista del receptor de IL-1 y el receptor de tipo II de IL-1 (sefiuelo).

Un “receptor de IL-1" o “IL-1R” se refiere a receptores proteinicos unidos a la membrana de diversas células capa-
ces de unirse a, y/o transducir, una sefial de un ligando codificado por el locus IL-1. El término se aplica a cualquiera
de las proteinas que son capaces de unirse a moléculas de interleuquina-1 (IL-1) y, en su configuracién natural como
proteinas de membrana en el plasma de mamifero, desempefian presumiblemente una funcién en transducir la sefial
proporcionada por IL-1 a una célula. Como se usa en la presente memoria, el término incluye analogos de las proteinas
naturales con unién a IL-1 o actividad transductora de sefiales. Ejemplos incluyen los receptores de IL-1 humanos y de
muridos descritos en la Patente de EE.UU. N° 4.968.607. La expresién “dcido nucleico de IL-1" se refiere a un acido
nucleico que codifica una proteina IL-1.
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Un “polipéptido IL-1 y “proteina IL-1" se emplea para abarcar polipéptidos que comprenden la secuencia de ami-
nodcidos codificada por las secuencias del DNA gendmico de IL-1 mostradas en la Figuras 1, 2, y 3, o sus fragmentos,
y sus homoélogos e incluyen polipéptidos agonistas y antagonistas.

“Riesgo aumentado” se refiere a una frecuencia estadisticamente superior de que se produzca la enfermedad o
estado en un individuo que lleva un alelo polimérfico particular en comparacion con la frecuencia de que se produzca
la enfermedad o estado en un miembro de una poblacién que no lleva el alelo polimérfico particular.

El término “interactuar” tal como se usa en la presente memoria se emplea para significar relaciones o asocia-
ciones detectable (por ejemplo, interactuaciones bioquimicas) entre moléculas naturales, tales como interactuaciones
entre proteina-proteina, proteina-acido nucleico, dcido nucleico-dcido nucleico y proteina-molécula pequefia o dcido
nucleico-molécula pequeiia.

El término “aislado” como se una en la presente memoria con respecte a dcidos nucleicos, tales como DNA o
RNA, se refiere a moléculas separadas de otros DNA o RNA, respectivamente, que estdn presentes en la fuente natural
de la macromolécula. Por ejemplo, un 4cido nucleico aislado que codifica uno de los polipéptidos IL-1 objeto incluye
no mds de 10 kilobases (kb) de la secuencia del dcido nucleico que flanquea natural e inmediatamente el gen IL-1
en el DNA genémico, mds preferiblemente no mds de 5 kb de dichas secuencias flanqueantes que se presentan de
modo natural, y mds preferiblemente menos de 1,5 kb de dichas secuencias flanqueante que se presentan de modo
natural. El término aislado como se usa en la presente memoria se refiere también a un 4cido nucleico o péptido que
estd sustancialmente exento de material celular, material viral, o medio de cultivo cuando es producido por técnicas de
DNA recombinante, o precursores quimicos u otros productos quimicos cuando se sintetiza quimicamente. Ademas,
un “dcido nucleico aislado” se emplea para incluir fragmentos de un 4cido nucleico que no se presentan de modo
natural como fragmentos y no se encontrarian en estado natural. El término “aislado” se usa también en la presente
memoria para referirse a polipéptidos que estdn aislados de otras proteinas celulares y se emplea para abarcar tanto
polipéptidos purificados como recombinantes.

Un animal transgénico activado (“knock-in”) se refiere a un animal no humano que ha tenido un gen modificado
introducido en su genoma y el gen modificado puede ser de origen exdgeno o endégeno.

Un animal transgénico inactivado (“knock-out”) se refiere a un animal no humano en el cual hay una supresién
parcial o completa de la expresién de un gen endégeno (por ejemplo, basado en la delecién de al menos una porcién
del gen, reemplazamiento de al menos una porcién del gen con una segunda secuencia, introduccién de codones de
parada, mutacién de bases que codifican aminodcidos criticos, o la eliminacién de un empalme de intrones, etc.).

Una “construccion desactivada (knock-out)” se refiere a una secuencia de dcido nucleico que se puede usar para
disminuir o suprimir la expresién de una proteina codificada por secuencias de DNA enddgeno en una célula. En un
ejemplo sencillo, la construccion desactivada estd constituida por un gen, tal como el gen IL-1RN, con una delecién
en una porcién critica del mismo, de modo que no se puede expresar a partir del mismo la proteina activa. Alternati-
vamente, a un gen natural se le pueden afiadir cierto nimero de codones de terminacién para provocar la terminacién
temprana de la proteina o puede ser desactivado un empalme de intrones. En una tipica construccién desactivada,
alguna porcién del gen estd reemplazada con un marcador seleccionable (tal como el gen neo) de modo que el gen
puede ser representado como sigue: IL-1RN 5°/neo/ IL-1RN 3’, donde IL-1RNS5’ y IL-1RN 3’, se refieren a secuencias
genémicas o de cDNA que estdn, respectivamente en una posicion situada hacia el extremo 5 y respectivamente en
una posicidn situada hacia el extremo 3’, respectivamente con respecto a una porcién del gen 1L-1RN y donde neo se
refiere a un gen de resistencia a neomicina. En otra construccién desactivada, un segundo marcador seleccionable esta
afiadido en una posicién flanqueante de modo que el gen puede ser representado como: IL-1RN/neo/IL-1RN/TK, don-
de TK es un gen de la timidina-quinasa que puede ser afiadido a la secuencia IL-1RNS5’ o 1L-1RN3’ de la construccién
precedente y que ademds puede ser seleccionado contra (es decir, es una marcador seleccionable negativo) en medios
apropiados. Esta construccidon de dos marcadores permite la seleccion de eventos de recombinacion homologos, que
elimina el marcador con TK flanqueante, a partir de eventos de recombinacién no homélogos que tipicamente retie-
nen las secuencias TK. La delecion y/o el reemplazamiento de genes pueden ser de exones, intrones, especialmente
empalmes de intrones, y/o las regiones reguladoras tales como los promotores.

“Desequilibrio de ligamiento” se refiere a la herencia conjunta de dos alelos a frecuencias mayores que la que
se podria esperar a partir de las frecuencias separadas que presentan cada alelo en una poblacién de control dada.
La frecuencia esperada de presentacién de dos alelos que se heredan conjuntamente es la frecuencia del primer alelo
multiplicada por la frecuencia del segundo alelo. Los alelos que se presentan conjuntamente a las frecuencias esperadas
se dice que estdn en “desequilibrio de ligamiento”. La causa del desequilibrio de ligamiento frecuentemente no esta
clara. Puede ser debida a la seleccidn para ciertas combinaciones de alelos o a la mezcla reciente de poblaciones
genéticamente heterogéneas. Ademads, en el caso de marcadores que estén vinculados muy fuertemente a un gen de
una enfermedad, se espera una asociacién de un alelo (o grupo de alelos unidos) con el gen de la enfermedad si la
mutacién de la enfermedad ocurrié en pasado reciente, de modo que no transcurrido suficiente tiempo para que sea
conseguido el equilibrio a través de los eventos de recombinacion en la regién cromosémica especifica. Cuando se hace
referencia a modelos alélicos que estan constituidos por mds de un alelo, un primer modelo alélico estd en desequilibrio
de ligamiento con un segundo modelo alélico si todos los alelos que comprende el primer modelo alélico estan en
desequilibrio de ligamiento con al menos uno de los alelos del segundo modelo alélico. Un ejemplo de desequilibrio
de ligamiento es el que ocurre entre los alelos en los sitios polimérficos IL-1RN (+2018) y IL-1RN (VNTR). Los dos
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alelos en IL-1RN (+2018) estdan 100% en desequilibrio de ligamiento con los dos alelos mds frecuentes de IL-1RN
(VNTR), que son el alelo 1 y el alelo 2.

El término “marcador” se refiere a una secuencia del genoma que se sabe que varia entre individuos. Por ejemplo,
el gen IL-1RN tiene un marcador que consiste en un nimero variable de repeticiones en tindem (VNTR).

Un “gen mutado ” o “mutacion” o “mutacién funcional” se refiere a una forma alélica de un gen, que es capaz de
alterar el fenotipo de un sujeto que tiene el gen mutado respecto a un sujeto que no tiene el gen mutado. El fenotipo
alterado causado por una mutacién puede ser corregido o compensado para ciertos agentes. Si un sujeto debe ser
homocigético para esta mutacion que tiene un fenotipo alterado, se dice que la mutacién es recesiva. Si una copia del
gen mutado es suficiente para alterar el fenotipo del sujeto, se dice que la mutacién es dominante. Si un sujeto tiene
una copia del gen mutado y tiene un fenotipo que es intermedio entre el de un sujeto homocigético y el de un sujeto
heterocigético (para ese gen), se dice que la mutacién es co-dominante.

Un “animal no humano” de la invencién incluye mamiferos tales como roedores, primates no humanos, ovejas,
perros, vacas, cabras, etc., anfibios, tales como los miembros del género Xenopus, y aves transgénicas (por ejemplo,
pollos, pdjaros, etc.). La expresion “animal quimérico” se usa en la presente memoria para referirse a animales no
humanos en los cuales se encuentra el gen recombinante, o en los cuales se expresa el gen recombinante en algunas
pero no en todas las células del animal. La expresidn “animal quimérico especifico de tejido” indica que estd presente
uno de los genes IL-1 y/o estd expresado o interrumpido en algunos tejidos pero no en otros. El término “mamifero”
se refiere a cualquier miembro de la clase mamifero, excepto seres humanos.

Como se usa en la presente memoria, el término “dcido nucleico” se refiere a polinucléotidos u oligonucleétidos,
tales como 4cido desoxirribonucleico (DNA), y, cuando sea apropiado, acido ribonucleico (RNA). El término debe
entenderse también para incluir, como equivalentes andlogos RNA o DNA hechos de andlogos de nucléotidos (por
ejemplo, dcidos nucleicos de péptidos) y como aplicables a la realizacidn que describe polinucléotidos, monocatenarios
(con sentido o antisentido) y bicatenarios.

Los términos “periodontitis” y “periodontopatia” se refieren a un trastorno dental que es el resultado del progre-
so de la gingivitis, que implica inflamacién e infeccion del tejido, incluyendo ligamentos y huesos, que sostienen la
dentadura. La periodontitis es frecuentemente diagnosticada por examen que muestra la encia de color rojo pirpura
hinchada y blanda. Los depdsitos de placa y sarro pueden ser visibles en la base de los dientes, con cavidades alar-
gadas en las encfas. Las encias son indoloras usualmente o suavemente sensibles, salvo que esté presente un absceso
dental. Se pueden perder los dientes y reabsorber las encias. La gravedad de la periodontitis se cuantifica midiendo la
profundidad de las cavidades (PC, también denominada “profundidad de sondeo™) en las cavidades de las encias de
un sujeto.

El término “polimorfismo” se refiere a la coexistencia de mas de una forma de un gen o una de sus porciones (por
ejemplo, variante alélica). Una porcién de un gen del cual hay al menos dos formas diferentes, es decir, dos secuencias
de nucledtidos diferentes, se denomina una “regién polimoérfica de un gen”. Una secuencia genética especifica en una
region polimoérfica de un gen es un alelo. Una regién polimérfica puede ser de un solo nucléotido, cuya identidad
difiere en alelos diferentes. Una regién polimoérfica también puede tener una longitud de varios nucléotidos.

La expresién “propensién a enfermedad,” también “predisposicién” o “sensibilidad” a enfermedad o cualquier
frase similar, significa que ciertos alelos descubiertos por la presente invencion estidn asociados con, o son predictivos
de, una incidencia del sujeto de desarrollar una enfermedad particular (por ejemplo, una enfermedad vascular). Los
alelos estdn por tanto sobre-expresados en frecuencia en individuos con enfermedad en comparacién con los individuos
sanos. Por tanto, estos alelos se pueden usar para predecir la enfermedad incluso en individuos pre-sintomaticos o en
un estado previo a la enfermedad.

“Molécula pequefia” como se usa en la presente memoria, estd destinada a referirse a una composicion, que tiene
un peso molecular de menos de aproximadamente 5 kD y mas preferiblemente aproximadamente 4 kD. Moléculas
pequeiias pueden ser dcidos nucleicos, péptidos, péptido-miméticos, carbohidratos, lipidos u otras moléculas organicas
o0 inorgdnicas.

Como se usa en la presente memoria, la expresion “se hibrida especificamente ” o “detecta especificamente” se
refiere a la capacidad de una molécula de 4cido nucleico de hibridarse a al menos aproximadamente 6 nucléotidos
consecutivos de un dcido nucleico de una muestra.

“Secuencia reguladora transcripcional” es un término genérico usado a través de la memoria para referirse secuen-
cias de DNA, tales como sefiales de iniciacién, potenciadores, y promotores, que inducen o controlan la transcripcién
de secuencias codificadoras de proteinas con las que estdn unidos operativamente.

Como se usa en la presente memoria, el término “transgén” significa una secuencia de acido nucleico (que codifica,
por ejemplo, uno de los polipéptidos IL-1 o un de transcrito antisentido para el mismo) que ha sido introducido en
una célula. Un transgén podria ser parcial o enteramente heter6logo, es decir, extrafio, al animal o célula transgénico
en el cual estd introducido, o, es homodlogo para un gen endégeno del animal o célula transgénico en el cual estd
introducido, pero que estd disefiado para ser insertado, o estd insertado, en el genoma del animal de tal modo que
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altera el genoma de la célula en la cual estd insertado (por ejemplo, estd insertado en una localizacién que difiere del
gen natural o su insercién da como resultado una inactivacién o knockout). Un transgén puede estar presente también
en una célula en forma de un episoma. Un transgén puede incluir una o mds secuencias reguladoras de la transcripcién
y cualquier otro 4cido nucleico, tal como intrones, que pueden ser necesarios para la expresioén Optima de un acido
nucleico seleccionado.

Un “animal transgénico” se refiere a un mamifero preferiblemente no humano, un ave o un anfibio, en el cual una o
mas de las células del animal contienen dcido nucleico heterélogo introducido por medio de intervencién humana, tal
como métodos transgénicos muy conocidos por los expertos en la técnica. El dcido nucleico se introduce en la célula,
directa o indirectamente mediante la introduccién en un precursor de la célula, por medio de manipulacién genética
deliberada, tal como por micro-inyeccién o por infecciéon con un virus recombinante. La expresion manipulacién
genética no incluye cria cruzada clésica, o fertilizacién in vitro, sino que mas bien estd dirigida a la introduccién
de una molécula de DNA recombinante. Esta molécula puede estar integrada con un cromosoma, o puede ser DNA
que se replica extra-cromosémicamente. En los animales transgénicos tipicos descritos en la presente memoria, el
transgén hace que las células expresen una forma recombinante de uno de los polipéptidos de IL-1, por ejemplo
formas agonisticas o antagonisticas. Sin embargo, también estdn considerados los animales transgénicos en los cuales
el gen recombinante es silencioso, como por ejemplo, la construccién dependiente de recombinasa FLP o CRE descrita
mas adelante. Ademads, “animal transgénico” también incluye los animales recombinantes no humanos en los cuales
la interrupcién de genes de uno o mds genes es causada por intervencién humana, incluyendo tanto recombinacién
como técnicas antisentido. El término estd destinado a incluir todas las generaciones de la progenie. Por tanto, estin
incluidos el animal fundador y todos los F1, F2, F3, y asi sucesivamente, de su progenie.

El término “tratamiento” como se usa en la presente memoria se pretende que abarque el curado, asi como la
mejora de al menos un sintoma de un estado o enfermedad.

El término “vector” se refiere a una molécula de 4cido nucleico, que es capaz de transportar otro dcido nucleico al
cual ha estado unido. Un tipo de vector preferido es un episoma, es decir, un 4cido nucleico capaz de replicacion extra-
cromosOmica. Los vectores preferidos son los capaces de replicaciéon auténoma y/o expresion de 4cidos nucleicos a
los cuales estan unidos. Los vectores capaces de dirigir la expresion de genes a los que estdn unidos operativamente
se denominan en la presente memoria “vectores de expresion”. En general, los vectores de expresion de utilidad en
técnicas de DNA recombinante estdn frecuentemente en la forma de “pldsmidos” que se refieren generalmente a bucles
de DNA bicatenario circular lo cuales, en su forma de vectores no se encuentran en el cromosoma. En la presente
memoria, “pldsmido” y “vector” se usan intercambiablemente puesto que el plasmido es la forma mds cominmente
usada de vector. Sin embargo, la invencién estd destinada a incluir dichas otras formas de vectores de expresién que
sirven como equivalentes funcionales y que han llegado a ser conocidos en la técnica con posterioridad a esto.

El término “alelo de tipo natural” se refiere a un alelo de un gen que, cuando estd presente en dos copias en un sujeto
da como resultado un fenotipo de tipo natural. Puede haber diferentes de alelos de tipo natural de un gen especifico,
puesto que ciertos cambios de nucledtidos en un gen no pueden afectar al fenotipo de un sujeto que tiene dos copias
del gen con los cambios de nucléotidos.

4.2 Medicina predictiva
4.2.1. Haplotipos inflamatorios de IL-1 y su asociacion con ciertas enfermedades o estados

La presente invencion se basa al menos en parte, en la identificacién de ciertos modelos de haplotipos inflamato-
rios y la asociacion (hasta una extension estadisticamente significativa) de estos modelos con el desarrollo de ciertas
enfermedades o estados. Por tanto, la deteccién de los alelos que comprenden un haplotipo, solo o junto con otros
medios en un sujeto puede indicar que el sujeto tiene o estd predispuesto al desarrollo de una enfermedad o estado. Sin
embargo, debido a que estos alelos estan en desequilibrio de ligamiento con otros alelos, la deteccion de dichos otros
alelos unidos puede indicar también que el sujeto tiene o estd predispuesto al desarrollo de una enfermedad o estado
particular. Por ejemplo, el haplotipo 44112332 comprende el siguiente fenotipo:

alelo 4 del marcador 222/223 de IL-1A
alelo 4 del marcador gz5/gz6 de IL-1A
alelo 1 del marcador -889 de IL-1A
alelo 1 del marcador +3954 de IL-1B
alelo 2 del marcador -511 de IL-1B
alelo 3 del marcador gaat.p33330
alelo 3 del marcador Y31

alelo 2 de +2018 de IL-1RN

alelo 1 de +4845 de IL-1A

alelo 2 del marcador VNTR de IL-1RN

12



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2356 167 T3

Otros tres polimorfismos en un exén alternativo de IL-1RN (exén lic, que produce una forma intracelular del pro-
ducto génico) estdn también en desequilibrio de ligamiento con el alelo 2 de IL-1RN (VNTR) (Clay et al., (1996)
Hum. Genet. 97:723-26). Estos incluyen: el ex6n lic (1812) de IL-1RN (GenBank: X77090 en 1812); el polimorfismo
del ex6n lic (1868) de IL-1RN (GenBank: X77090 en 1868); y el polimorfismo del exén lic (1887) de IL-1RN (Gen-
Bank: X77090 en 1887). Ademads, todavia otro polimorfismo en el promotor para la forma intracelular empalmada
alternativamente del gen, el polimorfismo Pic (1731) (GenBank: X77090 en 1731), estd también en desequilibrio de
ligamiento con el alelo 2 del locus polimérfico (VNTR) de IL-1RN. Para cada uno de estos loci, se ha determinado la
variante de secuencia del alelo 2 en desequilibrio de ligamiento con el alelo 2 del locus (VNTR) de IL-1RN (Clay et
al., (1996) Hum. Genet. 97:723-26).

El haplotipo 33221461 haplotipo comprende el siguiente genotipo:

alelo 3 del marcador 222/223 de IL-1A
alelo 3 del marcador gz5/gz6 de IL-1A
alelo 2 del marcador -889 de IL-1A
alelo 2 del marcador +3954 de IL-1B
alelo 1 del marcador -511 de IL-1B
alelo 4 del marcador gaat.p33330
alelo 6 del marcador Y31

alelo 1 de +2018 de IL-1RN

alelo 2 de +4845 de IL-1A

alelo 1 del marcador VNTR de IL-1RN

Los individuos con el haplotipo 44112332 son tipicamente sobre-productores tanto de proteinas IL-1a como IL-
18, por estimulacién. En contraste, los individuos con el haplotipo 33221461 son tipicamente sub-productores de IL-
1ra. Cada haplotipo da como resultado una respuesta pro-inflamatoria neta. Cada alelo dentro de un haplotipo puede
tener un efecto, asi como un efecto de genotipo compuesto. Ademads, pueden estar asociadas enfermedades particulares
con ambos modelos de haplotipos.

La Tabla 1 siguiente expone un nimero de marcadores de genotipo y diversas enfermedades y estados a los cuales

se ha encontrado que estdn asociados estos marcadores en una extension estadisticamente significativa.

TABLA 1

Asociacion de marcadores de genes del haplotipo IL-1 con ciertas enfermedades

GENOTIPO IL-1A IL-1A IL-1B IL-1B IL-1RN
(-889) | (+4845) | (-511) | (+3954) | (+2018)
ENFERMEDAD
Periodontopatia (*2) *2 *2
Estenosis de las arterias coronarias *2 *2
Osteoporosis *2
Diabetes dependiente de insulina *2
Retinopatia diabética *1
Enfermedades renales en la fase final (+)
Nefropatia diabética *2
Fibrosis hepética (alcohdlicos japoneses) (+)
IAlopecia areata *2
Enfermedad de Graves *2
Oftalmopatia de Graves ()
Enfermedad extratiroidal (+)
Lupus eritematoso sistémico *2
Esclerosis del liquen *2
Artritis (+)
IArtritis crénica juvenil *2
IArtritis reumatoide (+)
Diabetes dependiente de insulina *2 *2 VNTR
Colitis ulcerante *2
Asma *2 *2
Esclerosis multiple (*2) *2VNTR
Menopausia de iniciacién temprana *2
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También se describen en la presente memoria alelos y haplotipos de IL-1B adicionales que modulan la expresion
y los estados inflamatorios de IL-153. En la presente memoria se describen los SNP en las posiciones -3737 de IL-
1B y -1468 de IL-1B. Los individuos con un haplotipo que incluye el alelo 1 de IL-1B (-511), el alelo 1 de IL-1B
(-1468) y el alelo 2 de IL-1B (-3737) son tipicamente sobre-productores de ambas proteinas IL-1/, por estimulacion.
Los individuos con un haplotipo que incluye el alelo 1 de IL-1B (-511), el alelo 1 de IL-1B (-1468) y el lelo 1 de
IL-1B (-3737) son también tipicamente sobre-productores de ambas proteinas IL-145. En contraste, los individuos con
un haplotipo que incluye el alelo 2 de IL-1B (-511), el alelo 2 de IL-1B (-1468) y el alelo 1 de IL-1B (-3737) son
tipicamente sub-productores de IL-1. Cada alelo dentro de un haplotipo puede tener un efecto, asi como un efecto de
genotipo compuesto. Ademds, pueden estar asociadas enfermedades particulares con ambos modelos de haplotipos.
Debe advertirse que el SNP en la posicién -1468 de IL-1B también ha sido etiquetado IL-1B (-1464) y IL-1B (-1473).
(Véase, Lee, et al, J. Gastroenterol. 2004, 39:429-433).

Ademais de los modelos alélicos descritos anteriormente, como se describe en la presente memoria, un experto en
la técnica puede identificar facilmente otros alelos (incluyendo polimorfismos y mutaciones) que estén en desequili-
brio de ligamiento con un alelo asociado con una enfermedad o trastorno. Por ejemplo, puede recogerse una muestra
de un 4cido nucleico de un primer grupo de sujetos sin un trastorno particular, asi como DNA de un segundo grupo de
sujetos con el trastorno. Las muestras de dcido nucleico pueden ser comparadas para identificar los alelos que estidn
sobre-representados en el segundo grupo comparado con el primer grupo, en donde dichos alelos estdn supuestamente
asociados con un trastorno, que es causado por, o al que contribuye, una regulacién inapropiada de la interleuquina 1.
Alternativamente, pueden ser identificados los alelos que estdn en desequilibrio de ligamiento con un alelo que esta
asociado con el trastorno, por ejemplo, genotipificando una poblacién grande y realizando una andlisis estadistico para
determinar que alelos aparecen mds usualmente juntos que lo esperado. Preferiblemente el grupo se elige para estar
constituido por individuos relacionados. Genéticamente los individuos relacionados incluyen individuos de la misma
raza, el mismo grupo étnico, o incluso la misma familia. A medida que aumenta el grado de relacién genética entre un
grupo de control y un grupo de ensayo, aumenta el valor predictivo de los alelos polimérficos que estan incluso mas
distantemente ligados a un alelo causante de enfermedad. Esto es porque ha transcurrido menos tiempo evolutivo para
permitir polimorfismos que estén ligados a lo largo de un cromosoma en una poblacién fundadora para redistribuirse a
través de eventos de cruzamientos genéticos. Por tanto se pueden desarrollar andlisis de genotipificacion para el diag-
néstico especifico de raza, especifico de etnia e incluso especifico de familia para la deteccién de alelos de enfermedad
que surgieron en incluso tiempos m4s recientes de la evolucién humana, por ejemplo, después de la divergencia de las
principales razas humanas, después de la separacion de las poblaciones humanas en distintos grupos étnicos, e incluso
dentro de la historia reciente de una linea familiar particular.

El desequilibrio de ligamiento entre dos marcadores polimdrficos o entre un marcador polimérfico y una mutacién
causante de una enfermedad es un estado metaestable. Estando ausente la presion selectiva o la presentacion reiterada
ligada esporadica de los eventos mutacionales subyacentes, los polimorfismos llegaran a estar finalmente disociados
por los eventos de recombinacién cromosémica y alcanzardn por tanto el equilibrio de ligamiento a través del curso de
la evolucién humana. Por tanto, la probabilidad de encontrar un alelo polimérfico en desequilibrio de ligamiento con
una enfermedad o estado puede aumentar con cambios en al menos dos factores: disminucién de la distancia fisica
entre el marcador polimérfico y la mutacién causante de la enfermedad, y disminucién del nimero de generaciones
meidticas disponibles para la disociacion del par ligado. La consideracion del dltimo factor sugiere que, cuanto mas
estrechamente estén relacionados dos individuos mds probablemente compartirdn un cromosoma o regién cromosomi-
ca parental comiin que contiene los polimorfismos ligados y menos probablemente que este par ligado habra llegado
a desligarse a través de los eventos de cruzamiento meidtico que ocurren en cada generacién. Como resultado, cuanto
mads estrechamente relacionados estén dos individuos, mds probablemente es que sean heredados conjuntamente los
polimorfismos ampliamente espaciados. Por consiguiente, para individuos relacionados por raza, etnicidad o familia
comunes, la fiabilidad de los loci polimérficos incluso los més distantemente espaciados puede ser fiable como un
indicador de la herencia conjunta de una mutacién causante de una enfermedad ligada.

Se pueden disefiar sondas apropiadas para hibridarse a un gen especifico del locus IL-1, tal como IL-1A, IL-1B o
IL-1RN o un gen relacionado. Estas secuencias de DNA gendmicos se muestran en las Figuras 3, 4 y 5, respectiva-
mente, y corresponden ademds a la SEQ ID NOS. 1, 2 y 3, respectivamente. Alternativamente, estas sondas pueden
incorporar otras regiones de locus genémicos relevantes, incluyendo secuencias intergénicas. Realmente la regién 1L-
1 del cromosoma 2 humano abarca unas 400.000 pares de bases y, suponiendo una media de un polimorfismo de un
solo nucledtido cada 1.000 pares de bases, incluye unos 400 loci de SNP solamente. Incluso otros polimorfismos dispo-
nibles para uso con la presente invencidn son obtenibles desde diversas fuentes publicas. Por ejemplo, la base de datos
del genoma humano retine los SNP intragénicos, es buscable por secuencias y usualmente contiene aproximadamen-
te 2.700 entradas (http://hgbase.interactiva.de). También estd disponible una base de datos de polimorfismo humano
mantenida por el Massachusetts Institute of Technology (MIT SNP database (http://www.genome.wi.mit.edu/SNP/
human/index.html)). A partir de dichas fuentes se pueden encontrar los SNP, asi como otros polimorfismos humanos.

Por ejemplo, el examen de la regién de IL-1 del genoma humano en una cualquiera de estas bases de datos re-
vela que los genes de locus IL-1 estdn flanqueados por un marcador polimérfico préximo al centrémero denominado
marcador microsatélite AFM220ze3 en 127,4 cM (centiMorgans) (véase N° de acceso en GenBank Z17008) y un
marcador polimérfico distal denominado marcador de anclaje microsatélite AFMO087xal en 127,9 cM (véase N° de
acceso en GenBank Z16545). Estos loci polimérficos humanos son ambos polimorfismos microsatélites de repeticion
del dinucleétido CA, y, como tales, muestran un alto grado de heterocigosidad en poblaciones humanas. Por ejem-
plo, un alelo de AFM220ze3 genera un producto de amplificacién por PCR de 211 pb con un cebador en 5’ de la
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secuencia TGTACCTAAGCCCACCCTTTAGAGC (SEQ ID No. 4) y un cebador en 3’ de la secuencia TGGCCTC
CAGAAACCTCCAA (SEQ ID No. 5). Ademds, un alelo de AFM087xal genera un producto de amplificacién por
PCR de 177 pb con un cebador en 5’ de la secuencia GCTGATATTCTGGTGGGAAA (SEQ ID No. 6) y un cebador
en 3’ de la secuencia GGCAAGAGCAAAACTCTGTC (SEQ ID No. 7).

El promotor IL-1B humano es de interés en identificar polimorfismos asociados con la produccién alterada de
IL-18. Se usan dos conjuntos de cebadores para amplificar el promotor IL-1B que contienen extremos 3’ diferen-
tes. Los cebadores IL-1BF1 5’cccACGCGTGAGTGAAAGGAATCCCGTTAGAAGT (SEQ ID NO: 33) y IL-1BR2
5°cccACGCGTGCCTGTTGTGCCTTGTGCCTCGAAG (SEQ ID NO: 34) se usan para generar el fragmento del
promotor IL-1B, IL-1BS, (+32 a -5326) (S = corto; sin el primer exén). IL-1BR1 5’cccACGCGTGGCTGCTTCAGA
CACCTGTGTA (SEQ ID NO: 35) se usa para generar el fragmento del promotor IL-1BL (+471 a -5326) (L= largo;
que contiene el primer ex6n y el SNP 17 (+45)).

Los cebadores equivalentes que corresponden a secuencias Unicas que presentan 5’ y 3° para estos polimorfismos
de repeticion del dinucledtido CA en el cromosoma 2 humano serdn evidentes para los expertos en la técnica. Los
cebadores equivalentes razonables incluyen los que se hibridan dentro de aproximadamente 1 kb del cebador dise-
fiado, y que ademds estdn en cualquier parte desde aproximadamente 17 pb a aproximadamente 27 pb de longitud.
Una directriz general para disefiar cebadores para la amplificacién de secuencias gendmicas cromosémicas humanas
Unicas es que posean una temperatura de fusion de al menos aproximadamente 50°C, en donde se puede estimar una
temperatura de fusién aproximada usando la formula Ty, = [2xnimero de A o T)+4x(ndmero de G o C)].

Numerosos loci polimérficos estdn presentes entre estos dos polimorfismos de repeticion del dinucléotido CA
y proporcionan dianas adicionales para la determinacién de un alelo de prondstico en una familia u otro grupo de
individuos genéticamente relacionados. Por ejemplo, el sitio web del National Center for Biotechnology Information
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genemap/) contiene un lista de cierto nimero de marcadores de polimorfismo en la regién
del locus IL-1 y proporciona una guia para disefiar cebadores apropiados para la amplificacién y andlisis de esos
marcadores.

Por consiguiente, los segmentos nucleotidicos de la invencién pueden usarse por su capacidad para formar selec-
tivamente moléculas diplex con tramos complementarios de cromosoma 2 humano, q12-13 o cDNA de esa regién o
proporcionar cebadores para la amplificaciéon del DNA o el cDNA de esta regién. El disefio de sondas apropiadas para
este fin requiere la consideracion de cierto nimero de factores. Por ejemplo, los fragmentos que tienen una longitud
de entre 10, 15 o 18 nucléotidos hasta aproximadamente 20, o a aproximadamente 30 nucléotidos, encontrardn una
utilidad particular. Las secuencias mds largas, por ejemplo, 40, 50, 80, 90, 100, incluso hasta la longitud completa, son
incluso mas preferidas para ciertas realizaciones. Las longitudes de oligonucleétidos de al menos aproximadamente
18 a 20 nucléotidos son bien aceptadas por los expertos en la técnica como suficiente para permitir una hibridacién
suficientemente especifica para ser ttil como sonda molecular. Ademas dependiendo de la aplicacion prevista, se po-
dran emplear condiciones variables de hibridacion para conseguir grados variables de selectividad de sonda para la
secuencia diana. Para aplicaciones que requieren alta selectividad, se deseard tipicamente emplear condiciones relati-
vamente estrictas para formar los hibridos. Por ejemplo, condiciones de sal relativamente bajas y/o alta temperatura,
tales como las proporcionadas por NaCl 0,02 M — 0,15 M a temperaturas de aproximadamente 50°C a aproximada-
mente 70°C. Dichas condiciones selectivas pueden tolerar poco, si existe, desapareamiento entre la sonda y la cadena
molde o diana.

En un sujeto se pueden detectar o monitorizar otros alelos u otros indicios de un trastorno junto con la deteccién
de los alelos descritos antes, por ejemplo, identificar espesores de paredes de vasos sanguineos (por ejemplo, como se
mide por ultrasonido), o si el sujeto es fumador, bebedor, tiene sobrepeso o si estd sometido a estrés o a ejercicios.

4.2.2 Deteccion de alelos

Hay disponibles muchos métodos para detectar alelos especificos en loci polimérficos humanos. El método prefe-
rido para detectar un alelo polimérfico especifico dependerd, en parte, de la naturaleza molecular del polimorfismo.
Por ejemplo, las diversas formas alélicas del locus polimérfico pueden diferir en un solo par de bases del DNA. Dichos
polimorfismos de un solo nucléotido (o SNP) son los principales contribuyentes a la variacion genética, que compren-
de un 80% de todos los polimorfismos conocidos, y su densidad en el genoma humano se estima que es por término
medio de 1 por cada 1.000 pares de bases. Los SNP son muy frecuentemente bialélicos que se presentan en solamente
dos formas diferentes (aunque son tedricamente posibles hasta cuatro formas diferentes de un SNP, correspondientes
a las cuatro bases de nucledtidos diferentes que existen en el DNA). No obstante, los SNP son mutacionalmente mas
estables que otros polimorfismos, lo que les hace adecuados para estudios de asociacion en los cuales el desequili-
brio de ligamiento entre marcadores y una variante desconocida se usa para cartografiar mutaciones causantes de una
enfermedad. Ademds, debido a que los SNP tienen tipicamente solo dos alelos, pueden ser sometidos a genotipifica-
cién mediante un sencillo ensayo mds/menos en lugar de una medida prolongada, lo que les hace mas susceptibles de
automatizacion.

Una variedad de métodos estd disponible para detectar la presencia de polimorfismo de un solo nucleétido par-
ticular en un individuo. Los avances en este campo han proporcionado precision, facilidad y genotipificacién de los
SNP barato y a gran escala. Muy recientemente, por ejemplo, se han descrito nuevas técnicas que incluyen hibridacién
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dindmica especifica de alelos (abreviadamente DASH por la expresion inglesa Dynamic Allele-Specific Hybridiza-
tion), electroforesis en gel diagonal en matrices de microplacas, abreviadamente MADGE por la expresién inglesa
Microplate Array Diagonal Gel Electrophoresis), piro-secuenciacion, ligamiento especifico de oligonucleétidos, el
sistema TagMan, asi como diversas tecnologias de “chips” de DNA, tal como los chips Affymetrix SNP. Estos méto-
dos requieren la amplificacién de la region genética diana, tipicamente por PCR. Incluso otros métodos recientemente
desarrollados, basados en la generacion de pequefias moléculas de sefial por escisién invasiva seguido por espectro-
metria de masas o sondas candados inmovilizadas y amplificacién por circulo rodante, podrian finalmente eliminar
la necesidad de la PCR. Se recogen resumidamente mds adelante varios de los métodos conocidos en la técnica para
detectar polimorfismos de un solo nucledtidos especificos. El método de la presente invencion se entiende que incluye
todos los métodos disponibles.

Se han desarrollado varios métodos para facilitar tal andlisis de los polimorfismos de un solo nucleétido. En una
realizacion, el polimorfismo de una sola base se puede detectar usando un nucledtido resistente a exonucleasas espe-
cializadas, como se ha descrito, por ejemplo, en Mundy, C. R. (Patente de EE.UU. N° 4.656.127). De acuerdo con el
método, se permite que un cebador complementario a la secuencia alélica inmediatamente 3’ respecto al sitio poli-
morfico se hibride a una molécula diana obtenida de un animal o ser humano particular. Si el sitio polimoérfico en la
molécula diana contiene un nucléotido que es complementario al derivado de nucleétido resistente a la exonucleasa
particular presente, entonces el derivado se incorporara sobre el extremo del cebador hibridado. Dicha incorporacién
convierte al cebador en resistente a la exonucleasa, y por ello permite su deteccion. Puesto que se conoce la identidad
del derivado resistente a la exonucleasa de la muestra, un hallazgo de que el cebador ha llegado a ser resistente a las
exonucleasas revela que el nucléotido presente en el sitio polimérfico de la molécula diana era complementario al
del derivado de nucléotido usado en la reaccion. Este método tiene la ventaja de que no requiere la determinacién de
grandes cantidades de datos de secuencias.

Se describe un método basado en una disolucién para determinar la identidad del nucléotido de un sitio polimérfico.
Cohen, D. et al. (Patente francesa 2.650.840; solicitud de patente PCT N° W091/02087). Como en el método de
Mundy de la patente de EE.UU. N° 4.656.127, se emplea un cebador que es complementario a las secuencias alélicas
inmediatamente 3’ a un sitio polimérfico. El método determina la identidad del nucléotido de ese sitio usando derivados
de didesoxinucléotidos marcados, que, si son complementarios al nucléotido del sitio polimérfico se incorporardn en
(extremo) del cebador.

Se describe un método alternativo, conocido como Genetic Bit Analysis 0o GBA™ Goelet, P. er al., (solicitud de
patente PCT N° 92/15712). El método de Goelet, P. et al., usa mezclas de terminadores marcados y un cebador que es
complementario a la secuencia 3’ para un sitio polimérfico. El terminador marcado que se incorpora se determina por
tanto por el, y es complementario al, nucléotido presente en el sitio polimédrfico de la molécula diana que se evalda.
En contraste con el método de Cohen et al., (Patente francesa 2.650.840; solicitud PCT N° W091/02087) el método
de Goelet, P. er al., es preferiblemente un ensayo en fase heterogénea, en el que el cebador o la molécula diana esta
inmovilizado en un fase sélida.

Recientemente, se han descrito varios métodos de incorporacién de nucleétidos guiados por cebador para analizar
sitios polimérficos en DNA (Kombher, J. S. et al., Nucl. Acids. Res. 17:7779-7784 (1989); Sokolov, B. P., Nucl. Acids
Res. 18:3671 (1990); Syvanen, A. -C., et al., Genomics 8:684-692 (1990); Kuppuswamy, M. N. et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (U.S.A.) 88:1143-1147 (1991); Prezant, T. R. et al., Hum. Mutat. 1:159-164 (1992); Ugozzoli, L. ef al.,
GATA 9:107-112 (1992); Nyren, P. et al., Anal. Biochem. 208:171-175 (1993)). Estos métodos difieren del GBA ™
en que todos se basan en la incorporacion de desoxinucledtidos marcados para discriminar entre bases en un sitio
polimérfico. En dicho formato, puesto que la sefial es proporcional al nimero de desoxinucleétidos incorporados, los
polimorfismos que pueden estar presentes en experimentos del mismo nucléotido pueden dar como resultado senales
que son proporcionales a la longitud del experimento (Syvanen, A. -C., et al., Amer. J. Hum. Genet. 52:46-59 (1993)).

Para mutaciones que producen terminaciéon prematura de la traduccién de proteinas, el ensayo de truncamiento de
proteinas (abreviadamente en lo sucesivo PTT por la expresion inglesa Protein Truncation Test) ofrece una aproxima-
cion eficaz al diagnéstico (Roest, et al., (1993) Hum. Mol. Genet. 2:1719-21; van der Luijt, et al., (1994) Genomics
20:1-4). Por el PTT, el RNA se afsla inicialmente a partir de tejido disponible y se somete a transcripcién inversa, y
el segmento de interés se amplifica por PCR. Los productos de la transcripcién inversa y la PCR se usan luego como
molde para la amplificacién por PCR anidada con un cebador que contiene un promotor de RNA-polimerasa y una
secuencia para iniciar la traduccién en eucariotas. Después de la amplificacion de la region de interés, los restos tinicos
incorporados en el cebador permiten la transcripcién y traduccién secuenciales in vitro de los productos de la PCR.
Por electroforesis en gel de dodecil-sulfato sédico-poliacrilamida de los productos de la traduccioén, la aparicién de
polipéptidos truncados sefiala la presencia de una mutacién que causa una terminacién prematura de la traduccién. En
una variacion de esta técnica, el DNA (en oposicién al RNA) se usa como molde para la PCR cuando la regién diana
de interés se deriva de un solo ex6n.

Se puede utilizar cualquier tipo de célula o tejido para obtener muestras de dcido nucleico para uso en los diag-
nésticos descritos en la presente memoria. En una realizacion preferida, la muestra de DNA se obtiene a partir de un
fluido corporal, por ejemplo, sangre, obtenida por técnicas conocidas (por ejemplo, puncién en vena) o saliva. Alter-
nativamente, el ensayo del dcido nucleico se puede realizar en muestras secas (por ejemplo, cabello o piel). Cuando se
usa RNA o proteina, las células o tejidos que pueden ser utilizados deben expresar un gen IL-1.
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Los métodos de diagnéstico se pueden realizar también directamente in situ en secciones de tejidos (fijadas y/o
congeladas) de tejido de pacientes obtenidos de biopsias o resecciones, tales que no es necesaria una purificacion del
dcido nucleico. Los reactivos de 4cido nucleico se pueden usar como sondas y/o cebadores para tales métodos in situ
(véase, por ejemplo, Nuovo, G.J., 1992, PCR in situ hybridization: protocols and applications, Rayen Press, NY).

Ademas de los métodos que ponen el énfasis principalmente en la deteccién de una secuencia de dcido nuclei-
co, también se pueden determinar perfiles en dichos esquemas de deteccion. Los perfiles de las huellas pueden ser
generados, por ejemplo, utilizando un método de presentacién diferencial, andlisis Northern y /o RT-PCR.

Un método de deteccion preferido es una hibridacion especifica de alelos que usa sondas que solapan una regién
de al menos un alelo de un haplotipo pro-inflamatorio de IL-1 y que tienen aproximadamente 5, 10, 20, 25 o 30
nucléotidos alrededor de la mutacién o regién polimoérfica. En una realizacién preferida de la invencidn, se unen a
un soporte en fase sdlida varias sondas capaces de hibridarse especificamente a otras variantes alélicas implicadas en
una reestenosis, por ejemplo, un “chip” (que puede contener hasta aproximadamente 250.000 oligonucleétidos). Los
oligonucledtidos pueden estar unidos a un soporte sélido mediante una variedad de procesos, incluyendo litografia. El
analisis de la deteccidn de la mutacién que usa estos chips que comprenden oligonucleétidos, también denominado
“matrices de sondas de DNA” estd descrito por ejemplo por Cronin et al., (1996) Human Mutation 7:244. En una
realizacion, un chip comprende todas las variantes alélicas de al menos una regién polimoérfica. El soporte en fase
sélida se pone luego en contacto con un dcido nucleico de ensayo y se detecta la hibridacién a las sondas especificas.
Por consiguiente, se puede identificar en un sencillo experimento de hibridacién la identidad de numerosas variantes
alélicas de uno o més genes.

Estas técnicas pueden comprender también la etapa de amplificar el 4dcido nucleico antes del analisis. Los métodos
de amplificacion son conocidos por los expertos en la técnica e incluyen, pero sin limitacién, clonacién, reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR), reaccién en cadena de la polimerasa de alelos especificos (ASA), reaccién en cadena
de la ligasa (LCR), reaccién en cadena con la polimerasa anidada, replicaciones de secuencias auto-sostenida (Guatelli,
J.C. et al., 1990, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:1874-1878), sistema de amplificacién transcripcional (Kwoh, D.Y. et
al., 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:1173-1177), y Q-Beta Replicase (Lizardi, PM. et al., 1988, Bio/Technology
6:1197).

Los productos de amplificacién pueden analizarse por una variedad de modos, incluyendo andlisis por tamafios,
digestion por restriccion seguida de andlisis por tamafios, deteccidn de cebadores oligonucleotidicos con una etiqueta
especifica en los productos de reaccién, hibridacién de oligonucleétidos especifica de alelos (ASO), deteccién por 5°
exonucleasa especifica de alelos, secuenciacion, hibridacion, y similares.

La deteccion basada en PCR significa que puede incluir amplificacién miiltiple de una variedad de marcadores si-
multdneamente. Por ejemplo, es bien conocido en la técnica seleccionar cebadores de PCR para generar productos de
PCR que no se solapan en tamaiio y pueden ser analizados simultdneamente. Alternativamente, es posible amplificar
diferentes marcadores con cebadores que estdn etiquetados diferentemente y por tanto cada uno puede ser detectado
diferencialmente. Naturalmente, la deteccién basada en hibridacién significa permitir la deteccién diferencial de mul-
tiples productos de PCR en una muestra. En Ia técnica se conocen otros métodos para permitir andlisis multiples de
una pluralidad de marcadores.

En una realizacién meramente ilustrativa, el método incluye las etapas de: (i) recoger una muestra de células de un
paciente, (ii) aislar el 4cido nucleico (por ejemplo, gendmico, mRNA o ambos) de las células de la muestra, (iii) poner
en contacto la muestra de 4cido nucleico con uno o mds cebadores que se hibridan especificamente en 5’ y 3’ a al
menos un alelo de un haplotipo pro-inflamatorio IL-1 en condiciones tales que ocurre la hibridacién y la amplificacién
del alelo, y (iv) detectar el producto de amplificacién. Estos esquemas de deteccidn son especialmente utiles para la
deteccion de moléculas de 4cido nucleico si dichas moléculas estdn presentes en nimeros muy bajos.

En una realizacion preferida del andlisis pertinente, el alelo de un haplotipo pro-inflamatorio de IL-1 se identifica
por alteraciones en los modelos de escision por enzimas de restricciéon. Por ejemplo, se aislan el DNA de muestra y
de control, se amplifica (opcionalmente), se digiere con una o mas endonucleasas de restriccion, y se determinan por
electroforesis en gel los tamafios de la longitud de los fragmentos.

En incluso otra realizacién, se pueden usar cualquiera de las reacciones de secuenciacién conocidas en la técnica
para secuenciar directamente el alelo. Reacciones de secuenciacion ilustrativas incluyen las basadas en las técnicas
desarrolladas por Maxam y Gilbert ((1977) Proc. Natl Acad Sci USA, 74:560) o por Sanger (Sanger et al., (1977)
Proc. Nat. Acad. Sci USA 74:5463). También se contempla que cualquiera de una variedad de métodos de secuencia-
cién automatizados pueda ser utilizada cuando se realizan los andlisis pertinentes (véase, por ejemplo Biotechniques
(1995) 19:448), que incluyen secuenciar por espectrometria de masas (véase por ejemplo la publicacién de la solici-
tud de patente PCT WO 94/16101; Cohen et al., (1996) Adv. Chromatogr., 36:127-162; y Griffin et al., (1993) Appl.
Biochem. Biotechnol, 38:147-159). Sera evidente para los expertos en la técnica que, para ciertas realizaciones, se
necesita determinar la presencia de solamente uno, dos o tres de las bases de los 4cidos nucleicos en la reaccion de
secuenciacion. Por ejemplo, se puede llevar a cabo una huella de A (adenina) o similar, por ejemplo, cuando solamente
se detecte un 4cido nucleico.
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En una realizacién adicional, se puede usar la proteccion de los agentes de escisién (tales como una nucleasa,
hidroxilamina o tetr6xido de osmio y/con piperidina) para detectar bases desapareadas en heterodiplex RNA/DNA
o RNA/DNA o DNA/DNA (Myers, et al., (1985) Science, 230:1242). En general, la técnica de “escision de desapa-
reamientos” comienza proporcionando los heterodiplex formados hibridando RNA o DNA (marcados) que contienen
el alelo de tipo natural con la muestra. Los diiplex bicatenarios se tratan con un agente que escinde las regiones mo-
nocatenarias de los diplex, tales como las que existirdn debido a los desapareamientos de bases entre las cadenas de
control y de la muestra. Por ejemplo, los diplex RNA/DNA se pueden tratar con RNasa y los hibridos DNA/DNA ser
tratados con nucleasa S1 para digerir enzimaticamente las regiones desapareadas. En otras realizaciones, los diplex
DNA/DNA o RNA/DNA se pueden tratar con hidroxilamina o tetr6xido de osmio y con piperidina para digerir las
regiones desapareadas. Después de la digestion de las regiones desapareadas, el material resultante se separa luego por
tamafio sobre geles de poliacrilamida desnaturalizantes para determinar el sitio de la mutacién. Véase, por ejemplo,
Cotton et al., (1988) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85:4397; y Saleeba et al., (1992) Métodos Enzymol. 217:286-295. En
una realizacién preferida, el DNA o RNA de control se puede etiquetar para deteccion.

En incluso otra realizacion, la reaccion de escision de desapareamientos emplea una o més proteinas que reconocen
pares de bases desapareadas en los DNA bicatenarios (las denominadas “enzimas de reparacién de desapareamientos
de DNA”). Por ejemplo, la enzima mutY de E. coli escinde los desapareamientos A en G/A y la timidina DNA-glico-
silasa de las células HeLa escinde los desapareamientos T en G/T (Hsu et al., (1994) Carcinogenesis, 15:1657-1662).
De acuerdo con una realizacidn ilustrativa, una sonda basada en el alelo del haplotipo del locus de IL-1 se hibrida
a un cDNA u otro de producto de DNA de una(s) célula(s) de ensayo. El diplex se trata con la enzima reparadora
de desapareamientos del DNA, y los productos escindidos, si los hubiere, pueden ser detectados por protocolos de
electroforesis o similares. Véase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 5.459.039.

En otras realizaciones, las alteraciones en la movilidad electroforética se usardn para identificar un alelo del lo-
cus IL-1. Por ejemplo, el polimorfismo conformacional monocatenario (abreviadamente en lo sucesivo SSCP por la
expresion inglesa Single Strand Conformation Polymorphism) se puede usar para detectar diferencias en la movilidad
electroforética entre los 4cidos nucleicos de tipo mutante y de tipo natural (Orita et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 86:2766, véase también Cotton (1993) Mutat. Res. 285:125-144; y Hayashi (1992) Genet. Anal. Tech. Appl.,
9:73-79). Los fragmentos de DNA monocatenarios de los alelos de IL-1 de la muestra y del control se desnaturalizan
y se les deja re-naturalizar. La estructura secundaria de los dcidos nucleicos monocatenarios varia de acuerdo con la
secuencia, y la alteracién resultante en la movilidad electroforética permite la deteccién de incluso un cambio de una
sola base. Los fragmentos de DNA pueden ser etiquetados o detectados con sondas etiquetadas. La sensibilidad del
analisis puede ser mejorada usando RNA (en lugar de DNA), en el cual la estructura secundaria es mds sensible a
un cambio en la secuencia. En una realizacion preferida, el método pertinente utiliza andlisis de heterodiplex para
separar moléculas de heterodiplex bicatenarias basandose en cambios de la movilidad electroforética (Keen et al.,
(1991) Trends Genet., 7:5).

En todavia otra realizacion, se analiza el movimiento de los alelos en geles de poliacrilamida que contienen un
gradiente de desnaturalizante usando electroforesis de gen en gradiente (abreviadamente en lo sucesivo DGGE por la
expresion inglesa Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) (Myers et al., (1985) Nature, 313:495). Cuando la DGGE
se usa como el método de andlisis, se modificard el DNA para asegurar que no se desnaturaliza completamente, por
ejemplo afiadiendo una pinza o abrazadera de GC de aproximadamente 40 pb de DNA rico en GC de alto punto
de fusion por PCR. En una realizacién adicional, se usa un gradiente de temperatura en lugar de un gradiente de
agente desnaturalizante para identificar diferencias en la movilidad del DNA de la muestra y del control (Rosenbaum
y Reissner (1987) Biophys. Chem. 265:12753).

Ejemplos de otras técnicas para detectar alelos incluyen, pero sin limitacion, hibridacién de oligonucleétidos se-
lectivos, amplificacion selectiva o extension de cebadores selectivos. Por ejemplo, pueden prepararse cebadores “oli-
gonucleotidicos” en los cuales la mutacién o la diferencia de nucléotidos conocida (por ejemplo, en variantes alélicas)
es colocada centralmente y luego hibridada a un DNA diana en condiciones que permiten la hibridacién solamente
si se encuentra un apareamiento perfecto (Saiki et al., (1986) Nature, 324:163); Saiki et al., (1989) Proc. Natl. Acad.
Sci USA 86:6230). Dichas técnicas de hibridacién de oligonucleétidos especifica de alelos se puede usar para analizar
una mutacién o regién polimoérfica por reaccidon cuando los oligonucledtidos se hibridan a un DNA diana amplifica-
do por PCR o un nimero de diferentes mutaciones o regiones polimoérficas cuando los oligonucleétidos se unen a la
membrana hibridante y se hibridan con el DNA diana etiquetado.

Alternativamente, se puede usar junto con la presente invencion la tecnologia de amplificacién especifica de alelos
que depende de la amplificacion por PCR selectiva. Los oligonucleétidos usados como cebadores para la amplificacién
especifica pueden llevar la mutacion o la regién polimérfica de interés en el centro de la molécula (de modo que la
amplificacién depende de la hibridacién diferencial) (Gibbs et al., (1989) Nucleic Acids Res., 17:2437-2448) o en el
extremo 3’ de un cebador donde, en condiciones apropiadas, puede impedir o reducir la extensién por la polimerasa
(Prossner (1993) Tibtech., 11:238. Ademds puede ser deseable introducir un nuevo sitio de restriccién en la regién
de la mutacién para crear una deteccién basada en la escision (Gasparini et al., (1992) Mol. Cell Probes, 6:1). Se
anticipa que en ciertas realizaciones la amplificacion se puede realizar también usando Taq ligasa para la amplificacién
(Barany (1991) Proc. Natl. Acad. Sci USA, 88:189). En tales casos, la ligacion ocurrird solamente si hay un perfecto
apareamiento en el extremo 3’ de la secuencia en 5’ que lo haga posible para detectar la presencia de una mutacién
conocida en un sitio especifico buscando la presencia o ausencia de la amplificacion.
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En otra realizacion la identificacién de la variante alélica se lleva a cabo usando un ensayo de ligamiento de oli-
gonucledtidos (abreviadamente en lo sucesivo OLA por la expresion inglesa Oligonuclotide Ligation Assay), como se
describe, por ejemplo, en la patente de EE.UU. N° 4.998.617 y en Landegren, U. et al., (1988) Science, 241:1077-
1080). EI protocolo OLA usa dos oligonucleétidos que estdn disefiados para ser capaces de hibridarse a secuencias
contiguas de una sola cadena de una diana. Uno de los oligonucleétidos se une a un marcador de separacion, por ejem-
plo, biotinilado y el otro estd etiquetado detectablemente. Si la secuencia complementaria precisa se encuentra en una
molécula diana, los oligonucledtidos se hibridaran de tal modo que sus extremos estén contiguos y creen un sustrato
de ligamiento. El ligamiento permite entonces que el oligonucleétido marcado sea recuperado usando avidina u otro
ligando de biotina. Nickerson, D. A. et al., han descrito un anélisis de deteccién de dcidos nucleicos que combina los
atributos de la PCR y el OLA (Nickerson, D. A. et al., (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 87:8923-27). En este método,
la PCR se usa para conseguir la amplificacién exponencial del DNA diana, que luego se detecta usando el OLA.

Se han desarrollado varias técnicas basadas en este método OLA y se pueden usar para detectar alelos de un ha-
plotipo del locus IL-1. Por ejemplo, la Patente de EE.UU. N° 5.593.826 describe un OLA que usa un oligonucleétido
que tiene un grupo 3’-amino y un oligonucleétido 5’-fosforilado para formar un conjugado que tiene un enlace fosfo-
ramidato. En otra variacion del OLA descrito en Tobe et al., ((1996) Nucleic Acid Res., 24: 3728), el OLA combinado
con la PCR permite determinar el tipo de dos alelos en un solo pocillo de microtitulacién. Marcando cada uno de los
cebadores especificos de alelos con un hapteno tnico, es decir, digoxigenina y fluoresceina, cada reaccién de OLA
puede ser detectada usando anticuerpos especificos del hapteno que estdn etiquetados con diferentes informadores
enzimaticos, fosfatasa alcalina o peroxidasa de rdbano silvestre. Este sistema permite la deteccion de los dos alelos
usando un formato de alto rendimiento que conduce a la produccién de dos colores diferentes.

Otra realizacién de la invencién estd dirigida a kits para detectar una predisposicion para desarrollar una reesteno-
sis. Este kit puede contener uno o mds oligonucledétidos, incluyendo 5’ y 3° oligonucledtidos que se hibridan 5’ y 3’ a
al menos un alelo de un haplotipo del locus IL-1. Los oligonucleétidos de la amplificacion por PCR deben hibridarse
entre 25 y 2500 pares de bases separadas, preferiblemente entre aproximadamente 100 y aproximadamente 500 bases
separadas, para producir un producto de PCR de tamafio conveniente para analisis posteriores.

Los cebadores particularmente preferidos para uso en el método de diagndstico de la invencién incluyen las SEQ
ID NO: 8-23 y 36-39.

El diseno de oligonucledtidos adicionales para la amplificacién y deteccion de alelos polimérficos de IL-1 por el
método de la invencidn se facilita por la disponibilidad de tanto informacién actualizada de secuencias del cromosoma
humano 2q13 - que contienen el locus IL-1 humano-, como de informacién actualizada de polimorfismos humanos
disponible para este locus. Por ejemplo, la secuencia de DNA para IL-1A, IL-1B y IL-1RN se muestra en la Figuras 1
(N° de acceso en GenBank X03833), 2 (N° de acceso en GenBank X04500) y 3 (N° de acceso en GenBank X64532)
respectivamente. Los cebadores adecuados para la deteccién de un polimorfismo humano en estos genes pueden ser
disefiados facilmente usando informacién de secuencias y métodos estandares conocidos en la técnica para el disefio
y optimizacidn de secuencias de cebadores. El disefio 6ptimo de dichas secuencias de cebadores se puede conseguir,
por ejemplo, mediante el uso de programas de seleccion de cebadores comercialmente disponibles, tales como Primer
2.1, Primer 3 o GeneFisher (véase también, Nicklin M.H.J., Weith A. Duff G.W., “A Physical Map de the Region
Encompassing the Human Interleukin-1q, interleukin-18, and Interleukin-1 Receptor Antagonist Genes” Genomics,
19: 382 (1995); Nothwang H.G., et al., “Molecular Cloning of the Interleukin-1 gene Cluster: Construction of an
Integrated YAC/PAC Contig and a partial transcriptional Map in the Region of Chromosome 2ql13” Genomics, 41:
370 (1997); Clark, et al., (1986) Nucl. Acids. Res., 14:7897-7914 [la lista de erratas publicadas aparece en Nucl. Acids
Res., 15:868 (1987) y el proyecto de Genome Database (GDB) en la URL http://www.gdb.org).

Para uso en un kit, los oligonucledtidos pueden ser de cualquier variedad de composiciones naturales y/o sintéti-
cas, tales como oligonucledtidos sintéticos, fragmentos de restriccién, cDNA, dcidos nucleicos de péptidos sintéticos
(abreviadamente en lo sucesivo PNA por la expresion inglesa Peptide Nucleic Acids), y similares. El kit para andlisis
y el método pueden emplear también oligonucledtidos etiquetados para permitir la facil identificacion en los anélisis.
Ejemplos de etiquetas que pueden emplearse incluyen radio-etiquetas, enzimas, compuestos fluorescentes, estreptavi-
dina, avidina, biotina, restos magnéticos, restos de unién de metales, restos de antigenos o anticuerpos y similares.

El kit puede, opcionalmente, incluir también medios de muestreo de DNA. Los medios de muestreo de DNA
son bien conocidos por los expertos en la técnica y pueden incluir, pero sin limitacidn, sustratos, tales como papeles
de filtro, el AmpliCard™ (Universidad de Sheffield, Sheffield, England S10 2JF; Tarlow, JW, et al., J. of Invest.
Dermatol., 103:387-389 (1994)) y similares; reactivos de purificacion de DNA, tales como kits Nucleon™, tampones
de lisis, soluciones de proteinasa y similares; reactivos de PCR, tales como tampones para reaccién de 10 veces,
polimerasa termoestable, ANTP y similares; y medios de deteccidn de alelos, tales como la enzima de restriccion Hinfl,
oligonucleétidos especificos de alelos, cebadores de oligonucledtidos degenerados para PCR anidada de sangre seca.

4.2.3. Farmacogenomica
El conocimiento de los alelos particulares asociados con una sensibilidad a desarrollar una enfermedad o estado
particular, solos o en asociacién con la informacién sobre otros defectos genéticos que contribuyen a la enfermedad

o estado particular permite la personalizacién de la prevencién o tratamiento de acuerdo con el perfil genético del
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individuo, y esto es lo que constituye el objeto de la “farmacogenémica”. Por tanto, la comparacién de un perfil de IL-
1 individual con el perfil de la poblacién para un trastorno vascular, permite la seleccion o disefio de farmacos u otros
regimenes terapéuticos que se espera que sean seguros y eficaces para un paciente o poblacién de pacientes particular
(es decir, un grupo de pacientes que tienen la misma alteracion genética).

Ademas, la capacidad para sefialar como diana las poblaciones que se espera muestren el beneficio clinico mas alto,
basado en el perfil genético, puede facilitar: 1) el reposicionamiento de fairmacos ya comercializados; 2) el rescate de
candidatos a farmacos cuyo desarrollo clinico ha sido interrumpido como resultado de limitaciones de seguridad o
eficacia, que son especificas de un sub-grupo de pacientes; y 3) un desarrollo acelerado y menos costoso para agentes
terapéuticos candidatos y un etiquetado de fairmacos mas 6ptimo (por ejemplo, ya que medir el efecto de varias dosis
de un agente sobre la mutacién causante es util para optimizar la dosis eficaz).

El tratamiento de un individuo con un agente terapéutico particular puede ser monitorizado determinando la pro-
tefna (por ejemplo IL-1a, IL-18 o IL-1Ra), el mRNA y/o el nivel de transcripcién. Dependiendo del nivel detectado,
el régimen terapéutico puede mantenerse o ajustarse luego (aumentando o disminuyendo la dosis). En una realizacién
preferida la eficacia de tratar un sujeto con un agente comprende las etapas de: (i) obtener una muestra para la pre-
administracién de un sujeto antes de la administracioén del agente; (ii) detectar el nivel o cantidad de una proteina,
mRNA o DNA gendmico en la muestra para la pre-administracion; (iii) obtener una o mas muestras del sujeto para
la pos-administracion; (iv) detectar el nivel de expresion o actividad de la proteina, mRNA o DNA genémico en la
muestra administracién; (v) comparar el nivel de expresién o actividad de la proteina, mRNA o DNA genémico en
la muestra de pre-administracién con la proteina correspondiente, mRNA o DNA gendmico en la muestra de la pos-
administracién, respectivamente; y (vi) alterar consecuentemente la administracion del agente al sujeto.

Las células de un sujeto se pueden obtener también antes y después de la administracion de un agente terapéutico
para detectar el nivel de expresion de genes distintos del gen IL-1 para verificar que el agente terapéutico no aumenta
ni disminuye la expresion de genes que podrian ser perjudiciales. Esto puede hacerse, por ejemplo, usando el método
del perfilado transcripcional. Por tanto, el mRNA procedente de células expuestas in vivo a un agente terapéutico y
mRNA procedente del mismo tipo de células que no fueron expuestas al agente terapéutico podrian ser sometidos
a reversion, transcritos e hibridados a un chip que contuviera DNA de numerosos genes para comparar con ello la
expresion de genes en células tratadas y no tratadas con el agente terapéutico.

4.3.- Agentes terapéuticos para enfermedades y estados asociados con polimorfismos de IL-1

Los agentes terapéuticos para enfermedades o estados asociados con un polimorfismo o haplotipo de IL-1 se refie-
ren a cualquier agente a régimen terapéutico (incluyendo productos farmacéuticos, productos nutricéuticos y medios
quirdrgicos) que impide o pospone el desarrollo de los sintomas o su alivio de la enfermedad o estado particular en el
sujeto. El agente terapéutico puede ser un polipéptido, un peptidomimético, dcido nucleico u otra molécula orgdnica o
inorgdnica, preferiblemente una “molécula pequefia” que incluye vitaminas, minerales y otros nutrientes. Preferible-
mente el agente terapéutico puede modular al menos una actividad de un polipéptido IL-1, por ejemplo, interactuacién
con un receptor, mimetizando o potenciando (agonizando) o inhibiendo (antagonizando) los efectos de un polipéptido
de origen natural. Un agonista puede ser una proteina de tipo natural o uno de sus derivados que tiene al menos una
bioactividad de tipo natural, por ejemplo, actividad de unidn a receptores. Un agonista puede ser también un com-
puesto que sobre-regula la expresion de un gen o que aumenta al menos una bioactividad de una proteina. Un agonista
puede ser también un compuesto que aumenta la interactuacién de un polipéptido con otra molécula, por ejemplo, un
receptor. Un antagonista puede ser un compuesto que inhibe o disminuye la interactuacién entre una proteina y otra
molécula, por ejemplo, un receptor o un agente que bloquea la transduccién de sefiales o el procesamiento pos-traduc-
cién (por ejemplo, el inhibidor de la enzima convertidora de 1L-1 (ICE). Por consiguiente, un antagonista preferido es
un compuesto que inhibe o disminuye la unién a un receptor y con ello bloquea la activacién subsiguiente del receptor.
Un antagonista puede ser también un compuesto que sub-regula la expresion de un gen o que reduce la cantidad de
una proteina presente. El antagonista puede ser una forma negativa dominante de un polipéptido, por ejemplo, una
forma de un polipéptido que sea capaz de interactuar con un péptido diana, por ejemplo, un receptor, pero que no pro-
mueve la activacion del receptor. El antagonista puede ser también un 4cido nucleico que codifica una forma negativa
dominante de un polipéptido, un acido nucleico antisentido o una ribozima capaz de interactuar especificamente con
un RNA. Incluso otros antagonistas son moléculas que se unen a un polipéptido e inhiben su accién. Dichas moléculas
incluyen péptidos, por ejemplo, formas de péptidos dianas que no tienen actividad bioldgica, y que inhiben la unién a
los receptores. Asi, dichos péptidos se unirdn al sitio activo de una proteina e impediran la interactuacién con los pép-
tidos dianas. Incluso otros antagonistas incluyen anticuerpos que especificamente interactiian con un epitopo de una
molécula, de tal modo que la unién interfiere con la funcién biolégica del polipéptido. En otra realizacién preferida,
el antagonista es una molécula pequeiia, tal como una molécula capaz de inhibir la interactuacién entre un polipéptido
y un receptor diana. Alternativamente, la molécula pequefia puede funcionar como un antagonista interactuando con
sitios distintos del sitio de unién al receptor.

Los moduladores de IL-1 (por ejemplo, antagonista de los receptores de 1L-1a, IL-18 o IL-1) o una proteina
codificada por un gen que estd en desequilibrio de ligamiento con un gen IL-1 pueden comprender cualquier tipo de
compuesto, incluyendo una proteina, péptido, peptidomimético, molécula pequefia o dcido nucleico. Los agonistas
preferidos incluyen 4cidos nucleicos (por ejemplo, los que codifican una proteina IL-1 o un gen que estd sobre- o sub-
regulado por una proteina IL-1), proteinas (por ejemplo proteinas IL-1 o una proteina que estd sobre- o sub-regulada) o
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una molécula pequefia (por ejemplo, que regula la expresién o unién de una proteina IL-1). Los antagonistas preferidos
que pueden ser identificados, por ejemplo, usando los andlisis descritos en la en la presente memoria, incluyen dcidos
nucleicos (por ejemplo, DNA monocatenario (antisentido) o DNA o PNA bicatenario (triplex) y ribozimas), proteina
(por ejemplo anticuerpos) y moléculas pequefias que actian para suprimir o inhibir la transcripcién de IL-1 y/o la
actividad de la proteina.

4.3.1. Dosis eficaz

La toxicidad y eficacia terapéutica de dichos compuestos puede ser determinada por métodos farmacéuticos es-
tdndares en cultivos celulares o animales de experimentacion, por ejemplo, para determinar la DLs, (la dosis letal
para 50% de la poblacién) y la DEs, (la dosis terapéuticamente eficaz en 50% de la poblacién). La relacién de dosis
entre efectos toxicos y terapéuticos es el indice terapéutico y puede expresarse como DLs,/DEs,. Se prefieren los com-
puestos que exhiben indices terapéuticos grandes. Aunque pueden usarse compuestos que exhiban efectos secundarios
téxicos, debe tenerse cuidado en disefiar un sistema de administracién que dirija dichos compuestos al sitio de los
tejidos afectados con el fin de minimizar el dafio potencial a la células no infectadas y, con ello, reducir los efectos
secundarios.

Los datos obtenidos de ensayos en cultivos celulares y estudios en animales se pueden usar en formular un intervalo
de dosificaciones para uso en seres humanos. La dosificacion de dichos compuestos estd preferiblemente dentro de las
concentraciones circulantes que incluyen la DEs, con poca o ninguna toxicidad. La dosificacién puede variar dentro de
este intervalo dependiendo de la forma de dosificacion empleada y la via de administracioén utilizada. Para cualquier
compuesto usado en el método de la invencién, la dosis terapéuticamente eficaz puede ser estimada inicialmente a
partir de ensayos en cultivos celulares. En modelos animales se puede formular una dosis para conseguir un intervalo
de concentracién circulante en plasma que incluya la Cls, (es decir, la concentracién del compuesto de ensayo que
consigue la inhibicién semi-mdxima de los sintomas) como se determina en cultivos celulares. Dicha informacién se
puede para determinar mds precisamente las dosis dtiles en seres humanos. Los niveles en plasma se pueden medir,
por ejemplo, por cromatografia de liquidos de alta resolucién.

4.3.2. Formulacion y uso

Las composiciones para uso de acuerdo con la presente descripcién pueden ser formuladas de un modo conven-
cional usando uno o més vehiculos o excipientes fisioldgicamente aceptables. Por tanto, los compuestos y sus sales y
solvatos fisioldgicamente aceptables pueden ser formulados para administracién, por ejemplo, inyeccién, inhalacién o
insuflacién (a través de la boca o de la nariz) o administracién oral, bucal, parenteral o rectal.

Para dicha terapia los compuestos de la invencién pueden ser formulados para una variedad de cargas de de ad-
ministracién, incluyendo administracién sistémica y tépica o localizada. Las técnicas y formulaciones generalmente
se pueden encontrar en Remmington’s Pharmaceutical Sciences, Meade Publishing Co., Easton, PA. Para la adminis-
tracion sistémica se prefiere la inyeccidn, incluyendo la intramuscular, intravenosa, intraperitoneal y subcutdnea. Para
inyeccidn, los compuestos de la invencién se pueden formular en soluciones liquidas, preferiblemente en tampones
fisiol6gicamente compatibles, tales como solucion de Hank o solucién de Ringer. Ademds, los compuestos pueden ser
formulados en forma sélida y re-disueltos o puestos en suspension inmediatamente antes de su uso. También estdn
incluidas las formas liofilizadas.

Para la administracién oral las composiciones pueden tomar la forma de, por ejemplo, comprimidos o capsulas
preparadas por medios convencionales con excipientes farmacéuticamente aceptables, tales como agentes aglutinantes
(por ejemplo, almidén de maiz pregelatinizado, polivinilpirrolidona o hidroxipropil-metilcelulosa); cargas (por ejem-
plo, lactosa, celulosa microcristalina o hidrégeno-fosfato de calcio); lubricantes (por ejemplo, estearato de magnesio,
talco o silice); disgregantes (por ejemplo, almidén de patata o almidén-glicolato sédico); o agentes humectantes (por
ejemplo, lauril-sulfato s6dico). Los comprimidos pueden estar revestidos por métodos bien conocidos en la técnica.
Las preparaciones liquidas para la administracién oral puede tomar la forma de, por ejemplo, soluciones, jarabes o
suspensiones o pueden ser presentadas como un producto seco para reconstitucion con agua u otro vehiculo adecuado
antes de su uso. Dichas preparaciones liquidas pueden ser preparadas por medios convencionales con aditivos far-
macéuticamente aceptables, tales como agentes de puesta en suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol, derivados
de celulosa o grasas hidrogenadas comestibles). Los agentes emulsionantes (por ejemplo, lecitina o goma acacia);
vehiculos no acuosos, (por ejemplo, aceite de almendras, ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fracciona-
dos); y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o dcido sérbico). Las preparaciones pueden
contener también sales tampones, agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes segtin sea apropiado.

Las preparaciones para administracién oral pueden ser formuladas adecuadamente para dar una liberacién con-
trolada del compuesto activo. Para administracion bucal las composiciones pueden tener la forma de comprimidos o
pildoras formuladas de la manera usual. Para la administracion por inhalacién, los compuestos para uso de acuerdo con
la presente invencién se suministran convenientemente en forma de presentacioén de spray de aerosol, desde envases
presurizados o un nebulizador, con el uso de un gas propulsor adecuado, por ejemplo, diclorodifluorometano, tricloro-
fluorometano, diclorotetrafluoroetano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado la
unidad de dosificacién puede ser determinada proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Las
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cépsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para uso en un inhalador o insuflador se pueden formula conteniendo
una mezcla de polvos y una base de polvos adecuada, tal como lactosa o almidén.

Los compuestos pueden ser formulados para administracién parenteral mediante inyeccidn, por ejemplo, inyec-
cion de bolo o infusidn continua. Las formulaciones para inyeccion pueden ser presentadas en forma de dosis unitaria,
por ejemplo, en ampollas o en envases multidosis, con un conservante afiadido. Las composiciones pueden adoptar
las formas de suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes de
formulacién de suspensiones, tales como agentes de puesta en suspension, estabilizantes y/o dispersantes. Alternativa-
mente, el ingrediente activo puede estar en forma de polvo para reconstitucién con un vehiculo adecuado, por ejemplo,
agua estéril exenta de pir6genos antes de su uso.

Los compuestos se pueden formular también en composiciones rectales, tales como supositorios o enemas de
retencion, por ejemplo, que contienen bases de supositorios usuales, tales como manteca de coco u otros glicéridos.

Ademds de las formulaciones descritas previamente, los compuestos se pueden formular también como una prepa-
racién de liberacién retardada. Dichas formulaciones de accién prolongada pueden ser administradas por implantacién
(por ejemplo subcutdneamente o intramuscularmente) o por inyeccién intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos
pueden ser formulados con materiales polimeros o hidréfobos (por ejemplo, en forma de una emulsién en un aceite
aceptable) o resinas de intercambio i6nico o como derivados escasamente solubles, por ejemplo, como una sal esca-
samente soluble. Otros sistemas de administracién adecuados incluyen microesferas que ofrecen la posibilidad de un
suministro no invasivo local de farmacos en un periodo prolongado de tiempo. Esta tecnologia utiliza microesferas
de tamafio pre-capilar que pueden ser inyectadas mediante un catéter coronario en cualquier parte seleccionada por
ejemplo el corazén u otros érganos sin causar inflamacién o isquemia. El agente terapéutico administrado se libera
lentamente desde estas microesferas y es absorbido por las células del tejido circundante (por ejemplo, las células
endoteliales).

La administracién sistémica puede ser también por medios transmucosales o transdérmicos. Para la administracién
transmucosal o transdérmica se usan en la formulacién agentes penetrantes apropiados para la barrera que ha de
ser atravesada por permeacién. Dichos agentes penetrantes se conocen generalmente en la técnica, e incluyen, por
ejemplo, para la administracién transmucosal sales biliares y derivados del 4cido fusidico. Ademds se pueden usar
detergentes para facilitar la permeacién. La administracion transmucosal puede ser a través de sprays nasales o usando
supositorios. Para la administracion tépica los oligdmeros de la invencién se formulan en ungiientos, balsamos, geles
o cremas como es generalmente conocido en la técnica. Para tratar una lesién o inflamacidn se puede usar localmente
una solucién de lavado para acelerar el curado.

Las composiciones pueden ser presentadas, si se desea, en un envase o dispositivo dispensador que puede contener
una o mds formas de dosificacién unitaria que contenga el ingrediente activo. El envase o dispositivo dispensador
puede estar acompafiado por las instrucciones para la administracién.

4.4 Andlisis para identificar agentes terapéuticos

Basandose en la identificaciéon de las mutaciones que causan o contribuyen al desarrollo de una enfermedad o
trastorno que estd asociado con un polimorfismo o haplotipo de IL-1, la invencidn se caracteriza ademads por analisis
basados en células o exentos de células para identificar agentes terapéuticos. En una realizacion, una célula que expresa
un receptor de IL-1, o un receptor para una proteina que estd codificada por un gen que estd en desequilibrio de
ligamiento con un gen de IL-1, sobre la superficie exterior de su membrana celular se incuba en presencia de un
compuesto de ensayo s6lo o en presencia de un compuesto de ensayo y otra proteina y se detecta la interactuacion
entre compuesto de ensayo y el receptor o entre la proteina (preferiblemente una proteina sefialada como diana) y el
receptor, por ejemplo, usando un microfisiémetro (McConnell et al., (1992) Science, 257:1906).

Una interactuacion entre el receptor y el compuesto de ensayo o la proteina se detecta por el microfisiémetro como
un cambio en la acidez del medio. Este sistema de andlisis proporciona por tanto un medio de identificar antagonistas
moleculares que, por ejemplo, funcionen por interferencia con la interactuacion proteina-receptor, asi como agonista
molecular que, por ejemplo, funcione activando un receptor.

Los andlisis celulares o exentos de células se pueden usar también para identificar compuestos que modulan la
expresion de un gen IL-1 o un gen en desequilibrio de ligamiento con él, modular la traduccién de un mRNA, o que
modulan la estabilidad de un mRNA o proteina. Por consiguiente, en una realizacidn, se incuba una célula que es
capaz de producir una proteina IL-1 o de otro tipo con un compuesto de ensayo y la cantidad de proteina producida en
el medio celular se mide y compara con la producida por una célula que no ha estado en contacto con el compuesto
de ensayo. La especificidad del compuesto frente a la proteina puede ser confirmada por diversos andlisis de control,
por ejemplo, midiendo la expresiéon de uno o mds genes de control. En particular, este andlisis se puede usar para
determinar la eficacia de compuestos antisentido, ribozimas y triplex.

Los andlisis exentos de células se pueden usar también para identificar compuestos que sean capaces de interactuar
con una proteina, para modificar con ello la actividad del la proteina. Dicho compuesto puede modificar, por ejemplo,
la estructura de una proteina afectando a su capacidad de unién a un receptor. En una realizacién preferida, los anélisis
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exentos de células para identificar dichos compuestos consisten esencialmente en una mezcla de reaccién que contie-
nen una proteina y un compuesto de ensayo o una quimioteca de compuestos de ensayo en presencia o ausencia de una
pareja de unién. Un compuesto de ensayo puede ser, por ejemplo, un derivado de una pareja de unién, por ejemplo, un
péptido diana biolégicamente inactivo o una molécula pequefia.

Por consiguiente, un andlisis de escrutinio ilustrativo de la presente descripcién incluye las etapas de poner en
contacto una proteina o uno de sus fragmentos funcionales con un compuesto de ensayo o quimioteca de compuestos
de ensayo y detectar la formacién de complejos. Para los fines de deteccion, la molécula puede ser etiquetada con
un marcador especifico y el compuesto de ensayo o la quimioteca de compuestos de ensayos etiquetados con un
marcador diferente. La interactuacién de un compuesto de ensayo con una proteina o uno de sus fragmentos se puede
detectar luego determinando el nivel de las dos etiquetas después de una etapa de incubacién y una etapa de lavado.
La presencia de los dos marcadores después de la etapa de lavado es indicativa de una interactuacion.

Una interactuacién entre moléculas puede ser también identificada usando un andlisis de interactuaciéon biomole-
cular (abreviadamente en lo sucesivo BIA por la expresion inglesa Biomolecular Interaction Analysis), de Pharmacia
Biosensor AB, en tiempo real que detecta la resonancia del plasmén de superficie (SPR = Surface Plasmon Resonance)
un fenédmeno Optico. La deteccion depende de cambios en la concentracién masica de macromoléculas en la interface
bioespecifica, y no requiere ningtin etiquetado de las entidades que interactian. En una realizacién, un quimioteca de
compuestos de ensayo puede ser inmovilizada sobre una superficie sensora, por ejemplo, que forma una pared que for-
ma una celda de micro-flujo. Una solucidn que contiene la proteina o uno de sus fragmentos funcionales se hace fluir
luego continuamente sobre la superficie sensora. Un cambio en el dngulo de resonancia como es mostrado en el regis-
tro de la sefial, indica que ha ocurrido una interactuacién. Esta técnica estd descrita, por ejemplo, en BlAtechnology
Handbook por Pharmacia.

Otro andlisis de escrutinio ilustrativo de la presente descripcion incluye las etapas de: (a) formar una mezcla de
reaccion que incluye: (i) una proteina IL-1 o de otro tipo, (ii) un receptor apropiado, y (iii) un compuesto de ensayo;
y (b) detectar una interactuacién de la proteina y el receptor. Un cambio estadisticamente significativo (potenciacién
o inhibicion) en la interactuacion de la proteina y el receptor en la presencia del compuesto de ensayo, relativo a la
interactuacién en la ausencia del compuesto de ensayo, indica un antagonismo potencial (inhibidor). Los compuestos
de este andlisis pueden ser puestos en contacto simultdnemente. Alternativamente, una proteina se puede poner en
contacto primeramente con un compuesto de ensayo durante una cantidad apropiada de tiempo, tras lo cual se afiade el
receptor a la mezcla de reaccién. La eficacia del compuesto puede determinarse generando curvas de dosis-respuestas
a partir de los datos obtenidos usando diversas concentraciones del compuesto de ensayo. Ademads, se puede realizar
un andlisis de control para proporcionar una linea base para la comparacion.

La formacién de un complejo entre una proteina y un receptor puede ser detectada por una variedad de técnicas.
La modulacién de la formacién de complejos puede ser cuantificada usando, por ejemplo, proteinas etiquetadas de-
tectablemente, tales como proteinas o receptores radio-etiquetadas, etiquetadas fluorescentemente o enzimaticamente,
por inmunoensayo o por deteccién cromatogréfica.

Tipicamente, serd deseable inmovilizar la proteina o el receptor para facilitar la separacién de formas complejas
deformas no complejadas de una o de ambas de las proteinas, asi como acomodar la automatizacién del ensayo. La
unidn de la proteina y el receptor se puede conseguir en cualquier recipiente adecuado para contener los reaccionantes.
Ejemplos incluyen places de microtitulacidn, tubos de ensayo, y tubos de micro-centrifuga. En una realizacién se puede
proporcionar una proteina de fusién que afiade un dominio que permite que la proteina sea unida a una matriz. Por
ejemplo, las proteinas de fusién de glutation-S-transferasa pueden ser adsorbidas sobre perlas de glutation-Sefarosa
(Sigma Chemical, St. Louis, MO) o placas de microtitulacién derivatizadas con glutatién, que luego se combinan
con el receptor, por ejemplo, un receptor etiquetado con *S, y el compuesto de ensayo, y la mezcla se incuba en
condiciones que conducen a la formacién de complejos, por ejemplo en condiciones fisioldgicas en cuanto a sal y
pH, aunque puede ser deseable, en condiciones ligeramente mds estrictas. Tras la incubacidn, las perlas se lavan para
eliminar la etiqueta no unida, y la matriz inmovilizada y radio-etiquetada se determina directamente (por ejemplo,
colocando las perlas en un dispositivo destellante), o en el liquido sobrenadante después de que los complejos sean
subsiguientemente disociados. Alternativamente, los complejos pueden ser disociados de la matriz, separados por
SDS-PAGE, y el nivel de proteina o de receptor encontrado en la fraccién de perlas cuantificado a partir del gel usando
técnicas electroforéticas estandares, tales como las descritas en los ejemplos anexos. También estdn disponibles otras
técnicas para inmovilizar proteinas sobre matrices para uso en el andlisis pertinente. Por ejemplo, la proteina o el
receptor pueden ser inmovilizados utilizando la conjugacién de biotina y estreptavidina. Se pueden obtener animales
transgénicos también para identificar agonistas y antagonistas o para confirmar la seguridad y eficacia de un agente
terapéutico candidato. Los animales transgénicos de la invencién pueden incluir animales no humanos que contienen
una mutacion causante de la reestenosis bajo el control de un promotor endégeno apropiado o bajo el control de un
promotor heterélogo.

Los animales transgénicos pueden ser también animales que contengan un transgén, tal como un gen informador,
bajo el control de un promotor apropiado o uno de sus fragmentos. Estos animales son utiles, por ejemplo, para
identificar firmacos que modulan la produccién de una proteina IL-1, es decir, modulando la expresion del gen. Los
métodos para obtener animales transgénicos no humanos son bien conocidos en la técnica. En realizaciones preferidas,
la expresion de la mutacién causante de la reestenosis estd restringida a subconjuntos especificos de células, tejidos
o fases del desarrollo que utilizan, por ejemplo, secuencias de accién cis que controlan la expresién en el modelo
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deseado. En la presente invencién, dicha expresién en mosaico de una proteina puede ser esencial para muchas formas
de andlisis de linajes y pueden proporcionar adicionalmente medios para determinar los efectos de, por ejemplo,
el nivel de expresion que podria alterar extremadamente el desarrollo en pequefios parches de tejido dentro de un
embridn por los demds normal. Para este fin, se pueden usar secuencias reguladoras especificas de tejidos y secuencias
reguladoras condicionales para controlar la expresion de la mutacién en ciertos modelos espaciales. Ademads, pueden
proporcionarse modelos temporales de expresion, por ejemplo, sistemas de recombinacién condicionales o secuencias
reguladoras transcripcionales procaridticas. Las técnicas genéticas, que permiten que la expresion de una mutacién
pueda ser reguladas mediante manipulacién genética especifica del sitio in vivo, son conocidas por los expertos en la
técnica.

Los animales transgénicos descritos incluyen todos dentro de una pluralidad de sus células un transgén de la
mutacién causante, que altera el fenotipo de la “célula hospedante”. En una realizacién ilustrativa, puede usarse el
sistema de recombinasa cre/loxP del bacteriéfago P1 (Lakso et al., (1992) PNAS, 89:6232-6236; Orban et al., (1992)
PNAS, 89:6861-6865) o el sistema de recombinasa FLP de Saccharomyces cerevisiae (O’ Gorman et al., (1991) Scien-
ce, 251:1351-1355; publicaciéon PCT WO 92/15694) para generar sistemas de recombinacion genética especificos del
sitio in vivo. La recombinasa Cre cataliza la recombinacion especifica del sitio de una secuencia diana intercalada loca-
lizada entre las secuencias loxP. Las secuencias loxP son secuencias de repeticién de nucleétidos de 34 pares de bases
a las cuales se una la recombinasa Cre y son requeridas para la recombinacién genética mediada por la recombinasa
Cre. La orientacién de las secuencias loxP determina si la secuencia diana intercalada es escindida o invertida cuando
estd presente la recombinasa Cre (Abremski et al., (1984) J. Biol. Chem. 259:1509-1514); catalizando la escision de
la secuencia diana cuando las secuencias loxP estdn orientadas como repeticiones directas y cataliza la inversion de la
secuencia diana cuando las secuencias loxP estdn orientadas como repeticiones inversas.

Por consiguiente, la recombinacién genética de la secuencia diana es dependiente de la expresion de la recombinasa
Cre. La expresion de la recombinasa puede ser regulada por elementos promotores que estin sometidos a control
regulador, por ejemplo, especifico de la fase de desarrollo del tejido, inducible o reprimible por agentes afiadidos
externamente. Este control regulado dard como resultado recombinacién genética de la secuencia diana solamente
en células en donde la expresion de la recombinasa esté mediada por el elemento promotor. Por tanto, la activacién
de la expresion del transgén de la mutacién causante puede ser regulada mediante el control de la expresién de la
recombinasa.

El uso del sistema recombinasa cre/loxP para regular la expresién de un transgén causante requiere la construc-
ci6én de un animal transgénico que contenga los transgenes que codifican tanto la recombinasa Cre como la proteina
pertinente. Los animales que contienen tanto la recombinasa Cre como el transgén de la mutacién causante de la re-
estenosis pueden ser obtenidos a través de la construccion de animales transgénicos “dobles”. Un método conveniente
para obtener dichos animales es aparear dos animales transgénicos que contenga cada uno un transgén.

Se pueden proporcionar transgenes condicionales similares usando secuencias de promotores procaridticos que
requieren que sean simultdneamente expresadas proteinas procaridticas para facilitar la expresion del transgén. En la
patente de EE.UU. N° 4.833.080 se dan promotores ilustrativos y las proteinas procaridticas transactivantes correspon-
dientes.

Ademds, la expresion de los transgenes condicionales puede ser inducida por métodos similares a la terapia de
genes en donde se suministra al tejido un gen que codifica la proteina transactivante, por ejemplo una recombinasa o
una proteina procariota, y se hace que se exprese, tal como en un modo especifico del tipo de célula. Mediante este
método, el transgén podria permanecer silencioso en un adulto hasta ser “conectado” mediante la introduccién del
transactivador.

En una realizacion ilustrativa, los “animales transgénicos no humanos” de la invencidn se obtienen introduciendo
transgenes en la linea germinal del animal no humano. Para introducir los transgenes pueden utilizarse células diana
embrionarias en diversas etapas de desarrollo. Se utilizan diferentes métodos dependiendo de la etapa de desarrollo
de la célula diana embrionaria. La(s) lmea(s) especifica(s) de cualquier animal no humano utilizada(s) para realizar
esta invencion se selecciona(n) para conseguir buena salud general, buen rendimiento de embriones, buena visibilidad
pronuclear en el embridn y buena aptitud reproductiva. Ademads, el haplotipo es un factor significativo. Por ejemplo,
cuando se quieren obtener ratones transgénicos, se utilizan con frecuencia razas tales como las lineas C57BL/6 o
FVB (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME). Las razas preferidas son aquellas con haplotipos H-2b, H-2d o H-2q,
tales como C57BL/6 o DBA/1. La(s) linea(s) utilizada(s) para realizar esta invencion puede(n) ser ella(s) misma(s)
transgénica(s) y/o puede(n) estar desactivada(s) (es decir, obtenida de animales que tienen uno o mds genes parcial o
completamente suprimidos).

En una realizacion, la construccién transgénica se introduce en un embrién de una sola etapa. El cigoto es la mejor
diana para micro-inyeccion. En el ratén, el pronticleo macho alcanza el tamafio de aproximadamente 20 micrémetros
de didmetro que permite la inyeccién reproducible de 1-2 pl de solucién de DNA. El uso de cigotos como diana para la
transferencia de genes tiene la ventaja principal de que en la mayoria de los casos el DNA inyectado se incorporard al
gen hospedante antes de la primera escision (Brinster et al., (1985) PNAS, 82:4438-4442). En consecuencia, todas las
células del animal transgénico llevaran el transgén incorporado. Esto se reflejard también en general en la transmisién
eficiente del transgén a la descendencia del animal fundador, puesto que el 50% de las células germinales albergard el
transgén.
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Normalmente, se incuban embriones fertilizados en medios adecuados hasta que aparecen los pronticleos. Aproxi-
madamente en ese momento, la secuencia nucleotidica que comprende el transgén se introduce en el prontcleo hembra
o macho como se describe mds adelante. En algunas especies tales como ratones, se prefiere el prontcleo macho. Se
prefiere mejor, que el material genético exdgeno sea anadido al complemento de DNA macho del cigoto antes de que
sea procesado por el nicleo del vulo o el pronticleo hembra del cigoto. Se sabe que el niicleo del 6vulo o prontcleo
hembra libera moléculas que afectan al complemento de DNA macho, quizas sustituyendo las protaminas del DNA
macho por histonas, facilitando con ello la combinacién de los complementos de DNA hembra y macho para formar el
cigoto diploide. Asi, se prefiere que el material genético exdgeno sea afiadido al complemento macho de DNA o cual-
quier otro complemento de DNA antes de que sea afectado por el pronticleo hembra. Por ejemplo, el material genético
exdgeno se afiade al prontdcleo macho temprano, tan pronto como sea posible después de la formacién del pronticleo
macho, que es cuando los prontcleos macho y hembra estdn bien separados y ambos estdn situados proximos a la
membrana celular. Alternativamente, el material genético exégeno podria afiadirse al nicleo del esperma después que
haya sido inducido para experimentar descondensacion. El esperma que contiene el material genético exdgeno puede
afiadirse entonces al 6vulo o el esperma descondensado podria afiadirse al 6vulo afiadiéndose después tan pronto como
sea posible las construcciones transgénicas.

La introduccidn de la secuencia nucleotidica transgénica en el embridn puede realizarse por cualquier medio cono-
cido en la técnica, tal como, por ejemplo, micro-inyeccion, electroporacién o lipofeccién. Después de la introduccién
de la secuencia nucleotidica transgénica en el embrién, dicho embrién puede ser incubado in vitro durante diver-
sos periodos de tiempo o reimplantado en el hospedante sustituto o ambas técnicas. La incubacién in vitro hasta la
madurez estd incluida en el alcance de esta invencién. Un método usual es incubar los embriones in vitro durante
aproximadamente 1-7 dias, dependiendo de las especies y a continuacidn reimplantarlos en el hospedante sustituto.

Para los fines de esta invencién, un cigoto es esencialmente la formacién de una célula diploide que es capaz
de convertirse en un organismo completo. Generalmente, el cigoto comprenderd un huevo que contiene un nicleo
formado, natural o artificialmente, por la fusién de dos niicleos haploides procedentes de un gameto o gametos. Por
tanto, los nucleos de los gametos deben ser naturalmente compatibles, es decir, que den como resultado un cigoto
viable capaz de experimentar diferenciacidn y convertirse en un organismo funcional. En general, se prefiere un cigoto
euploide. Si se obtiene un cigoto aneuploide, entonces el nimero de cromosomas no debe variar en mas de uno respecto
al niimero euploide del organismo del que se originé cada gameto.

Ademds de consideraciones bioldgicas similares, las fisicas también gobiernan la cantidad (por ejemplo, volumen)
de material genético exdgeno que se puede afiadir al nicleo del cigoto o al material genético que forma una parte
del niicleo del cigoto. Si no se retira material genético, entonces la cantidad de material genético exdgeno que puede
afiadirse estd limitada por la cantidad que serd absorbida sin ser fisicamente perjudicial. En general, el volumen de
material genético exdgeno insertado no serd superior a aproximadamente 10 picolitros. Los efectos fisicos de adicién
no deben ser tan grandes que destruyan fisicamente la viabilidad del cigoto. El limite biolégico del nimero y variedad
de secuencias de DNA variard dependiendo del cigoto particular y de las funciones del material genético exégeno
y serd facilmente evidente para los expertos en la técnica, debido a que el material genético, incluyendo el material
genético exdgeno, del cigoto resultante debe ser bioldgicamente capaz de iniciar y mantener la diferenciacion y el
desarrollo del cigoto en un organismo funcional.

El ndmero de copias de las construcciones transgénicas que se afiade al cigoto es dependiente de la cantidad total
de material genético exdgeno afiadido y serd la cantidad que permita que tenga lugar la transformacién genética.
Teodricamente, solo se requiere una copia; sin embargo, generalmente, se utilizan numerosas copias, por ejemplo,
1.000-20.000 copias de la construccién transgénica, con el fin de garantizar que la copia sea funcional. En cuanto a la
presente invencion, serd con frecuencia una ventaja tener mds de una copia funcional de cada una de las secuencias de
DNA exégenas insertadas para mejorar la expresion fenotipica de las secuencias de DNA exdgeno.

Puede utilizarse cualquier técnica que permita la adicion del material genético exégeno en el material genético
nucleico siempre que no destructivo para la célula, la membrana nuclear u otras estructuras celulares o genéticas exis-
tentes. El material genético exdgeno se inserta preferiblemente en el material genético nucleico por micro-inyeccion.
La micro-inyeccidn de células y estructuras celulares es conocida y usada en la técnica.

La reimplantacién se consigue utilizando métodos estdndares. Generalmente, se anestesia el hospedante sustituto
y se insertan los embriones en el oviducto. El nimero de embriones implantado en un hospedante particular variard
segun las especies, pero serd en general comparable al nimero de descendientes que las especies producen de forma
natural.

Se puede escrutar la descendencia transgénica del hospedante sustituto para detectar la presencia y/o expresion del
transgén por cualquier método adecuado. La seleccion se realiza con frecuencia por andlisis de transferencia Southern o
transferencia Northern, utilizando una sonda complementaria con al menos una porcién del transgén. Se puede emplear
el andlisis de transferencia Western utilizando un anticuerpo contra la proteina codificada por el transgén como método
alternativo o adicional para escrutar la presencia del producto transgénico. Tipicamente, el DNA se prepara a partir
del tejido de la cola y se analiza por andlisis Southern o por PCR para determinar el transgén. Alternativamente, se
analizan los tejidos o células que se cree que expresan el transgén a niveles mds altos para determinar la presencia
y expresion del transgén utilizando anélisis Southern o PCR, aunque pueden usarse para este andlisis cualesquiera
tejidos o tipos de células.
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Métodos alternativos o adicionales para evaluar la presencia del transgén incluyen, sin limitacién, valoraciones
bioquimicas adecuadas, tales como valoraciones enzimdticas y/o inmunoldgicas, razas histoldgicas para detectar un
marcador particular o actividades enzimadticas, andlisis por citometria de flujo y similares. El andlisis de la sangre
también puede ser Util para detectar la presencia del producto transgénico en la sangre, asi como para evaluar el efecto
del transgén sobre los niveles de diversos tipos de células sanguineas y otros constituyentes de la sangre.

La progenie de los animales transgénicos se puede obtener apareando el animal transgénico con una pareja ade-
cuada, o por fertilizacién in vitro de huevos y/o esperma obtenidos del animal transgénico. Cuando se realiza el
apareamiento con una pareja, dicha pareja puede ser o no ser transgénica y/o inactivada; si es transgénica, puede con-
tener el mismo o diferentes transgenes o ambos. Alternativamente, la pareja puede ser una linea parental. Si se usa la
fertilizacién in vitro, el embrion fertilizado puede implantarse en un hospedante sustituto o incubarse in vitro, 0 ambas
cosas. Utilizando cualquier método, se puede evaluar la progenie para determinar la presencia del transgén aplicando
los métodos antes descritos u otros métodos apropiados.

Los animales transgénicos producidos de acuerdo con la presente invencién incluirdn material genético exdgeno.
Ademads, en dichas realizaciones la secuencia se unird a un elemento de control de la transcripcién, por ejemplo, un
promotor, que permite preferiblemente la expresion del producto transgénico en un tipo especifico de célula.

También se puede utilizar la infeccién retroviral para introducir el transgén en un animal no humano. El embrién
no humano en desarrollo se puede cultivar in vitro hasta la etapa del blastocisto. Durante este tiempo, los blastdmeros
pueden ser dianas para la infeccidn retroviral (Jaenich, R. (1976) PNAS 73:1260-1264). La infeccidon eficaz de los
blastomeros se obtiene por tratamiento enzimético para eliminar la zona peldcida (Manipulating the Mouse Embryo,
Hogan eds. (Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, 1986). El sistema vector viral utilizado para
introducir el transgén es tipicamente un retrovirus de replicacion defectuosa que lleva el transgén (Jahner et al., (1985)
PNAS, 82:6927-6931; Van der Putten et al., (1985) PNAS, 82:6148-6152). La transfeccion se obtiene facil y eficaz-
mente cultivando los blastomeros sobre una monocapa de células productoras de virus (Van der Putten, supra; Stewart
et al., (1987) EMBO J., 6:383-388). Alternativamente, la infeccién se puede realizar en una etapa posterior. El virus
o las células productoras de virus se pueden inyectar en el blastocele (Jahner et al., (1982) Nature, 298:623-628). La
mayoria de los fundadores serdn mosaicos para el transgén puesto que la incorporacién s6lo ocurre en un subconjunto
de células que formaban el animal transgénico no humano. Ademds, el fundador puede contener diversas inserciones
retrovirales del transgén en diferentes posiciones en el genoma que generalmente se segregaran en la descendencia.
Por otra parte, también es posible introducir los transgenes en la linea germinal por infeccion retroviral intrauterina
del embridn en la mitad de la gestacidon (Jahner et al., (1982) supra).

Un tercer tipo de célula diana para la introduccién de los transgenes es la célula madre embrionaria. Las células
madre embrionarias se obtienen de embriones antes de la implantacién cultivados in vitro y fusionados con embriones
(Evans et al., (1981) Nature, 292:154-156; Bradley et al., (1984) Nature, 309:255-258; Gossler et al., (1986) PNAS,
83: 9065-9069; y Robertson et al., (1986) Nature, 322:445-448). Los transgenes se pueden introducir eficazmente
en las células madre por transfeccion de del DNA o por traduccién mediada por un retrovirus. Dichas células madre
embrionarias transformadas se pueden combinar a continuacién con blastocistos procedentes de un animal no huma-
no. Las células madre colonizan a continuacion el embrién y contribuyen a la linea germinal del animal quimérico
resultante. Vedse una revision de Jaenisch, R. (1988) en Science, 240:1468-1474.

La presente invencion estd ademds ilustrada por los siguientes ejemplos que no deben considerarse de ningin
modo como limitativos. El contenido de todas las referencias citadas (incluyendo las referencias bibliograficas, las
patentes concedidas y las solicitudes de patentes publicadas que se citan a lo largo de esta solicitud) se incorporan
expresamente como referencia. La prictica de la presente invencidn empleard, salvo indicacién contraria, métodos
convencionales que estan incluidos en la técnica. Dichos métodos estdn completamente explicados en la bibliografia.
Véase, por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, (2nd ed., Sambrook, Fritsch and Maniatis, eds., Cold
Spring Harbor Laboratory Press: 1989); DNA Cloning, Volumes I and II (D. N. Glover ed., 1985); Oligonucleotide
Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Patente de EE.UU. N° 4.683.195; Patente de EE.UU. N°. 4.683.202; y Nucleic Acid
Hybridization (B. D. Hames & S. J. Higgins eds., 1984).

5. Ejemplos
Ejemplo 1

Genotipificacion

Todos los sujetos humanos fueron donantes de sangre sanos, de raza blanca, no relacionados entre si de Sheffield
(n=112). Los sujetos fueron tipificados en los loci indicados en la Tabla 1.
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TABLA 2

Marcadores utilizados en el estudio del haplotipo

Marcador Gen Referencia

222/223 IL1A Todd & Naylor, Nucleic Acids Res. 19: 3756 (1991)

9z5/gz6 IL1A Zuliani, et al., Am. J. Hum. Genet. 46: 963-69 (1990)

-889 IL1A McDowell, et al., Arth. & Rheum. 38: 221-8 (1995)

+3954 IL1B di Giovine, et al., Cytokine 7(6). 606 (1995)

-511 IL1B di Giovine, Hum. Molec. Genet. 1(6). 450 (1992)

gaat.p33330 entre IL1B e Murray, et al., Coop. Hum. Link. Center, sin publicar
IL1RN

Y31 entre IL1B e Spurr, et al., Cytogenet. & Cell Genet. 73: 255-73 (1996)
IL1RN

VNTR IL1RN Tarlow, et al., Hum. Genet. 91: 403-4 (1993)

Las secuencias de los cebadores y las etiquetas fluorescentes utilizadas en la amplificacién por PCR de los marca-
dores se muestran en la Tabla 3.
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TABLA 3

Secuencia de los cebadores y etiqueta fluorescente para la genotipificacion

Marcador Etiqueta Secuencia de los cebadores

222/223 HEX ATGTATAGAATTCCATTCCTG (SEQ ID NO. 8)
TAAAATCAAGTGTTGATGTAG (SEQ ID NO. 9)

gz5/gz6 FAM GGGATTACAGGCGTGAGCCACCGCG (SEQ ID NO. 10)
TTAGTATTGCTGGTAGTATTCATAT (SEQ ID NO. 11)

-889 NINGUNA | TGTTCTACCACCTGAACTAGG (SEQ ID NO. 12)
TTACATATGAGCCTTCCATG (SEQ ID NO. 13)

+3954 NINGUNA | CTCAGGTGTCCTCGAAGAAATCAAA (SEQ ID NO. 14)
GCTTTMGCTGTGAGTCCCG (SEQ ID NO. 15)

-511 NINGUNA | TGGCATTGATCTGGTTCATC (SEQ ID NO. 16)
GTTTAGGAATCTTCCCACTT(SEO ID NO. 17)

gaat.p33330 FAM GAGGCGTGAGAATCTCAAGA (SEQ ID NO. 18)
GTGTCCTCAAGTGGATCTGG (SEQ 10 NO. 19)

Y31 HEX GGGCAACAGAGCAATGTTTCT (SEQ ID NO. 20)
CAGTGTGTCAGTGTACTGTT (SEQ ID NO. 21)

VNTR NINGUNA | CTCAGCAACACTCCTAT (SEQ ID NO. 22)
TCCTGGTCTGCAGGTAA (SEQ ID NO. 23)

-1468 NINGUNA | CCT ATT TCC CTC GTG TCT CAA ATA CT (SEQ ID NO: 36)
TCA AAT TAG TAT GTG CCA GGT ATC GT

-3737 NINGUNA | CTAAGC CCT CCT TGT TCT AGA CCA
CTC TTG GAT CCA GGT TCT CAG ATT
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Las condiciones de reaccién eran las incluidas en la Tabla 4.

TABLA 4

Condiciones de reaccion

Marcador Condiciones

222/223 KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 9,0, MgCl> 1,5 mM, dNTP 200 mM,
25 ng de cebadores, 50 ng de molde, 0,004% W-1 (Gibco-BRL)
0,2 u Tagq, la PCR se realizé en 30 ciclos de 94°C durante 1",

55°C durante 1", 72°C durante 1"

9z5/gz6 como para el marcador 222/223, excepto que se afiadié 1 u de
Perfect Match (StrataGene)
-889 como para el marcador 222/223, excepto que la PCR se realizé con

1 ciclo a 96°C durante 1", 40 ciclos de 94°C durante 1", 46°C durante

1", 72°C durante 1" y 1 ciclo de 72°C durante 4", los productos se escindie-
ron con Ncol para su analisis

+3954 como para el marcador 222/223, excepto que la PCR se realiz6é en 35 ci-
clos con reasociacién a 67,5°C, los productos se escindieron con Taq 1 pa-
ra su analisis

-511 como para el marcador 222/223, excepto que la PCR se realiz6 en 1 ciclo a
95°C durante 2", 35 ciclos de 95°C durante 1", 53°C durante 1", 74°C du-
rante 1"y 1 ciclo de 74°C durante 4", los productos se escindieron con Aval
y Bsu361 para su analisis

gaat.p33330 | como para el marcador 222/223

Y31 como para el marcador 222/223

VNTR como para el marcador 222/223, excepto con MgCl> 1,7 mM, 1 ciclo a 96°C
durante 1"; 30 ciclos de 94°C durante 1", 60°C durante 1", 70°C durante 1"
y 1 ciclo a 70°C durante 2"

Los productos de la PCR 222/223, gz5/gz6, gaat.p33330 y Y31 se examinaron por electroforesis en gel de agarosa
y el resto de los productos de la PCR se mezclaron de acuerdo con la intensidad de tincién con bromuro de etidio.
2 g/l de la mezcla se analizaron en un secuenciador automdtico ABI 373A y se determinaron los tamafios de los
alelos utilizando el programa informdtico Genescan and Genotyper. Los alelos se agruparon globalmente utilizando
un sencillo programa de ordenador y numerados en orden de tamafio.

Los productos de la PCR -889 se sometieron a digestiéon con Ncol y los fragmentos resultantes fueron ordenados
por tamaiios por PAGE al 8%. El alelo 1 produce fragmentos de 83 y 16 pb. El alelo 2 produce un fragmento de 99 pb.

Los productos de la PCR +3954 se sometieron a digestién con la enzima de restriccién Taq 1. El alelo 1 produce
fragmentos de 97, 85 y 12 pb y el alelo 2 produce fragmentos de 182 y 12 pb.

Los productos de la PCR -511 se sometieron a digestion con Aval y Bsu36lI y los fragmentos fueron ordenados por
tamafios por PAGE al 8%. El alelo 1 produce fragmentos de 190 y 114 pb cuando se sometid a digestién con Aval y
un fragmento de 304 pb cuando se sometid a digestién con Bsu36I. El alelo 2 produce un fragmento de 304 pb cuando
se someti6 a digestion con Aval y fragmentos de 190 y 114 pb cuando se someti6 a digestién con Bsu361.

Los productos de la PCR VNTR fueron ordenados por tamaios por electroforesis sobre gel de agarosa al 2% a 90V
durante 45 minutos. El alelo 1 tiene 4 repeticiones y el producto de la PCR tiene 412 pb, el alelo 2 tiene 2 repeticiones
y el producto de la PCR tiene 240 pb, el alelo 3 tiene 3 repeticiones y el producto de la PCR tiene 326 pb, el alelo 4
tiene 4 repeticiones y el producto de la PCR tiene 498 pb, el alelo 5 tiene 6 repeticiones y el producto de la PCR tiene
584 pb.

Las distancias intergénicas se determinaron por estimacién basdndose en los tamafios de los insertos de los clones
PAC correspondientes a partir de un conjunto de clones contiguos que abarca la agrupacién de genes de IL-1 (Nicklin,
et al., Genomics 19:382-4 (1994)). Las distancias intragénicas se determinaron a partir de la secuencia de nucleétidos
correspondientes obtenidos de la base de datos GENBANK.
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Ejemplo 2
Meétodo para estimar el desequilibrio de ligamiento

Debido a que cuatro de los marcadores estudiados en la presente invencién son multialélicos, se realiz6 un analisis
preliminar para determinar que combinaciones alélicas entre pares de loci contribuian al mayor desequilibrio, con el
fin de que el desequilibrio no fuera enmascarado cuando se agruparan los alelos en sistemas bialélicos. Se utilizé el
programa E.H. de Xie y Ott (Handbook of Human Genetic Linkage, 1994, John Hopkins University Press, 188-98),
incorporado aqui como referencia, para estimar las frecuencias de haplotipos bajo H, (sin ligamiento) y H, (permi-
tido el ligamiento alélico). Se encontré que la estrategia de agrupamiento de alelos elaborada tenfa algunas ventajas
sobre los métodos utilizados corrientemente, en que se detectd el desequilibrio entre casi todas las combinaciones de
marcadores en parejas examinadas y existia buena correlacion entre el desequilibrio y la distancia fisica.

Mas especificamente, se utiliz6 el programa E.H. de Xie y Ott para determinar las estimaciones de probabilidad
méxima de desequilibrio (D;) entre cada combinacion de alelos en parejas, donde D;; = h;-p;q; son las frecuencias
para el alelo i en el locus 1 y para el alelo j en el locus 2 respectivamente, y h;; es la frecuencia del haplotipo ij.
El programa calcul6 los valores de probabilidad mdxima para las frecuencias de los haplotipos (y por consiguiente
frecuencias de los alelos) bajo H, (sin asociacién) y las frecuencias de los haplotipos bajo H; (permitida la asociacién
alélica). Para marcadores con mds de dos alelos, la estimacién por E. H. para las frecuencias de los alelos estd mal
relacionada con las frecuencias de los alelos estimadas directamente en la poblacién de muestra y por consiguiente
no dieron ninguna confianza a las estimaciones de D; dadas. Por consiguiente no era necesario agrupar alelos de
los marcadores multialélicos en un sistema bialélico. El andlisis de los marcadores en un formato bialélico tiene las
ventajas adicionales de que la anotacién ~D;;, p; y q; se pueden simplificar en ~D, p y q respectivamente, donde p y q
se definen como las frecuencias de los alelos mas raros en ambos loci (de tal forma que sin pérdida de generalidad p &
q @ 0,5) y "D es el desequilibrio estimado entre dichos alelos.

En un sistema bialélico, la potencia es también mucho més sencilla de determinar utilizando ecuaciones como las
detalladas por Hill (Hill, Heredity, 33: 229-39 (1974)). Ademds, el signo de *D se hace mds informativo, de tal forma
que "D > 0 cuando se asocian los alelos mas raros en cada uno de los dos loci y “D < 0 cuando el alelo raro en un
locus se asocia con el alelo comin en el otro locus.

Debido a que el método de agrupamiento de alelos afectaba claramente a la potencia para detectar el desequilibrio
(Zouros, et al., Gent. 85: 543-50 (1977); Weir, et al., Gent. 88: 633-42 (1976)), se realiz6 un andlisis preliminar para
garantizar que el agrupamiento no enmascaraba el desequilibrio entre subconjuntos de alelos. En este andlisis, se calcu-
16 6; = (O’;-E;)//E;; para cada haplotipo, donde E; es el nimero esperado de haplotipos ij suponiendo el equilibrio (E;
= 2n p;q;, donde n = niimero de individuos en el estudio) y O’;; es una estimacién bésica para el recuento de haplotipos
observados, determinada como sigue. Todos los genotipos que podrian ser resueltos sin ambigiiedad eran un haplotipo
contado. Cada heterocigoto doble (ii,/j,],) podria ser resuelto en dos posibles conjuntos de haplotipos, [i;J;,i5j,] 0
[1,J5,15j,]. Utilizando las frecuencias de haplotipos estimadas a partir del recuento de haplotipos sin ambigiiedad, se
calculf la probabilidad de cada conjunto y se usé como recuento “parcial”. De este modo los genotipos ambiguos eran
también haplotipos contados y los recuentos totales (ambiguos mds no ambiguos) constituian las O’;; utilizadas en J;.
Una vez estabilizado, se utilizaron la magnitud y signo de los ¢;; para determinar que combinacion alélica mostraba
mayor desviacién de la hipdtesis nula de no asociacion. Esta informacion se utilizé para agrupar alelos en los loci
multialélicos en sistemas bialélicos para poder utilizar eficazmente el programa E.H.

Con el fin de comparar el grado de desequilibrio entre diferentes combinaciones de loci en parejas, se calculé una
medida independiente de la frecuencia del desequilibrio ~D, (la proporcién de desequilibrio maximo posible en la
direccién dada), donde ~D = ~D/|D,,,x| (Thompson, et al., Am. J. Hum. Gent. 42: 113-24 (1988)). La relacién entre p
y qes tal que p @ q @ 0,5, por consiguiente puede escribirse que -pq @ D @ p(1-q), tal que cuando "D<0, D,,,x =-pqy
cuando "D>0, D,,,, = p(1-q). La salida del programa E.H. incluia probabilidades logaritmicas para los valores maximos
del pardmetro de probabilidad bajo H, y H,, y puesto que -2In (Ly/L,)~X?,, donde L, y L, son las probabilidades bajo
H, y H,, se podrian entonces determinar los valores de p para cada ensayo.

Las varianzas asintéticas para ~D, bajo Hy: D = 0 y H,, se calcularon utilizando la férmula definida por Hill
(Heredity, 33: 229-39 (1974)) para datos genotipicos. Utilizdndolas, se pudo calcular la potencia para cada compara-
cidén en parejas.

Se identificaron haplotipos comunes que contenian todos 8 loci a partir del andlisis preliminar de ¢;; antes descrito
y respaldados por la magnitud y signo de los desequilibrios una vez que los alelos en los loci multialélicos fueron
agrupados. Para estos loci, fue identificado en el haplotipo el alelo en el grupo que contribuia en mayor medida al
desequilibrio. Para estimar las frecuencias de haplotipos en la poblacién, se determinaron las tasas de transporte de al
menos una copia de los alelos pertinentes en la poblacién. Estos no representan verdaderos haplotipos puesto que la
fase es desconocida. Se utilizaron técnicas de simulacién de Monte Carlo para analizar la desviacion significativa de
una distribucidn nula simulada para estos transportes combinados suponiendo que no hay asociacion.
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Ejemplo 3
Estimacion del desequilibrio del ligamiento en la agrupacion de genes de IL-1

Se han identificado diversos marcadores bialélicos y multialélicos en los genes de IL-1 y alrededor de ellos. Sin
embargo, no han sido identificados hasta ahora el grado de desequilibrio del ligamiento entre los marcadores y la
prevalencia de haplotipos multimarcadores en la poblacién general.

La Figura 1 muestra las posiciones relativas de los 8 loci marcadores utilizados en este estudio. Muestras de DNA

de 212 voluntarios sanos no relacionados fueron genotipificadas para cada uno de estos marcadores, y las estimaciones
resultantes de frecuencias de alelos se muestran en la Tabla 5.

TABLA 5

Frecuencias estimadas de alelos marcadores

222/223 frec. 9z5/gz6 frec. -889 frec. +3953 frec.
1 (126 pb) 0,005 1(79 pb) 0,003 1(Ncol) 0,714 1(2 0,812
Tagl)
2 (128 pb) 0,018 2 (82 pb) 0,005 2 0,286 2 0,188
3 (130 pb) 0,378 3 (88 pb) 0,676
4 (132 pb) 0,299 4 (91 pb) 0,316
5 (134 pb) 0,016
6 (136 pb) 0,208
7 (138 pb) 0,055
8 (140 pb) 0,003
9 (142 pb) 0,010
10 (144 pb) 0,008
*total 384 392 398 398
-511 frec. gaat.p33330 frec. Y31 frec. VNTR frec.
1 0,618 1 (189 pb) 0,658 1 (148 pb) 0,092 1 0,744
2 (Bsu361) 0,382 2 (193 pb) 0,002 2 (158 pb) 0,008 2 0,256
3 (197 pb) 0,255 3 (160 pb) 0,454
4 (201 pb) 0,084 4 (162 pb) 0,062
5 (164 pb) 0,003
6 (166 pb) 0,122
7 (168 pb) 0,035
8 (170 pb) 0,030
9 (172 pb) 0,095
10 (174 pb) 0,087
11 (176 pb) 0,003
12 (178 pb) 0,011
398 404 370 398

*nimero de cromosomas analizado
Nota — los nombres de los alelos (y tamafios) estédn en negrita.

Para determinar el desequilibrio del ligamiento entre combinaciones de loci en parejas, se utiliz6 el programa de
ordenador de Xie y Ott. Se encontré que este programa era el mds eficaz cuando se utilizaba con sistemas bialélicos,
por consiguiente se agruparon los alelos en los loci multialélicos del modo mas apropiado para cada comparacién en
parejas, de forma que no se enmascarara el desequilibrio entre subconjuntos de alelos.

En la Tabla 6, los desequilibrios entre parejas de loci se expresan como ~D, la relacion entre *D y su valor maximo
D..ax» ¥ s€ muestran junto con la distancia fisica aproximada entre los loci en kilopares de bases.
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TABLA 6

Desequilibrio (~D = "D/\Dy.|) y distancia fisica entre marcadores

222/223 | gz5/926 -889 +3953
2221223 - +0,872 +0,829 +0,710
gz5/g26 2,5 : -0,889 -0,695
-889 7 45 . +0,804
+3953 55 55 50 -
511 60 60 55 4,5
gaat.p33330 | 260 260 255 205
Y31 310 310 305 255
VNTR 380 380 375 325
511 gaatp33330| Y31 VNTR
2221223 +0,535 | +0,433 +0,364 -0,499
9z5/gz6 +0,540 | +0,517 -0,503 +0,286
-889 0,264 | +0,337 +0,318 -0,207
+3954 20,617 | +0,409 0,475 0,439
511 - +0,691 -0,456 +0,448
gaat.p33330 | 200 B, +0,639 +0,442
Y31 250 50 - 20,765
VNTR 320 120 70 .

Nota - los valores de desequilibrio se muestran en la parte superior derecha, las distancias fisicas en Kb
se muestran en la parte inferior izquierda. Las distancias intergénicas se dan con un ermror de 5 Kb.

La Tabla 7 muestra la potencia para detectar el 50% de D,,, para cada combinacion de loci y los valores de p para
cada D correspondiente.

TABLA 7
Potencia para detectar el 50% de D, y valores de p de -2Ln (LyL,)

222/223 gz5/gz6 -889 +3953
222/223 - -100(+) -100(+) 98(+)
gz5/gz6 <1x107"° - 87(-) 60(-)
-889 <1x10"° <3x10° - -100(+)
+3954 -1x107 *.9x107 <1x107° -
-511 -9x10™™° -4x10° *.9,4x10% *.2,6x107
gaat.p3330 | -9x107° -2x10™ *-1,7x107 -5x107
Y31 -1x107 -4x10™ -6x107 -1x107
VNTR -1x10™ -1x10” *.3x107 *1,2x107

-511 gaat.p33330 Y31 VNTR
222/223 ~100(+) ~100(+) ~100(+) 93(-)
gz5/gz6 ~100(+) ~100(+) 98(-) ~100(+)
-889 96(-) 89(+) ~100(+) 78(-)
+3054 79(-) 97(+) ~100(+) 52(-)
-511 . ~100(+) ~100(-) ~100(+)
gaat.p33330] <1x10™ - 49(+) ~100(+)
Y31 ~2x107 ~7x107° - 89(-)
VNTR ~8x10° ~1x10™ 2x107 -

Nota — La potencia se muestra en la parte superior derecha con el signo de desequilibrio entre paréntesis;
los valores de p puntuales se muestran (sin corregir) en el fondo izquierda. Para un nivel de significancia
global de p = 0,05, el nivel de significancia puntual es 0,0018 para 28 comparaciones.

* No significativo a un umbral de p = 0,0018

Se detect6 el desequilibrio del ligamiento significativo (p., < 0,05) entre la mayor parte de las combinaciones
de loci, s6lo con algunas excepciones. Estas incluyen las comparaciones entre el marcador VNTR y los marcadores
bialélicos mds distantes, +3954 y -889, en los que el desequilibrio se produce en direccién negativa y en consecuencia
se reduce la potencia (Tabla 7). La correlacidn entre el desequilibrio ~D y la distancia fisica erar =-0,752 (p < 0,0001,
unilateral) (Figura 2).
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Con el fin de comparar diferentes métodos de agrupamiento para los marcadores multialélicos, se calculé ~D para
todas las comparaciones que implicaban 222/223 utilizando dos estrategias de agrupamiento adicionales. La primera
consistia en una propuesta de “alelo comun frente al resto” y la segunda en un agrupamiento basado en el tamafio del
alelo, utilizando la distribucién bimodal de la frecuencia del alelo frente al tamafio que se observaba para todos los
marcadores multialélicos examinados. Los resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 8, donde se comparan
los valores de ~D para los tres métodos de agrupamiento.

TABLA 8

Valores de ~D para los tres métodos agrupamiento de alelos en los loci marcadores multialélicos

by comun tamario
frente al resto| del alelo
gz5/gz6 0,87 0,79 0,77
-899 0,83 0,81 0,98
+3954 0,71 *0,74 0,77
-511 0,54 *0,15 0,61
gaat.p33330 0,43 *0,03 0,53
Y31 0,36 *0,12 0,16
VNTR 0,5 0,48 *0,04

Nota — Valores dados para el desequilibrio entre 222/223 y los otros marcadores indicados.
* indica no significativo a un nivel p = 0,05, incluso antes de la correccion para ensayos muitiples.

Se puede observar que el desequilibrio no se detecta en varios casos utilizando estas otras estrategias de agrupa-
miento, principalmente 222/223 con -511 y gaat.p33330 en la propuesta comun frente al resto, 222/223 con Y31 tanto
en la propuesta comtn frente al resto como en la del tamafio de los alelos y 222/223 con VNTR en la propuesta del
tamafio de los alelos.

El examen de qué alelos de los loci multialélicos contribuyeron en mayor grado al desequilibrio, a partir de la
determinacién de ¢; reveld la existencia de 2 haplotipos que contenian alelos de los 8 loci. Estos se confirmaron por
examen de las frecuencias de haplotipos y valores del desequilibrio obtenidos después del agrupamiento. El primer
haplotipo: alelos 44112332 (expresados en orden cromosdmico, véase la Fig. 1) es el mds comun (transporte de 34/198)
y estd presente 7 veces mds frecuentemente que lo esperado (esperado = 4,5/198) (p < 0,000001). El segundo haplotipo:
alelos 33221461 (transporte de 2/206) estaba presente 4 veces mds frecuentemente que lo esperado (esperado 0,5/206),
pero esto no era estadisticamente significativo (p ~ 0,106). Sin embargo, el examen de un tamafio de muestra mayor
podia ayudar a aumentar el significado estadistico de este hallazgo.

Los datos presentados indican un grado significativo de desequilibrio del ligamiento en un tramo de aproximada-
mente 400 Kb del cromosoma 2q13. El desequilibrio era grande tanto para los tres marcadores en el gen de IL-1q,
lo que podria esperarse, pero también entre alguno de los marcadores mds separados (-899/+3954; ~D = +0,804, dis-
tancia fisica = 50 Kb) (Tabla 6). Sin embargo, ~D disminuy6 considerablemente entre los extremos mds alejados del
agrupamiento. Dentro del gen de IL-18, se obtuvo un valor moderado de ~D (+3954/-511; ~D =-0,617), aunque este
valor no era significativo cuando de corrigié para comparaciones multiples, reflejando probablemente la reduccién en
potencia cuando el desequilibrio se produce en la direccion negativa (Thompson, et al., Am. J. Hum. Gent. 42: 113-24
(1988)).

En general, existe una buena correlacién entre la distancia fisica y el desequilibrio del ligamiento (Figura 2); r
=-0,752. La fiabilidad de r propiamente dicha depende parcialmente de la fiabilidad de las estimaciones tanto de la
distancia fisica como de ~D. En distancias cortas, las distancias fisicas son exactas puesto que se determinan a partir
de secuencias de DNA conocidas, mientras que las estimaciones de distancias largas son menos precisas. La potencia
puede ser considerada provisionalmente como un indicador de la fiabilidad de ~D, puesto que si la potencia es baja
esto indica que el tamafio de la muestra era demasiado pequefio y con tamafios de muestras pequefios las estimaciones
de ~D pueden no ser fiables.

El éxito de la estrategia elaborada de agrupamiento se indica en la Tabla 8, que presenta varios casos en los que
el desequilibrio entre los loci particulares es aparentemente bajo o no detectado cuando se emplean otros métodos de
agrupacion usualmente utilizados. Las desventajas de la estrategia de agrupamiento utilizada en la presente invencién
son que dicha estrategia es bastante laboriosa puesto que la informacion utilizada para el agrupamiento se basaba en
una estimacion aproximada de las frecuencias de haplotipos “observadas” (véase el Ejemplo 2). Para los marcadores
mads polimdrficos la mayor heterocigosis significa que la estimacién de ¢;; era menos precisa puesto que habia una
mayor proporcién de haplotipos ambiguos. A pesar de este inconveniente, se procurd tener en cuenta tanto el signo
como la magnitud de d;; y las frecuencias de los alelos relacionados.

32



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2356 167 T3

El método pudo simplificarse, en un estudio suficientemente amplio, s6lo considerando los haplotipos no ambiguos
cuando se determina el agrupamiento. La determinacién de ¢; utiliza todo el conocimiento anterior para el agrupa-
miento de los marcadores multialélicos y esta puede ser la razén por la que se detect6 el desequilibrio entre casi todas
las combinaciones de marcadores en parejas.

Los dos haplotipos que contienen los 8 marcadores, asi como otros haplotipos mds cortos, son de particular interés
puesto que es probable que las combinaciones particulares de alelos de los genes de IL-1 puedan actuar conjuntamente
para determinar un fenotipo inflamatorio global. La comprension de cuales marcadores estan en un desequilibrio de
ligamiento fuerte no sélo permite un disefio mas racional de los estudios genéticos sino que también puede proporcio-
nar claves para comprender el mecanismo de la enfermedad. Por consiguiente, ademds de los alelos identificados en
la presente memoria, el haplotipo de IL-1 (44112332) puede contener los siguientes alelos:

alelo 2 del marcador 1731 del gen IL1RN (A en la posicién 1731
alelo 2 del marcador 1812 del gen IL1RN (A en la posicion 1812
alelo 2 del marcador 1868 del gen IL1RN (G en la posicién 1868
alelo 2 del marcador 1887 del gen IL1RN (C en la posicién 1887
(
(
(

)
)
)3
).

alelo 2 del marcador 8006 del gen IL1RN (contiene un sitio Hpall o Mspl)
alelo 2 del marcador 8061 del gen IL1RN (carece de un sitio Mwol)
alelo 2 del marcador 9589 del gen IL1RN (contiene un sitio Sspl)

Ademas, para amplificar estos alelos se pueden utilizar los siguientes cebadores de la PCR:
TTACGCAGATAAGAACCAGTTTGG (SEQ ID NO. 24)

TTTCCTGGACGCTTGCTCACCA (SEQ ID NO. 25)

(utilizados para 1731, 1812, 1868 y 1887)

TTCTATCTGAGGAACAACCAACTAGTAGC (SEQ ID NO. 26)
CACCAGACTTGACACAGGACAGGCACATC (SEQ ID NO. 27)
(utilizados para 8006)

CGACCCTCTGGGAGAAAATCCAGCAAG (SEQ ID NO. 28)
(utilizado con SEQ ID NO. 20 para 8006)

ACACAGGAAGGTGCCAAGCA (SEQ ID NO. 29)
TGCAGACAGACGGGCAAAGT (SEQ ID NO. 30)
(utilizados para 8006 y 9589)

TTGTGGGGACCAGGGGAGAT (SEQID NO. 31)y
AGCCTGGCACTCTGCTGAAT (SEQ ID NO. 32)
(utilizados para 9589).

Ejemplo 4
El haplotipo de IL-1 (441123-32) estd asociado a la nefropatia diabética

Se investigé la presencia de los dos haplotipos descritos en la presente memoria en poblaciones sanas y enfermas
para determinar si los haplotipos estaban asociados a una enfermedad inflamatoria. En el ejemplo 3 se compararon
81 pacientes con diabetes mellitus no dependiente de insulina (NIDDM) y con nefropatia con 198 sujetos sanos
étnicamente similares y 147 pacientes con NIDDM sin nefropatia. Se realizé la genotipificacién como en el ejemplo
1.

El haplotipo de IL-1 (44112332) era portado por 24 de 79 de los pacientes con NIDDM vy nefropatia y 25 de 141
de los pacientes con NIDDM sin nefropatia. Sin embargo, no se encontré el segundo haplotipo (3322146 1) en los
pacientes con nefropatia (0/8 1). El haplotipo de IL-1 (44112332) estaba significativamente sobre-representado en el
grupo de pacientes en comparacién con el grupo de control sano (24/79 frente a 34/198; p = 0,015) y en el grupo con
NIDDM sin nefropatia (24/79 frente a 25/141; p = 0,03).

Ejemplo 5
Un haplotipo de IL-1 estd asociado a una enfermedad inflamatoria
Es un ejemplo profético o predictor. Se examinaron otras enfermedades como en el Ejemplo 4. Se encontré que el

haplotipo de IL-1 (44112332) estd asociado a la arteriopatia coronaria, osteoporosis, nefropatia en diabetes mellitus,
alopecia areata, enfermedad de Graves, lupus eritematoso diseminado, esclerosis del liquen y colitis ulcerosa.
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Igualmente, el haplotipo de IL-1 (33221461) estd asociado a la periodontopatia, artritis crénica juvenil, psoriasis,
diabetes dependiente de la insulina y retinopatia diabética.

Ejemplo 6
Nuevos marcadores estdn ligados a un haplotipo de IL-1

Es un ejemplo predictor. Se identificaron mas marcadores por andlisis de las secuencias y enzimas de restriccién de
la regién 2q13-14. Se identificé que estos nuevos marcadores pertenecen a un haplotipo de IL-1 de la manera descrita
en los Ejemplos 2 y 3.

Ejemplo 7
El haplotipo de IL-1 (44112332) se utiliza para predecir la sensibilidad a enfermedades

Es un ejemplo predictor. Un paciente con un historial familiar de colitis ulcerosa se genotipific para determinar
la presencia del haplotipo de IL-1 (44112332). La genotipificacién se realizé como en el Ejemplo 1 y se detecté que
el paciente llevaba uno o més alelos del haplotipo. El paciente se traté por consiguiente con antagonistas de IL-1 para
evitar la enfermedad.

Un segundo paciente con un historial familiar de arteriopatia coronaria se genotipific para detectar el agrupa-
miento de genes IL-1. Se encontré que el paciente llevaba uno o mas alelos del haplotipo de IL-1 (44112332) y que
era homocigético para el alelo 2 de VNTR. Por tanto, era 5,4 veces mds probable que el paciente desarrollara la
arteriopatia coronaria que la poblacién general y se traté exhaustivamente para evitar la enfermedad.

Ejemplo 8
Los haplotipos adicionales son estadisticamente significativos

Es un ejemplo predictor se tipificaron, como en el Ejemplo 1, 400 cromosomas mas y se valoré el desequilibrio de
ligamiento como en el Ejemplo 2. Se encontré que el haplotipo de IL-1 (33221461) estaba presente aproximadamente
4 veces mas frecuentemente que lo que se esperaba (p-0,05).

De manera similar, se determiné que estaban presentes los siguientes marcadores en el haplotipo de IL- 1
(44112332) (p << 0,05).

Alelo 2 del marcador 1731 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 1812 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 1868 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 1887 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 8006 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 8061 del gen IL1RN
alelo 2 del marcador 9589 del gen IL1RN

Ejemplo 9

Identificacion y caracterizacion de los polimorfismos de un solo nucledtido en el gen IL-1B humano asociado con la
expresion alterada de IL-18 y estados inflamatorios

Se estudiaron el gen IL-1B y otros miembros del agrupamiento de genes IL-1. En particular, se investigé el IL-1B
debido a que diversas enfermedades estan asociadas a los SNP en su region en direccién 5°. Se identificaron diversos
SNP nuevos, como se muestra en las Tablas 9*-E. Se utilizaron valoraciones con genes indicadores para analizar las
combinaciones alélicas de los SNP en la regién promotora de IL-1B, algunas de las cuales representan haplotipos
frecuentes en la poblacién. Una construccion control tiene el tipo natural (designado alelo 1) en todos los alelos
que contienen SNP. La actividad transcripcional diferencial de alelos individuales en las valoraciones indicadoras se
estudi6é mas a fondo analizando la unién de proteinas nucleares al DNA alélico en valoraciones del desplazamiento de
la electro-movilidad.
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Cartografiado de los SNP de alta densidad

Se seleccionaron veinticinco voluntarios sanos de diferente origen étnico, auto-descrito. Cada sujeto proporciond
un consentimiento escrito informado y el protocolo fue aprobado por el Comité de ética de la Universidad de Sheffield
(U.K)). A partir de muestras de sangre se preparé DNA gendémico. El DNA se envi6 a Genome Therapeutics Corpora-
tion (Waltham, MA, USA) para su secuenciacion y cartografiado de los SNP de alta densidad. La secuencia gendmica
publicamente disponible en la region de IL-1 se utilizé para establecer la secuencia de referencia de esta regioén para
identificacion de los SNP. Ademads, se escrut6 una genoteca del cromosomas artificiales bacterianos (abreviadamente
en lo sucesivo BAC por la expresion inglesa Bacterial Artificial Chromosomes) comercialmente disponible para iden-
tificar clones de BAC que abarcan la regién de IL-1. Se utilizaron BAC positivos para generar un pequefia genoteca
de insertos de pldsmidos con insertos de 3 a 3,5 kb. Se estudiaron cuatro genes (IL-1A, IL-1B, IL-RN e IL-1F5) y se
identificaron los SNP para cada gen en las regiones del ex6n y 5 kb del extremo 5° del gen. La deteccién de los SNP se
realiz6 automdticamente utilizando el programa PolyPhred en un instrumento ABI 3700, seguido de inspeccién visual

de los SNP recogidos en las Tablas 9A-E.

ES 2356 167 T3

TABLA 9A
Descubrimiento de los SNP de IL-1«

N° Con relacién Localizacién Tipo [Secuenciade los SNP

SNP a+1
1 -3885 Promotor CIT |GCATGAGCCA\WCGGCACCCAGCCACT (SEQID NO:)
2 -3764 Promotor CIT [TGAACTAGAA\CTCAAGAAATTGA (SEQ ID NO: )
3 -3726 Promotor T/IC |CACACTCTCA\TATGAATTCTCCAT (SEQ ID NO:)
4 -3608 Promotor G/A |CATATTCTGG/AACCTTCAATAAA (SEQ ID NO:)
5 -3115 Promotor CIT |AAAAGTTATG\TTTTTCTCTTCATTCA (SEQID NO: )
6 -2756 Promotor CIT [TCTTTATAAG\CCATCACTTGGTG (SEQ ID NO: )
9 -2269 Promotor G/IA |CGAGAGGTGG\GTGCCTGAAGCCACC (SEQID NO:)
10 -2118 Promotor CIT [TGTTCACAGT/CCCAGAAAAGCGGGC (SEQ ID NO:)
1 -1506 Promotor CIT [TAAAGAGGAA/CCAAGGTAAGCAGAA (SEQ ID NO:)
12 -1202 Promotor CIT |ACACAAGCTG\CTTTCCTCCCAGATC (SEQID NO: )
13 -889 Promotor CIT |CCAGGCAACA\CCATTGAAGGCTC (SEQ ID NO:)
14 +145 Promotor CIT |AAAGCTACAG/CCTCTCCTTTCTTT (SEQ ID NO: )
15 +251 Promotor T/A |CTGATTCGTT\TTACTGAGGGACG (SEQ ID NO: )
16 +263 Promotor G/A |ACTGAGGGAC\GGCAGAACTAGTTTC (SEQID NO:)
17 +1864 Promotor A/IC [CTTGAATCTT\AAATACTTTTGTT (SEQ ID NO: )
18 +1892 Promotor G/A |CTCACTAGAG\GTCCAGAGACCT (SEQ ID NO:)
19 +2822 Promotor G/A |AAGAAGAGAC\GGTTGAGTTT (SEQ ID NO: )
24 +4718 Promotor A/IC [TCTGGATTGG\AATATTCCTA (SEQ ID NO: )
25 +4728 Promotor T/IC |ATTCCTAATA/TCCCCTCCAG (SEQ ID NO: )
26 +4845 Intrén 1 GIT |GCCTAGGTCA\GCACCTTTTAG (SEQ ID NO:)
30 +6627 Intrén 1 G/A |GCCCCCACCT\GCCCACCCCA (SEQ ID NO:)
31 +8811 Intrén 1 A/IC [CCTTTTTCTA/ACATCTTGTTCTCTA (SEQ ID NO: )
32 +9460 Intrén 3 G/A [TTTGCCTTCT\GCTTTTAAGTT (SEQ ID NO: )
33 +9613 Intrén 3 CIT AAATACTTCT/CGAAGCCGAGC (SEQ ID NO:)
34 +9749 Exén 4 C/IG |CTGAGTGTGAWCCAGGCATCCTC (SEQ ID NO:)
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TABLA 9B

Descubrimiento de los SNP de IL-18

N° Con relacién | Localizacién Tipo [Secuencia de los SNP
SNP a+1
1 -5164 Promotor T/C GCCTGGGTCC/CAGACTTGACAAA (SEQ ID NO: )
2 -3959 Promotor T/IC AGAAAAGACA/TAGAGTAGGA (SEQ ID NO: )
3 -3893 Promotor G/A | TCCAAAGGAA/GGACAAGGTC (SEQ ID NO: )
4 -3737 Promotor CIT GGGAGGAGAATGGAATGT/CCCTTGGACTCT (SEQ ID NO:)
5 -3686 Promotor A/IG | GAAGAAGCCC/ATTGGAGATGATG (SEQ ID NO: )
6 -3254 Promotor T/C GATAACTGGC/TGCGAAGCCCATGAT (SEQ ID NO: )
7 -2905 Promotor AIG | GGAAGACAGG/ATCTGATACATAC (SEQID NO: )
8 -2394 Promotor G/A | CCTGTCACTG/GCTTTGATCCTCCTT (SEQ ID NO: )
9 -2378 Promotor G/A | ATCCTCCTTC/GTTCAGCTTGTAATC (SEQ ID NO: )
10 -1468 Promotor GIC CACTCCCTTG/GATAATGCAGAGCGAG (SEQ ID NO:)
14 -511 Promotor CIT | AGAGAGCTCC/TGAGGCAGAGAAC (SEQ ID NO: )
15 -31 Promotor T/IC TTTTGAAAGC/CATAAAAACAGCGAGGGAG (SEQ ID NO: )
17 +45 Exén 1 T/IC GCTCTGGGAT/TCTCTTCAGCCAATCTTCAT (SEQ ID NO: )
5 UTR
19 +746 Intrén 2 CIT | ACTACTTTCC/CATTACAAGTCCCTCCAG (SEQ ID NO:)
24 +3876 Intrén 4 G/A | AAATTTTGCC/GCCTCGCCTCACGAG (SEQ ID NO:)
25 +3954 Exén 5 CIT CTATCTTCTT/CGACACATGGGATAACG (SEQ ID NO:)
30 +5548 Intrén 6 G/A | CCTTCTCCCC/GCCCCCATCCCTAGG (SEQID NO:)
35 +6506 Exén7 C/A | ATAGCCTGGA/CTTTCCTGTTGTCT (SEQ ID NO: )
3 UTR
37 +6911 Exén7 GIC CTTTAATTAA/GACTGAAAATATATAAGC (SEQ ID NO:)
3 UTR
38 +7214 Desconocido CIT CAGTGCACAT/TTGGAACAGGATC (SEQ ID NO:)
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TABLA 9C

Descubrimiento de los SNP de IL-Rnic

N°SNP| Con relacién | Localizacién Tipo Secuencia de los SNP
a+1
14 -4864 G/A GTTGGGTCAC/GTACCCGACGTGCTA (SEQ ID NO: )
16 -4744 TIG ACTGTTCACA/GAGCCAAGATATGGA (SEQ ID NO:)
18 -3662 TIG TGTTTGCTTG/TTCTTCTCTCTCAGC (SEQID NO:)
19 -3417 AIG AGCTGGGTCT/ATGAGTTGTGGTGGC (SEQ ID NO: )
21 -3230 CIT GTGTGTGTGT/CTGTGTTTGTGTGTG (SEQ ID NO: )
22 -3188 G/A GAGAGAATGA/GAATATGAGTGGTGG (SEQ ID NO: )
25 -2448 T/IC TATCTTGCTC/TTCCATTCCTGATGC (SEQID NO: )
26 -2343 T/IC GTCACCATCA/ITTGGGGTTGTGGATC (SEQ ID NO:)
29 Promotor CIT TGAGCCAAGG/CGGAAGAGAACAGGA (SEQ ID NO:)
30 -1002 Promotor T/C GCAGATAGCA/TCAGGTCCATTTTGC (SEQ ID NO: )
31 -501 Promotor GIC CTCTCAGAGA/GGGCTTCCCTGGCCA (SEQ ID NO:)
32 -500 Promotor G/A TCTCAGAGAG/GGCTTCCCTGGCCAC (SEQ ID NO: )
33 -388 Promotor CIT TATTTTATTTG/CTAACTTGTTTCTTG (SEQ ID NO: )
34 -2562 Promotor AlC GCACACATGC/ATGAGCTGGCGGCAG (SEQ ID NO:)
35 -41 Promotor G/A GGGCAGGGGAG/GCTGGGCTCCTCCTT (SEQ ID NO:)
36 +40 Exén 1 G/A CCCAGGTACT/GCCCGGGTGCTACTT (SEQ ID NO: )
5 UTR
37 +96 Exén 1 G/A GGAAGACCTC/AGAAGACCTCCTGTC (SEQ ID NO: )
5 UTR
38 +115 Exén 1 GIC CCTGTCCTAT/GAGGCCCTCCCCATG (SEQ ID NO: )
5 UTR
39 +162 Intrén 1 T/IC TCTCATTTTT/TCACCTGAGAAATGA (SEQ ID NO:)
40 +304 Intrén 1 AIG GGAGGCATCC/ATGGGAGACCATGCA (SEQ ID NO: )
42 +2027 Intrén 1 GIT GTGCATACTC/TGACTGGAAACTGGA (SEQ ID NO: )
43 +2060 Intrén 1 GIC AAAGGATAGA/GATGGAACCATGTGC (SEQ ID NO: )
44 +2245 Intrén 1 AlC AGGGTAAATT/ATTTTTAGGATCCAA (SEQ ID NO: )
61 +11732 Exén 3 T/IC AACTAGTTGC/TGGATACTTGCAAGG (SEQ ID NO: )
62 +11787 Intrén 3 T/IC GCCAGGAAAG/CCAATGTATGTGGGC (SEQ ID NO: )
63 +11797 Intrén 3 G/A CAATGTATGT/GGGCATCACGTCACT (SEQID NO: )
64 +11819 Intrén 3 GIC CACTTTGCCC/GTCTGTCTGCAGCAG (SEQ ID NO: )
65 +11860 Intrén 3 TIG TGCACAAACCCTAGG/TCAATGTCCTAATC (SEQID NO: )
66 +11855 Intrén 3 AlC AAACCCTAGG/ITGCAATGTCCTAATC (SEQ ID NO: )
67 +11890 Intrén 3 T/IC TGTATTCAAG/TTTGAAGCTGGGAGG (SEQ ID NO: )
68 +11892 Intrén 3 G/A ATTCAAGTTT/GAAGCTGGGAGGGCC (SEQ ID NO: )
76 +13070 Intrén 3 G/A AAAAATACCC/GGGGTCTCTTCATTA (SEQ ID NO: )
77 +13092 Intrén 3 T/IC TTATTGCTGC/TTCCTCTTCTATTAA (SEQ ID NO: )
78 +13307 Intrén 3 AT AAACAACCAA/AATTTTTTCTTATGA (SEQ ID NO: )
79 +13414 Intrén 4 T/IA GCAGAGTGCC/TGGCTTGCGCTGGGC (SEQ ID NO:)
80 +13520 Intrén 4 TIG GCATGGCGGC/TGACTTCCAAAAGGG (SEQ ID NO: )
81 +13575 Intrén 4 G/A CGCTTATTAT/GACTTCTGCTTGCAT (SEQID NO: )
82 +13614 Intrén 4 CIT AAGCCAGTCA/CGTGGCTAAGTCTAG (SEQ ID NO: )
89 +14818 Exén 4 T/C GCTCAGACAG/CGGCCCCACCACCAG (SEQ ID NO:)
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TABLA 9D

Descubrimiento de los SNP de IL-Rnsec

N°SNP| Conrelacién | Localizacién | Tipo | Secuenciade los SNP
a+1
61 +2014 Exén 2 T/IC AACTAGTTGC/TGGATACTTGCAAGG (SEQ ID NO: )
62 +2069 Intrén 2 T/C GCCAGGAAAG/CCAATGTATGTGGGC (SEQ ID NO: )
63 +2080 Intrén 2 G/A | CAATGTATGT/GGGCATCACGTCACT (SEQ ID NO: )
64 +2101 Intrén 2 G/IC CACTTTGCCC/GTCTGTCTGCAGCAG (SEQ ID NO: )
66 +2142 Intrén 2 A/IC | AAACCCTAGGITGCAATGTCCTAATC (SEQID NO:)
67 +2180 Intrén 2 T/IC TGTATTCAAG/TTTGAAGCTGGGAGG (SEQ ID NO: )
68 +2183 Intrén 2 G/A | ATTCAAGTTT/GAAGCTGGGAGGGCC (SEQ ID NO: )
76 +3192 Intrén 2 G/A | AAAAATACCC/GGGGTCTCTTCATTA (SEQ ID NO:)
77 +3214 Intrén 2 T/C TTATTGCTGC/TTCCTCTTCTATTAA (SEQ ID NO: )
78 +3428 Intrén 2 AIT | AAACAACCAA/AATTTTTTCTTATGA (SEQ ID NO: )
79 +35635 Intrén 3 T/IA GCAGAGTGCC/TGGCTTGCGCTGGGC (SEQ ID NO: )
80 +3641 Intrén 3 TIG GCATGGCGGC/TGACTTCCAAAAGGG (SEQ ID NO:)
81 +3696 Intrén 3 G/A | CGCTTATTAT/GACTTCTGCTTGCAT (SEQ ID NO:)
82 +3735 Intrén 3 C/IT | AAGCCAGTCA/CGTGGCTAAGTCTAG (SEQ ID NO: )
89 +4939 Exén 4 T/IC GCTCAGACAG/CGGCCCCACCACCAG (SEQID NO:)
90 +5221 Exén 4 G/IC GGCGTCACAA/CAACCTGGTCACAGG (SEQ ID NO: )
3 UTR
91 +6047 Exén 4 G/A | CTCCCCCACC/AGGCTGGGAGCTCTG (SEQ ID NO:)
3'UTR
93 +6410 TIC GCAAAAAAGAITATGGGGCAGCACTG (SEQ ID NO: )
94 +6440 A/G | AACAGCCTCT/ACTGGAAACAACCCA (SEQID NC:)
95 +6179 A/G | AAAGTTCCCT/ACTTCCTGTGACTTC (SEQ ID NO:)
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TABLA 9E
Descubrimiento de los SNP de IL-1F5

N° SNP | Con relacién | Localizacién Tipo Secuencia de los SNP
a1

15 -2348 Promotor T/C ATTCAGGGAA/ITGGAGGCTTAT (SEQID NO:)
16 Promotor T/IC AGAGAACTTAITGTTGGTGAGG (SEQ ID NO: )
17 -2083 Promotor AIG TTGACAGTAT/ACACAGTCATA (SEQ ID NO: )
18 -1953 Promotor CIT CTCACTGCAA/CCTCCACCTCC (SEQ ID NO:)
19 AIT TGCAACCTCC/ACCTCCCAGGT (SEQ ID NO:)
20 -1834 Promotor CIT GGTTTTGCCA/CGTTGGCCAGG (SEQ ID NO:)
21 -1019 Promotor CIT GCTATTTTGC/CACATGAAAAA (SEQ ID NO: )
22 -926 Promotor T/IA GTGGAGGAAAITAGTGTTGTCAT (SEQ ID NO: )
23 G/C GGAGGAAATA/GTGTTGTCATTG (SEQ ID NO: )
24 G/A GAAATGGGAA/GGGAAAGAAG (SEQ ID NO: )
25 UTR TIC AAAGT\CGCGCTTCCCTGAGC (SEQ ID NO: )
26 CIT GCCAGGATCC/CTGCTCAGAGCTCCG (SEQ ID NO: )
27 Intrén T/IC CTGAGGGGGA/TAAGTGAACCTCCCA (SEQ ID NO: )
28 Intrén TIC CAGCACCTCA/CTGCTCTTAGAGTTT (SEQ ID NO: )
29 Intrén G/A CTGTGCCCCT/ACCTCCCTGCTACTC (SEQ ID NO: )
30 Intrén T/C TTACCATCAG/TAGTCTGTCCA (SEQ ID NO: )
31 Intrén AT TTCTGGGCTT/ACAACAGAGGA (SEQ ID NO:)
32 Intrén T/IC GCACTTCCCA/TATGTGTTCTA (SEQ ID NO: )
33 Intrén G/T ATTGGAGGCA/GGATGGGGCAA (SEQ ID NO: )
34 Intrén G/A TTCTCTTCCA/IGAGGAGATGGG (SEQ ID NO: )
35 Intrén G/A CCCAGGCATT/GGGGCAGCACAAACC (SEQID NO:)
36 Intrén G/C TGAAGACACA/GGCTCTGGGGCCACC (SEQID NO:)
37 Intrén G/A TGAAGCTTCT/ATGCAGAAGTGGGAA (SEQ ID NO:)
38 Intrén G/A TGCAGAAGTG/IGGAATGTTTTCCAAG (SEQ ID NO:)
39 Intrén G/C CACTGCAACA/GTCCCTCTCTA (SEQ ID NO: )
40 Intrén T/IC CAGGCCGTCT/TACAGCAGTCCTGTG (SEQ ID NO: )
41 AIG GTGGTCCCCA/ATCGGTGGCTGGATG (SEQ ID NO: )
42 UTR G/A ATTTCTGTGG/GGTGGGGTGGG (SEQ ID NO: )
43 UTR CIG TGAGGAGGTG/GTGATGTCAGAAGAA (SEQ ID NO: )
44 G/A GGTGGTGGCA/GTATAGGTGATTTTT (SEQ ID NO: )
45 UTR TIC TGTTAATTTA/TCTGTATTTCCTAAT (SEQ ID NO: )
46 UTR G/C TTAATCTTGA/GGTAAGCAGAGTAGA (SEQ ID NO: )
47 UTR T/C GTAAGCAGAG/TAGACATCATCTCTGA (SEQ ID NO: )
48 UTR A/C GGAGGCTGTG/ATGAGTTTGTGTGGC (SEQ ID NQO: )
49 UTR T/IC ACAGAGGAGA/CGCGGGGAAGACTAT (SEQ ID NO: )
50 UTR CIT TAATTGGTTA/ITGGCAGCTCTAGGAA (SEQ ID NO: )
51 UTR AIG AATTGGTTAC/GGCAGCTCTAGGAAA (SEQ ID NO:)
52 T/IA TTACAGCAGC/TCTAGGAAACTAATA (SEQ ID NO: )
53 C/IA TACAGCAGCT/CTAGGAAACTAATAC (SEQ ID NO: )
54 UTR GIT GAAGCTAGCT/TCCATGCTATGAGCA (SEQ ID NO:)
55 UTR CIT AAGAGACTTAITGTGGTAAAAAATGAA (SEQ ID NO: )
56 UTR G/A TGAGATAATC/AATGTTTGTTGTTTT (SEQ ID NO: )
57 UTR T/IC TTTGTTGAGT/CATCTGGTTCTGCAA (SEQ ID NO: )

En el gen IL-1A, la cartograffa revel6 un total de 25 SNP. Dos SNP estaban en las regiones del ex6n y dieron
como resultado cambios no sinénimos. Uno de ellos en el Ex6n 5 era conocido y se encontraba en la posicién +4845,
el otro en el Ex6n 4 tenfa una frecuencia baja (2%) y los intentos posteriores para confirmarlos en otra poblacién no
mostraron variacién. De los 11 SNP en la regién promotora, 3 s6lo se encontraron en un sujeto (2%) y los otros 8
estaban también en la base de datos publica del National Center for Biotechnology Information (NCBI dbSNP). Los
12 SNP restantes eran bien intrénicos (n=9) o se encontraban en la regién no traducida (abreviadamente en lo sucesivo
UTR por la expresion inglesa UnTranslated Region) 3’ (n=3) del Ex6n 7. Diez de estos se encontraban también en la
base de datos publica y los 2 restantes tenian una frecuencia muy baja (2-4%) en nuestra poblacion.

Para identificar las variantes en el gen de IL-1B (IL-1F2) que méas probablemente eran funcionales, los siete exones

y las regiones intrénicas adyacentes, 5 kb en direccién 5’ del gen y 2 kb en la regién 3’°, que comprendian 12 kb, se
secuenciaron en un panel de 25 individuos sanos étnicamente diversos. Se identificaron veinte SNP (Tabla 9B). Es
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significativo que en siete exones secuenciados sélo se identificé un SNP en una regién codificadora, el SNP sinénimo
bien descrito en +3954. Existian tres SNP intrénicos, tres SNP en la UTR 3’ del ex6n 7 y un SNP en la UTR 5° de ex6n
1 identificado. Los 12 SNP restantes estaban en la regiéon promotora/potenciadora. Dos de los 12 SNP promotores no
se encontraban en las bases de datos ptiblicas y seis de los 12 tenfan frecuencias de alelos menores < 4%. Se confirmé
la presencia de 5 SNP previamente indicados en las posiciones -511 (SNP 14), -31 (SNP15), -1468 (SNP10), +3954
(SNP 25) y +3877 (SNP 24) en el gen de IL-1B. Estos SNP se han asociado a estados clinicos. También se identificé
la existencia de otros cinco SNP: -3893 (SNP3); -3737 (SNP4), +5548 (SNP30), +6911 (SNP37) y +7214 (SNP 38).

Escrutinio de los SNP funcionales

No se identificaron SNP no sinénimos en los exones de IL-1B. Fueron identificados SNP que alteraban la actividad
transcripcional y/o la unién al factor de transcripcion. Ajustando todos los SNP al alelo 1 excepto el SNP individual del
foco, se realiz6 el escrutinio de la actividad del promotor después de la transfeccién de las construcciones de SNP en
células THP-1. El andlisis por transfeccién con construcciones parentales de longitud variable mostré que la delecién
del fragmento distal entre SNP 1 y SNP 10 potenci6 la actividad promotora, indicando fuertes represores en esta region.
Una mayor actividad promotora de los plasmidos que contenian esta regién entre SNP 17 y el comienzo del exén tam-
bién reveld la existencia de potenciadores en la UTR en 5°. Con el fin de evitar la interferencia de los represores y po-
tenciadores durante la identificacion de los SNP funcionales individuales en la region promotora, se analizaron los SNP
2 a 17 en los fondos de plasmidos con o sin laregién UTR en 5° en direccion 3° del SNP 15 (posible potenciador). Tam-
bién se analizaron los SNP 10 a 17 en los fondos de pldsmidos con y sin fuerte interferencia potencial desde las regiones
promotoras en direccion 5°. Debido a que se encontrd que el clon del BAC inicial contenia el alelo 2 tanto en el SNP
14 como 15, se escrutaron también los SNP individuales para la actividad transcripcional en este fondo. Los resultados
aqui recogidos utilizaron el pldsmido promotor mas largo que contenia secuencias en direcciéon 5’ incluyendo SNP 2.

Se anotaron los SNP y se agruparon en forma esquemadtica con relacién a su posicién en el gen, cDNA, y la
proteina como base para desarrollar una clara estrategia para sondear las diferencias especificas de los alelos en la
funcién génica.

Se identificaron cinco SNP funcionales; B4, B7, B10, B14 y B15, demostrando las diferencias alélicas en la trans-
cripcién. Los SNP, B4, B10, B14 y B15 se presentan con elevada frecuencia (>25%) en la poblacién utilizada para el
descubrimiento de los SNP; mientras que B7 se encontré sélo en el 2% de los sujetos secuenciados.

Generacion de las construcciones promotoras del gen IL-1B

El promotor de IL-/B humano se amplificé por PCR a partir del clon del BAC RP11-67L14 (IL-1B, BAC PAC
Resources, Children’s Hospital Oakland Research Institute) utilizando DNA-polimerasa turbo Pfu turbo (Stratagene,
CA). Se utilizaron dos conjuntos de cebadores para amplificar el promotor de IL-/B que contenia diferentes ex-
tremos 3’. Se utilizaron los cebadores de IL-1BF1 5°cccACGCGTGAGTGAAAGGAATCCCGTTAGAAGT (SEQ
ID NO: 33) e IL-1BR2 5°cccACGCGTGCCTGTTGTGCCTTGTGCCTCGAAG (SEQ ID NO: 34) para generar el
fragmento promotor de IL-1B, IL-1BS (+32 a -5326) (S = corto; sin el primer exén). Se utilizé IL-1BR1 5’cc-
cACGCGTGGCTGCTTCAGACACCTGTGTA (SEQ ID NO: 35) para generar el fragmento promotor de IL-1BL
(+471 a-5326) (L=largo; que contenia el primer exén y SNP 17 (+45)). Los fragmentos promotores de IL-/B amplifi-
cados se clonaron en el vector pCRBlunt II-TOPO utilizando el kit de clonacién Zero Blunt TOPO PCR (Invitrogen,
CA) y a continuacién se subcloné en el vector pGL3-Basic (Promega, WI) en direccién a 5° del gen indicador de la
luciferasa para generar construcciones parentales con diferentes longitudes de la regién promotora. La secuenciacién
de los clones del DNA del BAC revel6 que los SNP en las posiciones 14 y 15 eran los alelos secundarios. Estos SNP
se convirtieron secuencialmente en las secuencias de los alelos principales por mutagénesis dirigida al sitio de modo
que las construcciones en serie parentales tanto para el pldsmido mds largo (que contenia los SNP 2-15 utilizando el
sitio Kpnl justo en direccion 5° del SNP 2) como para un plasmido corto (que contenia la regiéon promotora fuera del
sitio BamHI entre los SNP 9 y 10) eran uniformemente el alelo 1 en los 13 SNP (12 en la regién flanqueante en 5’ y 1
en el primer ex6n). La mutagénesis dirigida al sitio del SNP individual a las secuencias del alelo 2 se realiz6 con el kit
de mutagénesis dirigida al sitio QuikChange XL (Stratagene, CA). Se confirm¢ el éxito de la mutagénesis del promo-
tor de IL-1B por andlisis de secuenciacién y se volvié a clonar en el vector pGL3-Basic original para evitar posibles
mutaciones introducidas por la PCR en el vector. EI DNA utilizado en la transfeccién celular fue preparado por el kit
EndoFree Plasmid Maxi (Qiagen, CA) para garantizar la minima contaminacién con endotoxinas. Los genotipos de
las construcciones de SNP de IL-1B se recogen en la Tabla 6.

Cultivo celular y Reactivos

La linea de células monociticas humanas, THP-1, se obtuvo de American Type Culture Collection (ATCC, VA).
Las células THP-1 se desarrollaron en un medio RPMI 1640 (ATCC, VA) complementado con suero de bovino fetal
al 10% (Hyclone, UT). Las células se subcultivaron cada dos dias y se mantuvieron a una densidad celular entre 2
x10° a 7 x 10° células/ml. El lipopolisacérido (LPS; de Escherichia coli 055:B5) y 12-miristato-13-acetato de forbol
(PMA) se obtuvieron de Sigma (MO). Anti-NF-«B p50 (11-119) y anti-NF-«B p65(c-20) fueron adquiridos a Santa
Cruz Biotechnology, Inc. (CA).
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Transfeccion de las células y valoracion de la actividad indicadora

Antes de la transfeccion, las células THP-1 se contaron, lavaron y volvieron a poner en suspension en medio RPMI
natural a 1,5-2 x107 células/ml. Para la transfeccién, se mezclaron 200 ng de construcciones promotoras de pGL-
IL1 y 6,25 ng de phRL-TK (Promega, WI) con 750 ul de RPMI, 50 ul de TRIS 1 M a pH 7,4, 100 ul de DEAE-
dextrano (2mg/ml) en solucidén salina tamponada con fosfato y 100 ul de células THP-1. Las mezclas se incubaron
a 37°C durante 30 minutos. Las células se centrifugaron, lavaron, volvieron a poner en suspensién en 0,5 ml de
medio de cultivo y se transfirieron a una placa de cultivo de 24 pocillos. Dieciocho a veinticuatro horas después de
la transfeccion, se estimularon las células con 12-miristato-13-acetato de forbol (PMA, 20 ng/ml) y lipopolisacarido
(LPS) durante 6 horas. A continuacién se lisaron las células en 100 ul de tamp6n de lisis pasivo (Promega, WI). Se
analiz6 el lisado celular (20ul) para determinar las actividades tanto de la luciferasa de luciérnaga como la de Renilla
utilizando el sistema de valoracién del indicador dual-luciferasa (Promega, WI). La actividad de la luciferasa se midi6
con un luminémetro 1450 MicroBeta (Perkin Elmer, MA). La actividad promotora se normalizé a la actividad de la
Renilla a partir de phRL-TK transfectado conjuntamente. Cada construccion se transfecté y valor6 para determinar
por triplicado la actividad promotora y se realiz6 la transfeccion para cada construccion al menos tres veces.

Valoracion del desplazamiento de la electromovilidad (abreviadamente EMSA por la expresion inglesa Electromobility
Shift Assay)

Se cultivaron células THP-1 como se ha descrito anteriormente y se recolectaron sin tratamiento o se trataron con
100 ng/ml de LPS y 20 ng/ml de PMA durante varios periodos de tiempo. Los extractos nucleares se prepararon segtin
Andrews N.C. y Faller D.V.*'. En resumen, las células se volvieron a poner en suspensién en tampén A frio (Hepes-
KOH 10 mM, pH 7,9 - MgCl, 1,5 mM - KCI 10 mM - DTT 0,5 mM - AEBSF 2 mM) y se incubaron sobre hielo
durante 10 minutos. Los sedimentos nucleares se volvieron a poner en suspension en tamp6n C frio (Hepes-KOH 20
mM, pH 7,9 - glicerol al 25% - NaCl 420 mM - MgCl, 1,5 mM -EDTA 0,2 mM -DTT 0,5 mM - AEBSF 2 mM) durante
30 minutes sobre hielo. Después de centrifugacién durante 2 minutos a 4°C, se conservaron los extractos nucleares a
-80°C. Se sintetizaron los oligonucledtidos de cada SNP (MWG Biotech, High Point, NC) y se purificaron en gel de
poliacrilamida al 10%. Los oligonucle6tidos monocatenarios complementarios se re-asociaron y etiquetaron con a-
#2P-dGTP por relleno con Klenow (exo-). Para la unién proteina-DNA, se incubaron 7 ug de extractos nucleares con
5,0 X 10* cpm de sondas marcadas con **-P durante 20 minutos a la temperatura ambiente en un volumen de 20 ul de
tamp6n de unién (Hepes-KOH 12 mN, pH 7,9 - MgCl, 1,5 mM - KC1 60 mM - EDTA 0,2 mM - DTT 0,5 mM - AEBSF
0,4 mM - glicerol al 10%) y 2 ug de Poly (dI-dC) (Sigma, St. Louis, MO). Los complejos proteina-DNA se resolvieron
sobre gel de poliacrilamida al 4% y se visualizaron por exposicion a peliculas de rayos X. Para las valoraciones de
competicién con oligonucledtidos frios, se incubaron extractos nucleares con una sonda fria durante 10 minutos a
la temperatura ambiente antes de la adicion de la sonda etiquetada. En las valoraciones del superdesplazamiento de
anticuerpos, se afiadieron 1-2 ug de anticuerpo después de la unioén de los extractos nucleares a la sonda marcada y se
incub6 durante 15 minutos a la temperatura ambiente antes de la carga del gel. Las secuencias de oligonucledtidos son
las siguientes:

Nombre del oligonucleétido 5-3

B4C cggagaatggaatgtcccttggactctgcatga (SEQ ID NO: )

B4C-r cgcgtcatgcagagtccaagggacattccattctcecgaget (SEQ ID NO: )
B4T cggagaatggaatgttccttggactctgeatga (SEQ ID NO: )

B4T-r cgcgtcatgcagagtccaaggaacattccattcteccgaget (SEQ ID NO: )
B10G ctcactcccttggataatgcagagegagcea (SEQ ID NO: )

B10G-r cgcegtgcetegctetgeattatccaagggagtgagaget (SEQ ID NO: )

B10C ctcactcccttgcataatgcagagcgagcea (SEQ ID NO: )

B10C-r cgcegtgctegctetgceattatgcaagggagtgagaget (SEQ ID NO: )

B14C ccaattgacagagagctcccgaggcagagaacagca (SEQ ID NO: )
B14C-r cgcgtgctgttctetgectecgggagcetctetgtcaattggaget (SEQ ID NO: )
B14T ccaattgacagagagctcctgaggcagagaacagca (SEQ ID NO: )
B14T-r cgcgtgctgttctetgectcaggagcetctetgtcaattggaget (SEQ ID NO: )
B15T ccttctgcttitgaaagctataaaaacagcgagggaga (SEQ ID NO: )
B15T-r cgcgtcteectegetgtttttatagetttcaaaagcagaaggagcet (SEQ ID NO: )
B15C ccttctgcttttgaaagccataaaaacagcgagggaga (SEQ ID NO: )
B15C-r cgcgtcteectegetgtttttatggetttcaaaagcagaaggagcet (SEQ ID NO: )

SNP B4 (-3737)

SNP B4 no mostr6 diferencias de transcripcién por alelo, sobre los fondos de los demas
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SNP incluidos en el alelo 1 (Figura 10).

El andlisis EMSA muestra diferencias significativas en la unién de proteinas entre sondas que contienen el alelo 1 y
el alelo 2 de SNP B4. (Figuras 15-17) Tanto el alelo 1 como el 2 muestran unidn constante de una banda de migracién
rdpida (complejo 3) a las 0, 4, 6 y 24 horas de estimulacién con LPS de las células. El alelo 1 muestra una fuerte
unién de dos complejos de alta movilidad después de la estimulacién con LPS. El complejo 1 consiste en dos bandas
proximas entre si y estd presente al comenzar las 4 horas. A las 24 horas, desaparece la banda inferior del complejo
1 y se vuelve evidente el complejo 2 (Figura 15) y la competicién con la sonda no marcada demostré la especificidad
de la unién (Figura 16). El alelo 2 también se uni6 al complejo 2 a las 24 horas pero no habia pruebas del complejo
1 en cualquiera de estos momentos. Debido a la presencia de un elemento regulador NF-«B proximo a SNP B4, se
utilizaron anticuerpos tanto para subunidades pS0 como p65 de NF-«B en la incubacion de la EMSA de las sondas del
alelo-1 y el alelo-2. Como se muestra en la Figura 17, pistas 7 y 8, el anticuerpo p50es capaz de superdesplazar ambas
bandas del complejo 1 y el anticuerpo p65 es capaz de super-desplazar sélo la banda superior del complejo 1. Este
resultado indica que NF-«B estimulado por LPS/PMA se une preferiblemente al alelo 1 de SNP B4.

SNP B10 (-1468)

En la construccion de fondo con los demds SNP situados en el alelo 1, A) la presencia del alelo 2 en SNP 1310
produjo una actividad transcripcional ligeramente menor. (Véase la Figura 11).

El andlisis EMSA con sondas que contenian el alelo-1 y el alelo-2 de SNP10 demostr6 claras diferencias en los
perfiles de unién de las proteinas (Figura 18-19) con el alelo 2 de SNP B 10 que se unia a un grupo de proteinas de alta
movilidad (HMG) (complejo 1) mds fuertemente que el alelo 2. La competicién con una sonda no marcada mostré
que esta fuerte preferencia de unién era especifica del alelo (Figura 19).

SNP B14 (-511)

Los resultados del andlisis transcripcional para efectos individuales de diversos alelos sélo en SNP 14 se incluyen
en la Figura 12. En las construcciones de fondo en las que los demds SNP son el alelo 1 (Fig. 20), SNP B14 se convirtié
en el alelo 2 (Fig. 20) y mostré una actividad promotora mayor.

La EMSA con sondas que contenian variantes alélicas de SNP 14 mostré 2 complejos distintos formados con esta
sonda pero sin diferencias alélicas en la movilidad de complejos proteinicos. (Figura 20). Sin embargo, la actividad
promotora potenciada por el alelo 2 de SNP 14 indica que puede haber diferencias sutiles en las composiciones de las
proteinas entre los dos complejos unidos a elementos reguladores que rodean el alelo 1 y 2 del SNP 14 lo que conduce
al impacto funcional en la actividad transcripcional.

SNP 15 (-31)

El efecto de variacion alélica sélo en SNP B15 en la actividad transcripcional estd también incluido en las Figuras
21-22. Con la conversion de SNP B15 en el alelo 2 (Figura 21), se produjo una reduccién significativa de la actividad
promotora en comparacion con la construccion base (Figura 21).

El perfil proteinico en EMSA de SNP B15 es notablemente diferente para las sondas del alelo-1 (T) que para las
del alelo-2 (C) (Figura 22). Como se muestra en la Figura 22, se formaron dos bandas intensas con la sonda del alelo
1 mientras que se formaron 3 bandas distintas con el alelo 2. Se realizé una valoracién de competicién en frio para
determinar la especificidad de la unién de las proteinas a estas sondas alélicas (Figura 22) y se indicé que la unién
proteinica del complejo 1 es muy especifica para el alelo 2, mientras que los complejos II y III tienen mayor afinidad
para el alelo 1.

Ejemplo 10
Determinacion de la gravedad de la periodontitis en sujetos que tenian genotipos de IL-1B

Una indicacién de la gravedad de la periodontitis en un sujeto es la profundidad de las cavidades (abreviadamente
PD por la expresion ingles pocket depth). Se clasifica periodontitis grave en un sujeto que tiene una PD>2 en una o
mas cavidades en las encias. La PD se midi6 en sujetos que tenian diversos genotipos de IL-1B como se muestra en
la Tabla 10A (por ejemplo, un sujeto con el genotipo BP1 tiene dos alelos del alelo 1 de IL-1B (-511), dos alelos del
alelo 1 de IL-1B (-1468) y dos alelos del alelo 2 de IL-1B (-3737). La Tabla 10B muestra la distribucién en porcentaje
de los haplotipos de IL-1B en sujetos con grados variables de periodontitis, medidos por el nimero de cavidades en
las encias por sujeto (menos de 2 cavidades, entre 2 y 4 cavidades, entre 4 y 10 cavidades, mds de 10 cavidades).
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TABLA 10A
Genotipos Alelos de SNP de IL-1B
-511 -1468 -3737
BP1 1,1 1,1 2,2
BP2 2,2 2,2 1,1
BP3 1,1 1,1 1,1
BP4 2,2 1.1 1.1
TABLA 10B
Genotipos % de distribucién
0-2 cavidades | 2 a4 cavidades 4 a 10 cavidades | >10 cavidades
en encias en encias en encias en encias
BP1 0,429 0,089 0,304 0,179
BP2 0,833 0,000 0,167 0,000
BP3 0,375 0,094 0,188 0,344
BP4 0,364 0,091 0,000 0,545

Como se muestra en la Tabla 10B y en la Figura 23, los sujetos que tienen los genotipos BP1, BP3 o BP4 tienen
mayor probabilidad de desarrollar periodontitis grave, mientras que los sujetos que tienen el genotipo BP2 tienen
menor probabilidad de desarrollar periodontitis grave.

Ejemplo 11
Determinacion de la gravedad de la periodontitis en poblaciones étnicas

Anteriormente, en multiples estudios se asociaron en hombres de raza blanca las variaciones especificas de los
genes de IL-1 (IL-1A(+4845), IL-1A(-889) e IL-1B(+3954)) con el aumento de la gravedad de la periodontitis. Estos
SNP de IL-1 son de baja prevalencia en las poblaciones asidticas que han sido estudiadas, que incluyen japoneses,
coreanos y chinos. Puesto que la prevalencia de un polimorfismo y su penetracién con relacion a la expresion de
la enfermedad afecta el tamafio de la muestra necesario para identificar la asociacién entre el alelo de interés y la
expresion de la enfermedad, la mayor parte de los estudios anteriores en poblaciones asidticas han sido demasiado
pequefios para evaluar fielmente si IL-1A(+4845) e IL-1B(+3954) estan asociados a la periodontopatia. Este ejemplo
detalla las variaciones especificas de los genes de IL-1 que predicen la periodontitis mds grave en adultos japoneses.
Esto se realiz6 analizando los haplotipos en las agrupaciones de genes de IL-1 para determinar las variaciones genéticas
asociadas a la varianza clinica en la periodontitis, utilizando la cartografia de SNP de elevada densidad de todos los
exones y regiones reguladoras de los genes para IL-1a (IL-1A), IL-18 (IL-1B) y el gen para el antagonista receptor
IL-1 (IL-1RN), que abarca la agrupacién de nueve genes de IL-1 en el cromosoma 2q13-14.

Existen varios haplotipos predominantes de IL-1 que se definen por seis SNP. De los 64 haplotipos posibles, 23
haplotipos constituyen mas del 98% de los haplotipos en la raza blanca y afroamericana. Los mismos haplotipos
constituyen mds del 97% de los haplotipos observados en pacientes japoneses. (Véase la Tabla 11A). Los haplotipos
que contienen el alelo 2 en IL-1RN(+2018) sélo representan el 3,7% de los haplotipos, lo que produciria un indice
esperado de individuos homocigéticos en dicho locus de aproximadamente 1/1000 sujetos. El alelo 2 en IL-1A(+4845)
y en IL-1B(+3954) era también tan poco frecuente que sélo se esperaria que aproximadamente 1/100 individuos fueran
homocigéticos en dicho locus. Los haplotipos se estimaron utilizando el programa haplo.score versién 1.0 (Schaid et
al, 2002). Este programa informadtico aplica una version del algoritmo EM (Excoffier and Slatkin, 1995) para valorar
correctamente la ambigiiedad de fase.
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Tabla 11A. Frecuencia de haplotipos de IL-1 en sujetos de diversas etnias.
Gen: IL-1A IL-1B IL-1RN
Frec. en Frec.en Frec. en
4845 3954 -511 -1468 | -3737 2018 japoneses | raza blanca | raza negra
Haplotipo

IL1C1 1 1 1 1 2 1 0,458 0,339 0,241
IL1C2 2 2 1 1 1 1 0,039 0,145 0,029
IL1C3 1 1 2 2 1 2 0,03 0,137 0,05
IL1C4 1 1 2 2 1 1 0,279 0,097 0,056
IL1C5 1 1 1 1 2 2 0,007 0,071 ND
IL1C6 1 1 2 1 1 1 0,048 0,038 0,331
IL1C7 2 1 1 1 2 1 0,015 0,031 0,013
IL1C8 1 2 1 1 1 1 ND 0,021 ND
IL1C9 2 1 2 2 1 2 ND 0,02 ND
IL1C10 2 2 1 1 1 2 ND 0,019 ND
IL1C11 2 1 2 1 1 1 0,025 0,016 0,039
IL1C12 1 1 1 1 1 1 0,027 0,015 0,061
IL1C13 2 2 2 2 1 1 ND 0,01 ND
IL1C14 2 2 1 1 2 1 ND 0,007 0,019
IL1C15 2 2 2 2 1 2 ND 0,007 ND
IL1C16 1 1 2 1 1 2 ND 0,006 0,009
IL1C17 2 1 2 2 1 1 0,008 0,006 ND
IL1C18 1 1 1 2 1 1 0,021 ND ND
IL1C19 1 1 2 1 2 1 0,01 ND ND
IL1C20 2 1 1 1 1 1 0,005 ND 0,049
IL1C21 1 1 1 1 1 2 ? ? 0,008
IL1C22 1 2 2 1 1 1 ? ? 0,035
IL1C23 2 2 2 1 1 1 ? ? 0,047

Totales 0,972 0,985 0,987

Se ha identificado tres SNP en el promotor de IL-1B que son funcionales y altamente prevalentes en sujetos
japoneses. Estos SNP incluyen IL-1B (-511), IL-1B (-1468) e IL-1B (-3737). La Figura 24 muestra la distribucién
de las frecuencias relativas en los haplotipos de los alelos recogidos en la Tabla 11A en sujetos de raza blanca y
japoneses. Los autores de la presente invencién han determinado que los haplotipos predominantes, basados en estos
3 SNP, muestran diferencias significativas en los niveles de IL-13 en el fluido gingival (GCF). La Figura 25 demuestra
que los sujetos de raza blanca que tienen el genotipo H1 o H3 presentan mayor inflamacién, medida en comparacién
con los demads haplotipos utilizando una estadistica de puntuacién. Una estadistica de puntuacién es una estadistica
utilizada para evaluar el significado estadistico de estimaciones paramétricas calculadas por métodos de probabilidad
maxima. También se denomina algunas veces estadistica de puntuacion eficaz. El ensayo se basa en el comportamiento
de la funcién de probabilidad logaritmica en el punto en el que la estimacion paramétrica respectiva es igual a 0,0
(cero); especificamente, se usa la derivada (pendiente) de la funcién de probabilidad logaritmica evaluada en el valor
de hipétesis nula del pardmetro (pardmetro = 0,0).

En sujetos de etnia japonesa, se ha determinado que la predisposicion a la periodontopatia y la gravedad de dicha
enfermedad estan afectadas por el haplotipo de IL-1.

Un método para medir la periodontopatia utiliza el ensayo generalizado de hemorragia por sondamiento (en inglés
Bleeding on Probing (BOP). Como se muestra en la Figura 26, los sujetos japoneses que tienen un genotipo que es
homocigético en el alelo 2 de IL-1B (-511), homocigético en el alelo 2 de IL-1B (-1468) y homocigético en el alelo
1 de IL-1B (-373) tienen menor riesgo de periodontitis medido por el ensayo generalizado de BOP. Esta disminucién
del riesgo se observa en dos aumentos diferentes en porcentaje en las superficies cubiertas de placa.

Otro método para medir la periodontopatia que permite obtener la asociacion entre haplotipos especificos de IL-1
y la gravedad de la periodontitis implica la medida de la profundidad del sondeo y el nivel de acoplamiento de la sonda
de un sujeto. Estas medidas se realizan a individuos, cuyos haplotipos estdn identificados, y se determinan el porcentaje
medio de los sitios medidos que tengan una profundidad de sondeo mayor que 4 mm o el nivel de acoplamiento de la
sonda mayor o igual a 4 mm. Como se muestra en la Figura 27, los sujetos japoneses que tienen un haplotipo H1, H3
o0 H4 de IL-1 presentan una mayor gravedad de la periodontitis en comparacién con sujetos que tienen un haplotipo
H2, medido por estos métodos.
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1. Un método para predecir la sensibilidad de un sujeto humano a la periodontopatia, que comprende la etapa de
identificar en una muestra de DNA genémico del sujeto un modelo alélico que comprende una de las siguientes series

de alelos de IL-1B:

ES 2356 167 T3

REIVINDICACIONES

(1) alelo 1 (-511), alelo 1 (-1468) y alelo 2 (-3737);

(2)  alelo 2 (-511), alelo 2 (-1468) y alelo 1 (-3737);

3) alelo 1 (-511), alelo 1 (-1468) y alelo 1 (-3737); o

(4) alelo2(-511), alelo 1 (-1468) y alelo 1 (-3737),

en donde la presencia de uno cualquiera de los modelos alélicos 1, 3 o 4 indica que dicho sujeto tiene mayor sensi-
bilidad a la periodontopatia y en donde la presencia del modelo alélico 2 indica que el sujeto tiene menor sensibilidad

a la periodontopatia.

2. El método de la reivindicacion 1, en donde el sujeto es homocigdtico para cada uno de los alelos en el modelo

alélico.

3. El método de la reivindicacién 1 o 2, en donde dicho sujeto es de etnia asidtica.
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'CCTAGTCTGG

GTTATAACTA
ATAAGRGATT
TTAAACAGGA
CATGCTTTTIT
GACTAAAACT
CAGGGGCATG
CCAACTGGGA
GCTGGCCACA
ATTGRAGGCT
TAGCCACTGG
CTACAGAAGA
TAGAGGGCTA
CCTCTATAGG
CTCAAATACC
CTGAGGTGAT
CCCTCARAAG

GCACARTCAAR CRAATTCAGC
ATAAATTCCT CTCCAAATCT
TAGAAACTTG ATAAGTTTCC
TAAAGCAAAG GGGTGAATAA
AATAATATCA GCTATGCCAT
AAAAATACAR AACTGAATIC
ACGTAGCCAC GCCTACTTAA
CTGCCAGCCA GAGAGGGAGT
CATCTCTGGC TATTAAAGTA
ATTGCCTTCT CTAAAGCTAC
GTGACCTAGA ATTACAGTCA
GATTCGTTTT ACTGAGGGAC
TGAGGCTTCT CATGGGAGGG
TTCCAACTCT GTCTCICICT
TTGTAACCTC TTCAAACTIT
CACATAAGGA ATACCAACAT
AGACAGGTAC ATAGCAAACT
GACTAAGTCA TTCAACAAAG
ATCTGGATTA GAGGCTGGCT
ATGGCCAAAG TTCCAGACAT
TTTATCTCTT GTGATTTAAT
GTGGCCAGCA TGGGGGCAGG
GAGCAGGTTC AGAGAAGACC
TTGGCAGGGA GACCGCCATT
ATATCAGCAT CAACTTAGAC
GITTTACTGG TCCATTCTCA
AGCAAGCTGG GCATGTGAAC
GTARATGAAC ACAAAGATAA
CTGTAGTAAA TACTAACACA
ATAAATTATG AAATCTGTIT
TGGTTAARAT AAAAAGGARG
CTTCCCTGAA CTTCRATTAA
AAGCACAGGT ARAGCTCARA

TGCTACACTT
TTATAGCACC
TTGCACCTGC
ACAGAGGGAA
TGCGTTTATT
CTGGGCCTCH
CCATCACACC
ACCCAARACH
GGAATTATAR
CATATGTAAA
TTCTGGCTGA
CACACCTTGG
CTTTACTGTA
AAATGTGTTG
ACTGTTICTCT
TTATGCCTTAR
TTGCCAGGAG
CAGAACACAA
AGCCCCTTGA
CGCGCTITCCC
ATGARACCAAA
CTTTCACTAT
TTCCCTGTAA
GACARTTACA
CATTTCATTG
TTTTCTGTTG
AGTCTCTCCT
GATTTCAGAA
GGCAGAACTA
AATCTCTACT
TACCTCTGTG
CATTGATTGA
AAATAARACA
AATTCRAAGG
TTITTCAGGAA
GAGCTGATGG
GTTTGAAGAC
GAGGGTTTCA
CCGGCAGAGG

ACATTGCTTA
AGGTCTATGA
ARTAGACCTT
TACTTTATCC
ATTTTTTAGA
AGTGATTGTC
TAGTTCATTT
TTCATTTGCT
AAGCTGAGAA
RATCCATGCC
GGCCTTACGC
GCATATCCTA
ACAGGGCCAG
ACAATATTCA
TCTCTACCCT
ATCRAGCARAA
CTGCCAAGTA
CTACAGCTAC
CTTCGGATIT
TTTTTCTAAG
TCAATAACIT
TTTAGCCAGT
ATTCCCCGIT
ABRGGCGAAG
GCGTTTGAGT
TTGTTTTTICT
TTCTTTTCIT
RATGATTCTC
GTTTCCTATG
ATCCARAATT
TAAGGCAART
ATGCCTGTTC
TTCTAAAAGA
AGCTAGAAGA
GCACAAAGAG
TGGCTGGTGT
CTGAAGARACT
AGGCTCACCA
TTGTAGAGAT

CATCCAAGTG TGGTTATTTC
CCAGGAGAAT TAGACTGGCA
ATGACACCTA ACCAACCCCA
BACTCACACA AGCTGTTTTC
GATGGGGGCT TCACTATGTT
CTGCCTCAGC CTCCTGAATA
CCTCTATTTA AAATATACAT

AAGAGTCTGG
ATTCTTTAAT
TTCCTTTICTC
ATACCTCCCG
CAGAAGACCA

TGTTCTACCA
AATAGTAACC
CCAATCTICCA
GGGCTTGCAC
GGCTTCICTC

GGTGGAGAGT TCTCTCCTGA
GAAGAGTAAG AGGATCAAGA
GCCCTAACCA GGAGCTTGTC
CTTCCCTCTT CAGAARAAGAT

CAGAAARACT AAGCATTCAG
TTAGARAAAT TATTTTTGAG
ACAGCCTCTG TTGAGATCAC
GGAAAACTTG ATCTCATTCA
TCACATATGC AGGCAAATCT
AATTACGGA2A CATATTAAAC
AACTAGGCTG TCAARATTTT
TAGTGAATAC ATGARAGTAA
TGCTTCAAAR CCTTTCTTTT
AGCTCTTCAA TTTGTTAGCC
GCCTGTCTTG ATGACTACTA
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GAATTACTCT ACCTATGTGT
CCATGTGTAT GTGTGTGACC
ACATGAMATA ACAACAATTA
CAGTTCCTCC ATTGATCATC
GGACTGCTAT TCTTACACAG
TARATACTTT TGTTTTACCC
ACCAGCTGCC TCTCTAAACT
ACTATCCCAA ATCCCTGAGA
ATGCCATCCT GAGAAAGCCC
TGTTGTGGIT GICTTCICTC
GCTGAGAGAG AGGAAGCAAG
TGTTATIGTG TTTGGAGACC
ACTGGCTTTA AARGCTGTCC
AGATTTTTAA CCTCCTGACA
TAACCTATTT AGTTACAACA
ARAAAAATCA TCTTTTTATC
AGGGARGCCT AATGARACAC
CTGTTGAATA CAGCACCTAC
CTTCTGTTTT CCTTCCTCAC
AGGCTGCATG GATCAATCTG
TACCTTCAAG GAGAGCATGG
GTTGAGTTTA AGCCAATCCA
GGARGGTAAG GGGTCAAGCA
AGTAGAATTT AGGGGAARAT
AGTCTGGTAA CTATACAGAG
CAGTGGCCTG AATCGAGAAT
TCGTGTGACT TITAGCCTTT
CTCTCATACT ARCTATGCCT
TCTACTGTAA ARTGGAGATA
AGTCTCAGGC TTTACAGACT
AGTCARCATC CCCTAACTTC
ARTGTTAGCT ATTACTATCA
TGGCTCTGTC ACCCAGGCTG
TCCTGGGTTC ATGCCATTCT
CGCCACTGTT CCCGGCTAAT
CCATCTCCTC GTGATCCACC
CACCGCGCCC GGCCTATTAT
AGCAATACTA ATTTATTAAT
CATTTTACAT ARARGGAAAC
CTGTAAGTGG GAGAGCCTCA
CTCCTCCATC CCTTTACTGT
TTARGATAAT ACCTAAGCAA
TATAAGAARA TAARAATCAC
TATGTTTCCT TAAAATCTTT
CAAGACCACA CTATTTACAA
CATTTTAGAG TGCCCGTTTT
TARATATTCA TITCTCTCAC
CCAGAGCCAT GAGGATTTGT
ATATARTTAT TITTAATGCA
CGGGARATAC TGGTAGTCTT
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ATGTIGTAGAA GTCCTTAAAT TTCAAAGATG ACAGTAATGG
CACAACTATC ATGGTCATTA AAGTACATTG GCCAGAGACC
CATTCTCATC ATCTTATTTT GACAGTGAAA ATGAAGAAGA
TGTCTCTGAR TCAGGTAAGC ARATGACTGT AATTCTCATG
TGGTTTCTTC ATCCAAAGAG AACAGCAATG ACTTGAATCT
TCACTAGAGA TCCAGAGACC TGTCTTTCAT TATAAGTGAG
AATAGTTGAT GTGCATTGGC TTCTCCCAGA -ACAGAGCAGA
ACTGGAGTCT CCTGGGGCAG GCTTCATCAG GATGTTAGTT
CGCAGGCCGC TTCACCAGGT GTCTGICICC TAACGTGATG
ACACCAGCAT CAGAGGTTAG AGAAAGTCTC CARACATGAA
CCAGCTGAAA GTGAGRAGTC TACAGCCACT CATCRATCTG
ACAAATAGAC ACTATAAGTA CTGCCTAGTA TGTCTTCAGT
CCAAAGGAGT ATTTCTAAAA TATITIGAGC ATTGTTAAGC
GGGAACTAAT TGGAAAGCTA CCACTCACTA CAATCATTGT
TCTCATTTTT GAGCATGCAAR ATAAATGAAA AAGTCITCCT
CTGGAAGGAG GAAGGAAGGT GAGACAAAAG GGAGAGAGGG
CAGTTACCTA AGACCAGAAT GGAGATCCTC CTCACTACCT
TGAAAGARCT TTCATTCCCT GACCATGAAC AGCCTCTCAG
AGAAATCCTT CTATCATGTA AGCTATGGCC CACTCCATGA
TGTCTCTGAG TATCTCTGAA ACCTCTAAARA CATCCAAGCT
TGGTAGTAGC AACCAACGGG AAGGTTCTGA AGAAGAGACG
TCACTGATGA TGACCTGGAG GCCATCGCCA ATGACTCAGA
CAATAATATC TTTCTTTTAC AGTTTTAAGC AAGTAGGGAC
TAAACGTGGA GTCAGAATAR CAAGAAGACA ACCAAGCATT
GAARATTAAT TTTTATCCTT CTCCAGGAGG GAGAAATGAG
ACTTGCTCAC AGCCATTATT TCTTAGCCAT ATTGTAAAGG
CAGGAGAAAG CAGTAATAAG ACCACTTACG AGCTATGTTC
CCTTGGTCAT GTTACATAAT CTTTTCGTGA TTCAGTTICC
ATCAGAATCC CCCACTCATT GGATTGTTGT AAAGATTAAG
GAGCTAGCTG GGCCCTCCTG ACTGTTATAA AGATTAAATG
TGGACTAGAA TAATGTCTGG TACAAAGTAA GCACCCAATA
TTATTATTAT TATTTTATTT TTTTTTTITG AGATGGAGTC
GAGTGCAGTG GCACAATCTC GGCTCACTGC AAGCTCTGCC
CCTGCCTCAG CCTCCCGAGT AAGCTGGGAA TACAGGCACC
TTTTTGTATT TTTAGTAGAG ACGGAGTTTC ACCGTGGTCT
CACCTTGGCC TCCCARAGTG CCGGGATTAC AGGCGTGAGC
TATTATTATT ACTACTACTA CTACCTATAT GAATACTACC
GACTGGATTA TGTCTAAACC TCACAAGAAT CCTACCTTCT
TARGCTCATT GAGATAGGTA AACTGCCCAA -TGGCATACAT
AATCTAATTC AGTTCTACCT GAGTAARAAA ATCATGGITT
ACARGCCTCC ACATGAACTA TAAACCCAAT ATTCCTGTTT
TAACGCATGT TCACCTAGAA GGTTTTAAAA TGTAACAAAA
TCATATCGTC AGTGAGAGTT TACTACTGCC AGCACTATGG
GCTATACACA TACCTACATG TGAACAAATA TGTCTAACAT
CTTTATATCC AGCTTTTCTT ACTTAGCAAT GTATTGAGGA
TCACCATTAT AAGCAATGCA ACAATGAACA TCIGTATAAA
CCTTTATTTC CTTAGAATAT ATTCCTAGAA GTAGAATTTC
GACGCTATTG ATATGTGCCA CTTTGCACTC TCTGTGACAT
TTCATTTTTT TCTCAGAGTG CATTCGTTTG ARARACATAGA
CCTTGTCAGT TAGAAACACC CAAACAATGA AAAATGARAA

Fig. 3(cont))
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GTATATATTA
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CTCCATGTTA
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ATCAACACTT
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ATTCTAAGAA
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CCTGACCTTA
TCTATTATCT
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CARAGCAACA AGCTGGGAGC
CTCTGCATTG ATGTCAGCAT
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AATTTGTAAG TATATAATCC
TGCTTTTCTA CCTGGATCAA
TCATTCAACA AGCATTATTC
GTGTGGACAG TGGTGCATCA
GGAAAACAGA CAACCCAAAC
GAATAGGGTG CTAAGATAGA
AAAGCCCCTT GTGAGATGAG
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TTAACCAAGT
ATAGARTTCC
ACACACACAC
GATTTTATAC
TTGACATGGG
TCTCAAARAC
TCAGTTGTCC
CRATAGGCAG
ACCTACCCAC
TATAACAGAG
TTCACCTCCC
GRCCTACACA
CRACTGAGAT
CAAGTCCCAA
TATCCTTCGT
ACAGCCTTAG
ARGACCTTCT
GTGATGTCTA
ACTGAGAGCC
AAGCCTCTAG

AACTATTGCC
CTAGAARACC
GGAARTATTCC
CATCTGTGTT
AGCCTAGGTC
TCAAATACGA
AGTACCTCAC
AGACATTTCT
CTTGCAARAA
AGCACAGCAC
TCCACAAGAG
GTACTACCTC
TCAGACATAT
CCTTTAARAA
TCTCTGATAA
TGAAGTTTAG
TAGTTTCAAC
AAGACTTTTT
TATTTTGTGT
GTGTATGTAT
CCITGGGITT
TCCTATCTTG
AATAATTTGA
TATCACTAGC
AACTTATGAT
CACTTATTCA
ATTTACCTGC
ATTCCTGACT
ACRCACACAC
AAATACAATG
TGCTTATAAG
TCAATTGTAT
TTTGTCTCCA
ACRCCTCTAA
CCCACTCCCA
AGTAAGAGGA
ATCCCAGAGC
ATACTAGACA
CAGAGAGGAT
AATGGGGCCT
CCCAGTCCIG
ATGTTTTCTC
ATTCCCAAGT
CAGAGTAGGG
TTGTATTITIT
TCTCATAGAA

TGAGGAATTG AAGTTTAARA
AGTTCTGCTG ACTGGGTGAT
TAATACCCCC TCCAGAACTA
TGTACATAGA CATTAATCTG
ATCACCTTTT AGCTTCCTGA
ATTCATCCTG AATGACGCCC
GGCTGCTGCA TTACATAATC
GTCATCCTICC CCTCCTTTCA
ACATACCTCT TCAGAGTTCT
CCCCATARAA ATCCCARGCC
AGAAGTTTCC TATCTTTGAG
TTTGGTTCTT TCAGACATTC
TARATGATTT ACTCAGATTT
GTCTGTTGAT CAAACTCACA
CATATTTGTG AGGCAAAACC

TGTCCAAAAA
AGTATACATA
CTGATTGGAT
TCTATTTTTC
TTGCCATTTIT
ACTCTAARTA
TAATTTCTIT
CAGCTCTTAT
AACATATGAG
CTAACAAATT
GCCCCGARGG
CTAGTGAGTG
TCCAGGTATT
ACACACACAC
AATTTACTIT
TCATCAARGG
GIGACTGCCC
ACTTACCTTC
CAAGGTGACA
TTGATTCCAG
ARATTACCTIT
ATCCATTTAT
TTAGGACAAT
TAATCACCTG
GCTGCTTCCA
TCTCCACTAC
CACTGRTARG
AGAATTTATG
CAGTAGCTTC
CAGGCATAGT
CTTAGTCITC

CTTTTATCAC
TTTTCAAAGG
GCACTTCAGC
TACTTAATAT
TAATATCACT
GCTTGATTGC
GAGCACATCC
TRRACATTAT
TGTATCAGCT
ACAGGGTCIT
ATTCATTCAA
TGGAAGACAT
TACACCATAG
ACCATGCACA
CITTTTGGTT
LTGATGCTAA
AAGATGAAGA
ATTTACATCT
CTGTCCTCTT
ACGGCGTGCCT
CITTCTTTTT
TCCRTTGATC
GTGGCCTGCC
CCAATGGGCA
GITCCCCTCT
CACTTTCCCC
TAGGTGACTC
TGCCTGCCTG
ATTCATGAAC
GCCAACAGCA
TGGAGGATAT

AGAGCAAGAT
AGAGTGCTAT
AGAGGGGGCG
GTGGTTGTGG

Fig. 3(cont.)

AACCAACAAA
GAAAAGTGGG
AGCTGCCGAC
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GCTGCAAAAA AAAAAAAAAT
TTAGACAAAG TGGTAAAAAC
GGTCATGGTT GTGGGTTTTT
GTTTTTGGGT AGGACATTCA
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GAGGAGGGGG CGGGTCGTGE

TCGTGGTTGT
TTTTGGGACA
ACAGCTCCAA
ATATGCAGAG
ACCCATTAAT
AAARCAGATC
LGTCATGGGG
TTGGAGATAG
AGGAGAGGAA
AAARGTATAT
TTTGAARTCT

GGGTTTTTGG
TTCAGAGGAG
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TTGTGGGTIT TTGGGTAGGA
GTAGGACATT CAGAGGAGGG

CATTCAGAGG AGGGGGCGGG
GGCGGGTCGT GGTTGTGGGT

TCTGAATGCA CCCAGGCCTA CAACTTCAAG ATGGTAAAGG

GGATCAGAAG AAGCATTCIT

ACTAGTGCTT
GGGTTTCACR
AGAAGGARGG
GTGGGGTRAG
AACCAACAGA
TRGGTITGGG
TTACTTIGCTT
ATTTTTCCAT

GCAGAGCTIG
CAGTGCAATG
CAATAGAGAA
GAAAAGAAGT
AGGARGAGGA
ARATARATCC
TAGATTTARA
ARRAGTATTG

ACATTCTAAR GRGTATATTG AAARGAGTTTA

GTGTGTGTGT
ARTGTCATCT
AATGTTTAGG
TATGTTGAAG
CTAGTGICAC
CAACTCTTAT
TGAACAAATG
TCTCATGAAG
CTAACAGAAT
GTAGTGAGAC
CAGTTGCCCA
GGGGGCCACC
TCACTTIGICT
AATCCTTTAC
TTTACACICT
CCCTATATTT
GACCAGAGCT
TAAGGCATAA
TAGGATTTCA
TTAATCARAT
AATACCTARG
ARATACTICT
TATTATTITAT
GGRACCCCTT
TGGGATAAGT
CATRGCCAGG
CATTAATTAC
CTGGGCATTC
TGAACTCAAC
ATCAATGTTT
ACAATAGTGA
CTGACACATA
TGGTAAATGT
TTATATTTTT
ATATTTCCGG
TATACARACT
TCAGACCTGT

ATGTGTGIGT
ARATGCTARA
GGGCTTAGAA
GCAGGACAGA
TGACAATCIT
TAATAGACTG
AATGRAGAGC
GCCARATGCT
TCTCTTCTTT
CARCCTCCTC
TCCAAACTTG
CTCTATCACT
CACTTGTGCA
TGTTAGTCAT
TTGTARGAGT
TGCATAGTAC
ACTGACTATG
GAAAACTAAG
TGATTTCATT
AGCATAAGTT
CCTTCCTGCC
CGAAGCCGAG
ATATGTATTT
CATCCTCTGA
AAGTTTGATT
AAACTCTGCA
CTTGAGCCAG
TTGTTTCATT
TTTGACARCC
CTTCTAGGTT
TTGATAGAGT
GTTATTCATT
TTACATAAAT
TTCTCCTCIT
GTTCACTTAA
CACACATACA
AATCCCAGCA

GTGTGTTTAA
TTGATTTCCC
TCACTGTAGT
ARCARTGTTT
CATAACTAAT
GGCCACACAT
CTATAGCATC

GGAACTGGGG
CATTTGGATT
GCCTGACCTC
GCAGRAAGTC
GGAAAGAAAC
GAAACAACAT
TGCTGACATT
AGAATAGGAA
TTARATTCTA
CTGATATACT
CCTTCARTTG
ARAGGTATGA
GCTCAGATIT
CCCTCCTACC
TTAGATCTCT
CTACTAGGCA
ATGTTACAGC

CATTTTGAGA AGGAGGAAAA
TCATTTGAGG TACAATGAAA
ACTTATATTT CCTAAAATAG
CAATGAGGAG GTTTCACAGC

AAGGGATTGA GCTTCAGTCC
TCTTCATAGG AGATGCCTGA
TTCTTCTGGG ARACTCACGG
TTTATTGCCA CAAAGCAAGA
GACTTTCAGA TACTGGAARA
GTGTTGACAG TTCATATGTA
TTGCTGAGCA TGTACTGAGC
GGAACCAACE CTARCATATA
CAATCATTTT AATTATTATT
GCTACCAARA AGACTCTACC
AAATATGCAC AATAGCAGTT
TCAACTGTTT GCCTTCTGCT
TCTGGGACCT CAGITTTATC
GCARCAGTTIT TTTATGCTAR
CCTCAAGATG AAGGCAAAGC
ATAAATATAT TTAAGATAAT
GTGTGACCAG GCATCCTCCA
TCATTAATAC AGGGCATTTT
TTCTAGTACT TGGGAGACCT
TAATTGGTCC GATCTTTGAC
CAATTCCACC TGCAATCAAG
ATGAGACCAC TGTTATCAAA
CTARAAATTG TGATCAGACC
GTTATCAGTC ATAACTAAAT
GCCTTAATCA TTATTTTACT
AATTGTATTIT AGTGITACIT
TGTTAGCTGC CAGTATGCAT
AGCTCATATT ACACATACAC
GAGCTACATT AAARACAACT
CTTTGGGAGG

Fig. 3(cont.)
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AGACAGAATT
TTACTGAGAR
GGARACCCCA
AGAAGCATCT
CTCATACTCA
TAGGAATTTT
TTGACTTAAR
TTTGTTCACT
GRTGCARAAT
TGCCTGGATA
CTCCAATCAA
TGTAATAAAT
CATAGICCTA
TITTTCTAAC
GATACCCAAA
CACTRAAGAARC
CTACTGGGTG
CCAGGCGTAG
CCATGTACAT
CTTGTAATTC
ATGTTGTITAT

"CTTCATARCA

CATATTACAG
GAAACAAGAA
TTTAAGTTGC
ATTTTCARAR
TCAGGGAGGT
ACGAAATGTT
TATAATATAC
CAATAGCAGA
GGTCCAAGTT
GTARTCATAT
TCTTTTGCCA
TCCTACAAGC
ACTTICITIT
ATAATGTTAC
ARAGCTTGCA
GCATGGTAAT
TATAAAATCA
AAATGGCATT
AARACATGTG
AATAGGCCAG

GGGTTATATT
GGGAARAAGT
AGGAAGCCTC
CAACTTGGAA
CAAGAAAAGT
GTGTGTATGT
TACTGAGATA
TGGAGATCAA
GTCTTAGGCC
CAGTBAGATA
CTAAGGAAAT
GCTTGCTGAA
AAGTGGTGIT
ATCTTGTTCT
ACCATCACAG
TATTTCACAT
TGCTTEGCAG
GTCTGGAGTC
GAAGAAGCTA
TAAATGAATG
TTAAAGAACA
ATTTTAGGAG
ATGGGCAAAT
GCCACAGACC
TGATGAACTC
TGGAGGGAAT
CATTTTGGTA
ATTTTTTAAT
TATATTTATG
CAGTGTTTTC
GTGCTTATCC
AATARATGTA
TTAAACTTAC
TARARTTAGA
CTGGAATGTA
ATTATTATCA
ACAAAATTCT
THGGGACARA
AACCAAGATT
AAGAATGATA
TTCCCATCTT
GCACGGTGGC
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AGAAAGAAAG AGAGAGAGAA
GGCTCTGAGG AAGGTGGCAG
ATCCTGTGGA GGCANNCAGA
GCAGGCCAGA CACCARATTT
ATTCACAGGA AACTARCATG
TAAAGATGGA GTTCTTGTGA
TCAGAAGGCT GCTTGGRGAG
TTCCCTCGTG TCTCAAATAC

RCGATACCTG
AGCAGCAAAC
RAAGATTTCA
GTGTTACAGG
GGGCAGATCA
CTACTAAAAA
TGGGGAGGCT
GATCGTGCCA
AAAAGTGTTA
ACTGTTCATA
CTGGAGCAGG
CAAGAGATAG
CACCAAARAA
GGCTAGGGTA
BACTCCGTCA
CAATTTTCTC
CCAAGGTAGA
CCATTTATCC
RAAAGTATGT
RAACATTCTT
TTGTCAGGAA
CTACTCCTTG
GAAGCTTCCA
AACAGAGAAA
GARACTGGCA
TCTTCAGCCA
GGGAGTCTCT
TCTTTCTCTG
CCAGGTGTR2A
AACAGCTGAC
ATTGCTAGTT
CACACATTCA
TGAGAGAAAT
CACAGGTGTC
ATTACAGGTC
AGAGTGTTAT
ACAGGGTGCC
TGGGACCTGG
AGAAAAGATT
. AGGGAGAGCT
AGGGAGCACC

GCACATACTA
TCTATCTCAC
GTTTCCTGGA
CTGGACACGG
CAAGGTCAGG
TACAAARAAT
GAGGCAGGAG
CTGCACTCCA
TGATGCAGAC
ACCTGGACTC
CACTTTGCTG
AGTCTCAGAT
TCATTTTAGG
ACAGCACCTG
GGAGCCTGAA
CTCAGAGGCT
GACCCACACC
ATCTGTAAGT
GCATGTATAA
CTARCGTGGG
AACRATGCAT
CCCTTCCATG
CCAATACTCT
TTTCTCAGCC
GATACCAAAC
ATCTTCATTG
CTGTCTCTCT
TCTCTCCTCT
TATAATGCTT
ACCCTAAAGG
GGGGTTTGGT
TTCATTTACT
CACACATGAA
TGAAGCAGCC
AGTGGAGACG

AGARARGAAA GAGGAAGGAA
TTCCTACRAC GGGAGRACCA
GGAGTCCCCT AGGCCACCCA
CAGGAGGGCT CAGTGTTAGG
TTGAACAGCT TTTAGATTTC
CTGACTCCTG ATATCAAGAT
CRAGTCCATG AAATGCTCTT
TTGCACAGAG GCTCACTCCC
ATTTGAATAA PATGCTGTCA
CTGRATGTAC ATGCCAGGCA
GGARACCAGGA GGGCAAGGTT
TGGCTCACGC CTGTAATCCC
AGATCGAGAC CATCCTGGCT
TAGCCGGGCG TTGGCGGCAG
AATGGTGTGA ACCCGGGAGG
GCCTGGGCGA CAGAGTGAGA
CTGTCAAAGA GGCAAAGGAG
TCATTCATTC TACAAATGGA
GTGTCTCGGT TAAAGAGAAR
GGATATTCTT ACAGAAACAA

CAGAGCTCAT
GTCTTGCAGG
CCCTGCATAC
CCTGCAATTG
CTCAATACAG
GGGAAGATTC
ATCTGTGTGT
AAAATCCAGT
ATTTGCATGG
AACCAGAGAA
TTTCCCCTTT
TCCTACTICT
CTCTTCGAGG
CTCAAGTATG

CTGGCATTGA
GTTGTGTGAG
CGTATGTTCT
ACAGAGAGCT
ACAGGGAGGG
CTAAACTT2A
CTTCCACTTT
ATTTTARTGT
TGATACATTIT
TTATCTCAGT
CCTTTARCTIT
GCTTTTGAAA
CACAAGGCAC
ACTTTAATCT

GCCTCTTIGT GTGTATGCAT
CCTTCCTCTC TGCCTCCTCT
ATGACTCGGG ARATATTCIG
TTAGTGTCAA AGCCTCTGCT
TTAGCAAATG CTTTTCTCTA
CAGAGATCAT TTCTTTGCAT
CGTAGCCGTC ATGGGGAAGT
ATGGCAGAAG TACCTGAGCT
CTGAGACCAG TAACATGAGC

GGAAGGAAGG AAGAAAGACA
GTGGTTAATT TGCAAAGTGG
GACAGGGCTT TTAGCTATCT
AATGGATTAT GGCTTATCAA
CTGTGGAAAA TATAACTTAC
RCTGGGAGCC RAATTAAARA
TTTCCCACAG TAGRACCTAT
TTGGATAATG CAGAGCGAGC
AATTCCCATT CACCCATTCA
CTGTGCTAGA CTTGGCTCAA
TCAACTCAGT GCTATAAGAA
BACATTTGGG AGGCCGAGGC
AACATGGTGA AACCCIGTCT
GTGCCTGTAG TCCCAGCTGC
CGGAACTTGC AGGGGGCCGA
CTCTGTCTCA AARAAARAAA
GGTGTTCCTA CACTCCAGGC
GGGCTCCCCT GGGCAGATCC
CTGATAACTC TTGGTATTAC
TATTCCCACT TTTCAGAGTT
TCTGGTTCAT CCATGAGATT
CTTATCTCCA GGGTTGCCCC
CTGCCCCAGC CAAGAAAGGT
CCCGAGGCAG AGAACAGCAC
CTATTGGCCC TTCATIGTAC
GTACARAGAA GTGAATGAAG
GTCCCACATA TACTAAATIT
GGACATCAAC TGCACAACGA
GCAAAATGTG TCATAGTITG
TTATTAGTCC CCTCCCCTAA
GATTGTGARA TCAGGTATTC
GCTATAARAAA CAGCGAGGGA
AACAGGCTGC TCTGGGATTC
TCCTTACAAC TAGGTGCTAA
ATTCTCTCTC TCTCTCTCIT
CTCAGCTTTT TGCAAAAATG
GGAATGGATA CTGCTTATICT
CCAGCTCTCC TAGCCAATAC
GACCCARAGG ACTICTCITT
GACTGCCATG CACTGGATGC
CACTCATTTT CTCCTITTTTA
CGCCAGTGAA ATGATGGCIT
AGGTCTCCTC TTTCAAGAGT

CTGTGCTTGG AGACCAGATT TTTCCCCTAA ATTGCCTCIT TCAGTGGCAA

AAGTAAATCT
AGGCTATCCA

GATTTAAAGA CTACTTTCCC
GATGTGTTGT TGCAAGGGCT

ATTACAAGTC CCTCCAGCCT
TCCTGCAGAG GCAAATGGGG

CCAAGCCCAC AATACAAGGA ATCCCTTTGC AAAGTGTGGC TTGGAGGGAG
CAGATTTTAG CTGACTCTGC TGGGCTAGAG GTTAGGCCTC AAGATCCAAC
AGGGTGCCCA CCTGCCAGGC CTAGAATCTG CCTTCTGGAC TGITCTGCGC

Fig. 4
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ATATCACTGT GAAACTTGCC AGGTGTTTCA GGCAGCITTG
TTCTTATGAA CAGTCARGTC TTGTACACAG GGAAGGAAAA
TAATTGAGAC ATGICCCTGT TTTTATTACA GTGGCAATGA
CTGATGGCCC TAAACAGATG AAGGTAAGAC TATGGGTTTA
CTCTAACACA GGGAAAGCTC AAAGAAGGGA GTTCTGGGCC
TGTTTTAGAA AGACTTTAAC CICTTCCAGT GAGACACAGG

GCCACTTGGT CATCATATCA CCaCAGTCAC
GGTGGTGACA GGGGAGGAGT AGTGATAATG

TCTTCAACAT
AGTTAAACTC
TAGAATAGTT
CAAARAGATG
CATTTTACCC
ATTCCAGCAT
GGCAGCRAAT
TCCCTTCTGT
AGGTCAGTTG
TGATAGCCTIC
GARGTTTTAA
CTGCCTGGCC
ATTCTCTCCT
CTTTGAACCA
AATAAGAGGA
ATGAGACAGT
GAGTGAGCAT
GTGACAGCAT
GCATGTACAR
GTCCAGAAGC
CCCTTAACCT
GTTTTGTTIT
GTGCAGTGGT
TTCCTCAGTIC
TGTATTTTTA
CTARATGATT
GCCTGGCCCA
CTCTGAGCTT
CTCCCTCCCT
GGCGGCATCC
TCAGITGITG
CAGGAGARTG
GCAGGCAGTA
TCCCCCAGAG
GCTGGAAACC
CTACTGACAT
GAGGTTCGTA
CTGTTGCTICG
TCAGGTCCAG
GACTTITGRCC
CGAGGCCTGC
CTTCTTCGAC

TCACTAACGT
TTCCCATTTC

AGAGGCAGGC TGTTTGCAGT
ATAAACCTGT TTAGAAGACA
GGATGACTTG TTCTTTGAAG
ACTCCCAACC CAAGGAAGGG
ACTTTGATGC CATGGTATIT
CTGCACCACT TGCTGACCTG
TGGTGGTGGT GGCCACACTT
ATAGTAGGAA GACAACCRAG

ARATTTGATT ATCCTTTTAR
TGAAACCAAG AGATGATCTT
TTTTGCTACC TGGGGTGAAG
AATTGAGACT TGAAAGAAAA
GCTTTGGACC TCATCTGAAA
CCTGCAACCT CCAGTTCTGA
GGTCATTTTT CAGACTCATC
TTTATATGAT GCTCAGTAGC
TGCAGGTTGG AGGCAGCCAC
CCCTAGCCTC ATBATCCAGT
GACTGGCATA ACTTCTITGGC
TTTGCCCCCC ATTGCCTCTT
GCTCRACTIT CTTTTGTGCA
TTATCAGCCT TAAGGCAACC
AAGTGGTAAC ATTTCACRAA
GTTATGAAAR AGGAARAAAA
AGGTGAATGG AARATGTTAT
TAGGGATACA AAAAGATATA

AARGATGACA
CACATTCTAG
CCTTGAGCTT
GTTTTCTTTT
ACAATCTTGG
TCCTGAATAG
GTAGAGAAGG
CATCCACCTC
GAGAGGGATG
TCTACTCICT
CGCTCTCTCC
AGCTACGAAT
TGGCCATGGA
ACCTGAGCAC
GATCTCCACT
CCAAAGCCCT
AAAGCAATCA
TTGCAACTCC
ACCTCCCTGT
GCCACAGTGA

AGTAGAATCG
TCTTGAGTCT
CAGAGAGGG
GTTTTATGAG
CTTACTGCAT
CTAGGATTAC
GGTTTCGCCA
GGCTTCCCAA
ATCTTTAGAA
GATGTCARAG
GCAGTGCTCC
CTCCGACCAC
CAAGCTGAGE
CTTCTTTCCC
TGTGTCCTCT
TTARAGGTAG
TCTCTTTAGT
CTCACTCTTT
GGGCTAGIGT
GCAGTAATAG

GAGATGGATT
GAGAACTAXC
CITATAACAA
CCATTCACTT
AATARAGGGC
AATATTTTCA
CTTACAAAGA
CTTCCTAGGT
TTTTCTCTGG
CCTCAATCTT
TGCAGCTGTG
CCAGCAGCTT
CTTACAGGTC
TCAGTGRAGC
AAGTACTCTC
AGAACAGTGT
GGTCATCTGC
GAGAAGGTAT
GGATTTATIC
GCCTCTACCT
TRATCTITTT
ACAGAGTCTIC
CCTCCACCTC
AGGTGCACCC
TGTTGGCCAG
AGTGCTGGGA
GCTCGGGATT
CATGGTTCCT
TTCCAGGACC
CACTACAGCA
AAGATGCTGG
TTCATCTTTG
TGGARGTCAT
AAGGCCCAGC
GGAAACTATT
CTCAGGEGCC
TATGACCATC
ACCTGAAGCT

TGTTCTTAGC CACCCCACTC CCAGCTTCAT
GTATATGCTC AGGTGTCCTC CAAGAAATCA AATTTTGCCA CCTCGCCTCA
CCTTCTGATT TTATACCTAA ACAACATGTG CTCCACATTT CAGAACCTAT
ACATGGGATA ACGAGGCTTA TGTGCACGAT GCACCTGTAC GATCACTGAA

Fig. 4 (cont.)
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CAGCCTATGC
ATATGTCTAC
CAAGACATAG
GCTGTTTGAC
TGAGCTGGAT
GTTGTAGCTA
GCCATGTTAT
GCCCAGCCAT
CTTTATTTTA
GTTAAARACA
GGAGGAGCCC
GGCTCTGLTC
TCTTTAACTG
CTTAATACGG
ACAGGATTTG
AGAAMAATTG
ATGAAAAAGC
ACATGTATGG
TAARGAATAG
GCTGTGTSGCC
ATTITATTTT
ACTCTGTTGC
CTGAGTTCAA
CACCACACCC
GCTGGTTTTG
TTACAGGCAT
CTTTCAAGCC
GGCAGGACCA
TGGACCTCTG
AGGGCTTCAG
TTCCCTGCCC
AAGAAGGTAG
CARGCCCCAG

CAATCACTIG
CCCTTTIGAG
RTGATATAAA
CTTGACRAGT
GATCTCTGAG
AGGGCATTTG
ATTCCTGCTG
CAGCCTAGCT
TTCCAGTITG
TATTTCTTTA
ATTGGCTTGT
CAGGCAGGAA
TCTTTCAAGC
AGCTTCICTG
CAGAATGCCT
AATACTTGCT
AAATCATAGT
TGTAGGTGGG
CCTGTAAGGT
CTTGAGTACA
ATTTTATTTT
CCAGGCTGGA
GCGATTCICC
AGCTAATTTT
AAGTCCTGAC
GAGCCACCAC
CTTTCCTCCT
CCTCACCAGG
CCCTCTGCAT
GCAGGCCGCG
ACAGACCTTC
TTAGCCAAGA
CCAACTCAAT

GGGGAGACAA AACAAAGRAG
CTTAAAGARG ATCTTGATGG
TTTCACTTAC ATTGTCACCA
ACCATTTTAC CTAAGTAGCT
GGRAACCCATG TCTAATAGIG
CCCTACTGGT GTTGTCATCA
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CTGCACGCTC-

AGCTCTCCAC
CCCTGCCTGG
ATTTAAGGCA
GGTCCTAGAA
CCTGAGARAT
TAGTGCAGTG
GTGGGTICIC
ATCCCCCTCC
TCCTTGTAGG
AAGTTTCAAG
GTAGCCRRAG
CTCACTCAGG
TCGGGTAGTA
RAATGAGTGT
CCCATGGGCT
GCTTCACCTC
CATTGCCAGC
ACCCICTTTIC
GGGGAAACCC
GTGTCTTAGG
CTACTCTCGG
CCTTCTTICT
AATACCTGTG
TGATARAGCCC
CTCCTGCTAC
GCTGGGAACA
TAACTGCGTG
TGTCCTACCA
AGACACCTTG
AATCACCACC
ATTCTAGGAC
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'CGGGACTCAC ‘AGCARARAAG

CTCCAGGGAC AGGATATGGA
CCTCCTGGCA GCTTGCTAAT
AATGATCAAC ACAAGTGAAA
ATGGCACATT TGATTGCACT
TAGACGGCTC AAGCACTCCC
TCAATTCTIC CACAATATGG
TCTTCCTGIT GITGAGGCTG
CCAGTCTTCC CCCCTTGCCC
GAAATTTTAC CGCCCAGCAG
TGCGGTGAAC CCATCATTAG
CCTCTGCACA GGAGTGTGGG
GGGAAGCTAT TTGCTICTCAG
AGAGTGATCC CAGGGCCTCC
CTCTCTTTGG AGCCACTITC
ACTCTCTIGIT CCTGAAACAG
TTTCCTITTCC TTCCACATTG
CAGTGACACA ATGGCTTCCT
ATTCTCCGTT CCTACTGCTA
TAAATCAACA AAATGACCCT
CCAAGGAACC TCACTGTGGG
GGCTAGGGGT TGGGGTGACC
TCAGTGGTGT TCTCCATGTC
GCCTTGGGCC TCAAGGAAAA
ACTCTACAGC TGGAGGTAAG
CACTTATTCC CAGACAATTC
GGTCTATTTG ACAAGITTIG
CAACCTTCAA TCCTGCTGCA
TAGTTACAAC CCCAACAGAT
GGAAATAGAT GACTTAAAGG
ACTATCACCT CCAGCITTICT
CATAAGGAAA 2ATACAATAA

GCTCTAGCTT AATTTTCACC
AGCATTTGGC ACTAAGTTIT
TGGGGGCCCA GTTACAACTC
CCITTCTGGC CAACCCARAAG
ARATTCTTCT TTCTCTTICG
TGGAAAAGCG ATTTGTCTTC
CCCAGTTCCC CAACTGGTAC
GAGGGACCAA AGGCGGCCAG
GAGAGCTGTA CCCAGAGAGT
AGGGRACAGA AAGGTTTTIG
TGCCCAACTG CCTGCCITAG
TCAGCTCTCT CCTTTCAGGG
TCTCCTACTC ACTTAAAGCC
CCTCTGTCAT TCGCTCCCAC
GTTTGTTTGT TTTGATTCAT
TGTAAAAGAG CCTAGTTTTT
CTTTAAATCA AGTCCTTTAA
AATATTTATA AATGAGCAAA

CCCCCAARAA
AGARAAGAAG
AGGAGTCTGG
AACATCTTTC
CTGCAGAGTG
BACAAGATAG
ATCAGCACCT
GATATAACTG
CCTGTGCTGA
AGTACGGCTA
GGTAGTGCTA
CCAATCCCCA
CGCCTGACAG
ATTCTGATGA
TGGTCTAATT
AATAGCTATG
TTAAGACTGA
TATCATACTG

CTTGGTGATG TCTGGTCCAT
GCAACAAGGT AAATGGARAC
TCTCCATGTT TTAAACAAAG
ARAAATATTA AAAAGGAATA
GGCCAGTGCA TTTGTTAACA
AGGACCATGT CCACCCAAGT
GGTCATTTGA TGGACATGGC
ARRCAAGAGT GCTGGAGCGA
CRACATCCGT CCCACCCAAT
GAACTTATAT CTCTCCGCTG
CTGTGGTGAT CTGCCTGGCA
CAACTAAGGC TGCTGACTTT
CCAGGCCAAG ARRATCCTGT
AATTGACACT GCTGTGACTG
CCRGCTCAGC CTCTCCTCTC
TTCTGGTGCC TGATTICTGG
ATCAAGTTGT TCCGCTCCTG
TCCTTCCTTC CTTCAGCATT
TGAGGCTCTG AGRARCCCTC
GCTATTGTCT GTGAGAAGTC
TTCCCACAGA GGCTACCAAT
CTGCATGCTG TGTCCCTAAC
CTTTGTACAA GGAGAAGAAA
GAATCTGTAC CTGTCCTGCG
TGAATGCTAT GGAATGAAGC
ACCTTCTCCC CGCCCCCATC
CATTAATGTA AATAAATTTA
GAAAATTAAA TCATTITGCC
TATATATTGT TAGGGCTGCT
GTCCCATTAT CACGTCCACT
CAGCAAAAGC TTCATTTCCA
AAAGCCCCTG GARACTAGGT
AAAAAARTTC TCACCTACAT
AAGGGCTCTT TTAATAATCA
CTCCTGATCA TGTGRACCTGC
CCATAGGCAT CTTTGTCCCT
TAGATCCCAA ARATTACCCA
AAATCAATAA CAAGCTGGAR
CTCARAGCAGA ARACATGCCC
ACTTCACCAT GCARTTTGTG
ATGTGGACTC AATCCCTAGG
TAGCCTGGAC TTTCCTGTTG
AGAGGATCTC CTGTCCATCA
GCCCTTTTGT TGAGCCAGGC
AARCCACGGC CACATTTGGT
GCAACCGCTT CCCTATTTAT
TATTCAAAGG GGGCAAGAAG
GAATCAATTC AATTTGGACT
AAATATATAA GCTCAGATTA
TTCAATGGTT CTGAAATAAA
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ATGAACTGAA
ATCCTGGTTT
TAGAAAGTTA
TACAAACTTT
GGAGTGTGAC
CTCTTGGGCA
CTAACTGCCT
TAATGTGTCC
GCCAGGTGET
TAACGGGCAA
TCGTGCCACA
GAAGGACAGC
TTCTTTGGAA
AGGRAGATCA
CCAGTTTCTT
CAGAAGTACA
TGGATGGGCA
TAAAATGTAG
AGGCCTTTGA
AAGTTATCCT
TACATGTATC
CACAAGACCC
GTAATGACAA
TGTTGAAAGA
CCTTCTCAGC
CCTAGGARRA
ACATAATTTT
GATGTTATTA
CTCATTTGAT
CCACTCCCAA
AGTTGATGTC
ACTTCAAGAA
TATGCTCCTC
CACAGAAAGT
TCGTCAGTTT
TGCCCCACAA
AAGARGAAGA
TITGAGTCTG
GTCTTCCTGE
TCTTCCTARA
GCTGGCAGAA
TCTACACCAA
GCCAGGACAG
CTCTCTCACC
TCTAAGAAAC
TTATTTATTT
TAGCAGIGTC
GGTGTGCTCT
TTTARATGGG
CTTCACTGAA
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GAAARRAAAN ARAGGGTCTC TCCTGATCAT TGACTGTCTG GATTGACACT GACAGTAAGC
AAACAGGCTG TGAGAGTTCT TGGGACTAAG CCCACTCCTC ATTGCTGAGT GCTGCAAGTA
CCTAGAAATA TCCTTGGCCA CCGAAGACTA TCCTCCTCAC CCATCCCCTT TATTICGTTG
TTCAACAGAA GGATATTCAG TGCACATCIG GAACAGGATC AGCTGAAGCA CTGCAGGGAG
TCAGGACTGG TAGTAACAGC TACCATGATT TATCTATCAA TGCACCAAAC ATCTGTTGAG
CAAGCGCTAT GTACTAGGAG CTGGGAGTAC AGAGATGAGA ACAGTCACAA GTCCCTICCTC
AGATAGGAGA GGCAGCTAGT TATAAGCAGA ACAAGGTAAC ATGACAAGTA GRGTAAGATA
GAAGAACGAA GAGGAGTAGC CAGGAAGGAG GGAGGAGAAC GACATAAGAA TCAAGCCTAA
AGGGATAAAC AGAAGATTTC CACACATGGG CTGGGCCAAT TGGGTGTCGG TTACGCCTGT
AATCCCAGCA CTTTGGGTGG CAGGGGCAGA AAGATCGCIT GAGCCCAGGA GTTCAAGACC
AGCCTGGGCA ACATAGTGAG ACTCCCATCT CTACAAAAAA TAAATAAATA AATAAAACAA
TCAGCCAGGC ATGCTGGCAT GCACCTGTAG TCCTAGCTAC TTGGGAAGCT GACACTGGAG
GATTGCTTGA GCCCAGAAGT TCAAGACTGC AGTGAGCTTA TCCGTTGACC TGCAGGTCGA
C
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‘GTCGAGCTGY 'AGGTCAACGE=ATCTGAGAGG AGAGTAGCTT

TATATACCAT GTCCTGATCC
CAGCAAGCCT GGGGGCTGCA
ARCCTGTCCT GCTGCCTTAG
TGGCTACTTG GCAGGACTGG
CTGGGGGTITT GTATTTCTITG
CTGGGAAAGA GCAACTGGAG
RAAACAATAT TGCCCATATT
CGAAGCCACT AAATGTGRGA
GCTGGATGCC AACATTTCAC
CAAATGAARAR TGTTTGTACT
AAGGRATTGTT TTCTGCAAGG
AGGGAGGTTG GAGCTGAGAA
GCCTCTCTGG GGTGCGGCAG
ATTCAGTGAT ATCATGTCAG
AATTGGCAAA TGGAAACTTT

CCTTCATCAT
GCTTGGTGGG
GGAGCTTCTA
GTCAGTGAGG
TGTTICTTTC
TCTTTIGTAGC
GTGIGGTGIG
TGAAGCCATT
AMATAGTGCT
GAARTTTGTT
GGGATGARAC
ATGTCGAGAC
CCAGCAGGAT
TAGCTITGARA
TATTGGAGAT

CCAGGAGAGC
TAGAGGTACT
ATAAGTTGAT
ACCAACAAAA
TCTTCTTTGT
ATTATCITAG
TCCTGTGACA
ACAAGGCAGT
TGCGTGACAC
AARGCTTCCC
TTGTGGGGTG
AATTTCCCTT
CCAATGGTGT
TTATCCGIGG
TCAATTGITA

CTTGTAGATA ACAGTTGGAT
AGAGGTGGTC ACCCTGATAG
CAGGGGTACA GATGTCTCCA
GGATTTIGGTT AAAATTAACT
AGRAGACATC AGATTATACC
ACTAAAATAT TTACCCATGA
CAAARATTTA CAAAGTTTGG

TGCCCTGCCT
ACACGATCTT
AAGTTTCCAG
TTTCAAATCA
TAARTARGACT
AGCACTTTGG
ACTAACATAG
AAGCCTGTAA
CGGAGGITGC
ACTCCATCTC
AGGTTIGTTTA
TCCRAAAGAT
CCAGAGAGGT
AAACTTCAGC
TTARATCCTG
AGCCTTCACA
TACCTGCTTT
AGGGTACAGA
ATTCAGCAGT
ATAGGCAATA
TTCGAAAGAR
AGAACTAACA
TARCCGATGT
AAACACTTTA
AAGACATGGA
CTTAGACACT
TAGATACAAT
TTGTCTTTTA

GAGGACCCAG AACCGAGAAT AAGATTAGTC

ACGCCAACTG
AGGAAGAGGG
ACAGCCCCCC
TCAGGATACA
TTGTGCCTGA

TCAGAGTCAA
TATAAAACAC
CTCATCGGGG
CTTTTCCTAC
TTTGAAAAGT
GAGGCCAAGA
TGAAACCCTG
TCCCAGCTAC
GGTGAGCCTA
ARAAAAATAA
TGACCAACTC
CTCTTTGGAG
GGAGCCCAGC
TGAGCTTITG
CCTACAGGGA
GGTACTGAAG
TGAAAGGCTC
TAACARTCAT
CAGTAAAAAG
AATTGAGATC
CTATGGAGAA
ACTGTACAAA
TGAGAAATAG
CAGGCATCAA
CAGCCTGGTT
CCTGTTGICT
TTGATGACCA
TGTGCTATGG

TTTGGGTGAG
AGAGAGCTTC
CGCTTTGGAG
GAGCAGGAAG
TCTCTCCCAC

TGACCCTATC CAAGTTTAAT
ACCTGACAAC ATTACCCTIT
TGGCTTTAAA GGCCATTTCT
CCCTACCTCT AAATGCTACT
AGATTATGGG CTGGGCACAG
TGGGTGGATC ACCTGAGGTC
TCTCTACTAA AAATACAAAA
TCAGGAGGTT GAGGCAGGGG
GATTGCTCCA CTGCACTCCA

ATAARTAAAT
TCCTGCTGAG
GCATCAGAGA
ACTGGTGCCC
AGCATTCATG
GGGTCCCTGA
CCCTCCTCIC
CTGGCCTACC
CCAGAGCCTIT
GATTTAGGCA
CAGCAGGGAT
TATACTCAGA
ARAGGAACCA
CCAACATCTA
CATAAGATGT
TCCCTATCTC
CTAGTGTCTA
GGACCTCCGA
TCTTAAAGCT

AARGTAGATT
AATAACTAGA
ATGGCCAAGG
TTTACTCCTG
GAACTTGGTG
TAATCCCCAC
AATGATCICA
TGTGCAGCAG
GAATGACCTC
CATGCAAGAT
TTGAATCATG
TTTAARACAT
AATGGAAATC
TTGARCACTT
GTCCCCTTAC
TCTGCTTCAT
GTAGCACAGG
TCARAGCCAT
TCATCCAGGA

CTCAGGATTIC
GTGCACATCT
ARATGCAGTT
GACAAACTAG
AGCCATTTGG
TAGAAGGACT
ATATGTCTCC
TGGGAGTATT
BACTTTTACC
CCATCTGTCC
TATTCAGTTT
CCTCTGGACC
CAAACTCCAG
TGGCTCACAC
GGGAGTTCGA
TTAGTTGGGG
AATTGCTITGA
GCCTGGGCAA
ACATCAGATA
ARRGCTAGAC
CTGTAAGGAA
GGGACATGIG
GGGGAGATGA
CCRATTTGGA
AGTCCTGCTA
GAGCARAAGT
TACTGTGCIT
GACCTGTGTA
GATTTGAARTC
BAGATTGGAR
CTAGAACTGA
CCCATGTGGA
AGCAGTGCAG
CAARACCCCT
GCTCAGCACA
GGGTGCTGAT
AGCAGAACTC

AAGTGTTGGC
GTCCACCCAA
CCAGGAGGCC
ATTTATCAGT
GCTGAGGAGG
GAATCTCCCT
CCAGCTCCCC
ATGTCATGGA
AGCACARCAC
ACTGTCTCCA
TTTAAAAGAT
TCACCCAACT
CCATCCTGAA
CTGTARATCCC
GACCAGCCTG
GTGGTGGCAC
ACCTGGGAGG
CARGAGCGAA
CCTCTGGCCT
ARAACATATT
CTGCCTGAGC
CTGGTTTCAA
AATTTGTACC
AATCTGGGTC
GGGTAGAGGT
GAACCATCTC
AATATATAGT
TCAGGGAGAA
AGGGGCAGCC
TTTTTGGCAG
AAGATGCAAT
CAGCIGTGCT
TGTICCCTCCT
TTACGTGGGG
TGGAAGCCAC
TGGGAAGGCA
GGGGGGTGCT

AGAGATTTCC
ATAAGACGAA ACCRAGAGTG
CCTTGTCCCC TTTCTTCCIC
TCAGAGCAGG CTTGAGACTG
GCTGGGAGTG CAGGGCAGGA
TTTACCTGGG GTARAGAAGC
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TGTGGGCAGA AATCATAAGG
GACTTGTGGC CAGAAGCGIG
TCCCTARGCC ACAGTGATTG
GACTGGGAAA GGAGGGTGGG
GCAAGGGGCT GGGGCATTCA
ATATGCAAAA GCCACGGTGT
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CCTTATAGTA
CCAAGACAGG
CATAACTCCT
ACTGGGCCAC
CCCGAGCGTC
TTACCCAGGA
GCAGGATGAA
ATTGTTGAGA
AACCTATCAT
ACACTTGATT
AAGAGGCARA
ACARRCAAAT
ACGTGTTTCA
GGAATACAGA
TGCAGAAATG
ATAGTCTTCC
GGTTGGAAGA
CAAGATCAAC
TCACAAGCTG
GATGGAGTCT
ACCTCCATCT
CAGGCACATG
TGTTGGTCAG
AAGTGCTGGG
GTTTGAGAAA
GTTTTTGTGA
TTCCCAGAGT
GGGGCTGGAG
GACCTTGGAC
GGTTGGGACA

ACCGATGATG TGGCTTCTAT TATTAGCTCT ATCAGATAAT GAAACTGAGA
CTCTGCACAT TGTGTGGGGT AATGACACAG GGGGATTCAG ACCTAGACTC
GCCCCAGGGA CCACCCCCAC CCTCACCCTG TGCATGTCGA CAAAGGACAG
TTCTCAGGAC ACAGCGGGGA AATGACACAG AGCAGGGAGG TTCCAGGAGC
TTTTCTCCAG GAGAATACTC TCTGAATTCA GACTGGGGTC AGAGAAACAT
GCCGCAGTGT GGGTGGGGCT TTTTACTTGA AACGCTGTCT GAAGGCAGTG
CTCTCCACCC TACCTTGGCA AGCCACTTCT CTTCTGCAAT CTGTAAGGAC
GAATTATGGT CTTCCRATTC CGGAGGGTTG AAGAAAGACA AATAGGAGAG
AGTCAGGTGC TAGCTGCCTT CTCTTTCAGA GAGTGTGAGA ATARAGTGAT
ATTAGCAAAT ACTTTGGAAA TTTTAAACGC TAATATTCAA CACACTCTGG
TAAGTAGACA GGTTCATATA CATCATCTCC TTCAGCTAGT CCICACAAAA
GAATRAACAA AATTCTTCTT TGGCCCICAT AGGAAGACAC TGITTCTTGA
ARARGGATGG GTGACTCACT CAAGGTCACA CTGTTTATGA GGACAGTACA
CATGCCATTT TGCCTGAAAR AATCCATCAC CCAGGGAGGT GACACAATTT
TTCTATTTCC TCTGAAGGAT ACATTCTTTA AACCTTTGGG AAATTCATIC
TCCTTTGAAG GATTACTCTC TGGACACARA GTGTTTGATT CTGATTTGIT
TGTGTTGGTT GAGAGAAAGA TTCTGATTTG TTGGTTGAAA ATAGACTCAT
TGCTGTAGTA GTAAATATTT TGACATTTITG TCTGTATTCC TGTGCTGCCC
CATCACCTTG AGTGAGTCAT TCATACTTTT TTGTTTGTITT TTGTTTTGGA
TACTCIGTTG CCTAGGCTGG AGTGCGGTIGG CGTGATCTITG GCTCACTGCG
CCTGGGTTCA AGTGATCCTC CTGCCTCAGC CTCCCGAGTA GCTGGGATTA
CCACCATCCC TGCTAATTTT TGCATTTTCA GTAGAGACGG AGTTTICACCA
GTTGGTCTTG AACTCCTGAC CTCAGGTGAT CCGCCCACCT CAGCCTCCCC
ATTACAGGTG TGAGCCACCG TGCCCAGCCC AGCCATCATT TTTGAAACAC
TAGTGTCTTC CTTTGAGGGC CAAGGAGACA TTTTITTIGT TTATTTIGTTT
GGACTAGCTG AAGGGGGTGA TGTATATTAR CCTGCCIACT TATTTGCCTC
GTGATGAATA TTAGGGTTTA AAGTTTCTGA AGCATTTGIT ARTAAAGCCC
GTCAGAAGAC CTGGATTYCT CTGCATACTT TTGCCATCAG CAAGCTGTGT
AGATCCCTIT TTTGTCTAAA TCTITCTGAG TCTTCTTGAA AACAATGCCA
GGATGATTGC CAAGCTCCCG TCCAGCTCTA ARACACTGCA ACGTATGCTT

CTGCACCAGC ACTGTCCATC CTGTAGATCA TGCAGAAATT CTCTTCAACT
CATAAAATAG GAGCATGCTT ACCTTTTTCC TAATGTTCCA GGCCCCGGGT
TAAGTAAGGA AGTTAATGTG TATCAGAGCC CATTATGGGC CAGAAGTTCT
CCTACACCTG CTTCCTCCCT CCCTCCCTCC CPCTTTCCCT TCCTTCCTTC
TGAAGAAGAC ATGATCACCC TCATTCTGAG AGTGAAGAGA CAGAGGCTCA
TGATTTGITC. AAGGTCACAC GGGTGGCACA AGGCAAGTGG CAGAGGTTIGA
ATTCCTGTCC AAATGCTGAG TTTATGTCAT CGTCCCGAGA CCATAACTTT
GATAGTGGGA AAAGAGTTGA TTTCAAAGCA CCTCTCAGAA GGACTCACTT
GTCAGCAGAC TCAGGCCAAA TCCGGTCCAT TCCCCGCTIT TGCAAAGAAA
AACACAGCTA GGCTTATTGA TTTATGGATT GCCAACGTCC TTITGTGAAA
AGCTGAGTAA TCGTGGCGCA CAAARCCTAR AATATTTACT ATCTCGTCCT
TTTGCCAATC TATGGTCCGG AGTCCAAGGC TGICCATTIT TCARAGAACA
TGAGACTGTC CCATGTGCAG GGAGCCCTAT CATTTTATTA TGARAAAACG
TCAAATCTGT TTTTTAAAAA GTCAACAAAC AGACTCTGGG TACCTGTCAG
GAGTTTGGTT TCCATTGTGC TCITCTTCCC AGGAACTCAA TGAAGGGGAA
TAATTTTGGG GABATTGCAC AGGGGAAAAR GGGGAGGGAA TCAGTTACAA
CGACACTTAG TGGGGTTGAA AGTGACAACA GCAAGGGTTT CTCTTTTTGG
AGGGTATTTC CGCTTCTCGC AGTGGGGCAG GGTGGCAGAC GCCTAGCTTG
TATTTCTTTA TAARACCACAA CTCTGGGCCC GCAATGGCAG TCCACTGCTT

Fig. 5(cont.)
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TTTTCCTACC
CTAGATATTG
CCTCTICCIT
CATCCATITG
ACTAATGARA
ATTTAGACCC
AAAGATGTAA
TACATCAGGG
GTTGTAGTGG
CAGACAGCTG
TTACAGAATG
CAAAGTGACA
GCCTTTCTGC
GAACAGTAGG
ATAGAAATCT
CACTCCATTG
ARATGCGAGG
GGTGAGTGAC
GCTGCAGTCA
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CARGEATGGAL NTCTGCAGAG GCCTCCGCAG TCACCTAATC ACTCTCCTCC TCTTCCTGTT
CCATTCAGAG ACGATCTGCC GACCCTCTGG GAGAARATCC AGCAAGATGC AAGCCTTCAG
GTAAGGCTAC CCCAAGGAGG AGAAGGTGAG GGTGGATCAG CTGGAGACTG GAAACATATC
ACAGCTGCCA GGGCTGCCAG GCCAGAGGGC CTGAGAACTG GGITTGGGCT
TCCATTATTC AAGAAAGAGG CTGTTACATG CATGGGCTIC AGGACTIGTG
TCCCAGATGT GGATAGTGCG ACCGGAGGGC TGTCTTACTT
AGTGAGTRAT AGATGCATGC CAAGGAGTGG GACTGCGATT
GACAGAGAAG CAGAGAGGGG CACCAGGGGC ACAGCCCGAA

AGGCCTGTCT GTGCTGACAT
CTGTGACATC TGTGACATGA
GAARATTARA TGCACAGATA
ACCATTATGA TTTGAAARTG
TGCTGATAGA AATGACAGGA
GAAATCATGT TGGGGTGACT
TGCAAGTCGG GCTCTGTGGG
GTCTGCTTCC CTAGGTTGCC
CTGGAGGCCC CAGCAGGTGA
ATAATCACAA ACAGGCCAAT
TCGTCGAGCA TGTGGGCTCT
ACAGGTGAAG AGGTGAGGCA
TCTCACAGCT TTGAGTCCTG
GGACCCAGAR TCAGGTCACT
CTGCTCCTGC AGGACTCTGA
CCCTTCTGGT CTCAGACTCA
TACCTAGGTG CTATGGTAGC
ATGAAAATAG AAGAARATTT
GTCAATAGCC ACATGTGGIT
TGCATCCCAG AAAGTTCTTT
GTGCCTTCCC TGGGAATCTC
ACTGCTCACC AGCTGTGAGG
CATCCATGCA TGCCGTGGGT
TTGACRAGTT CTGGGGGACA
TGCACTACAG CTGAGICCIT
ATCTGAGGAA CAACCAACTA
GTGAGTGGTT GCCAGGAAAG
GCAGCAGCAT GGCCTGCCTG
TTGTATTCAA GTTTGAAGCT
TGARGAGGGT GTGGAGAGGT
CCAGGGCCAC AGCTGGGAAG
AGTGCCTATT AAGGCTCCAT
TCCACCATGT ATAAGGTTGA
TGGTCCACAC ATTAACAGCT
TTTCCCTTCA GTGGGATGAT
CCTTCCAGGA TGTTTTCACT
CCACCTTCCC TATGCCCTGG
ACRATTCCTG TCCTGGTAGT
TTTGTTGCTA CATGAGAGCA
GGCTCCTGGT GGAGCCCCAC
CTATTGACCT GGAGCACAGG

GTCGGAGGGT
GAGTCACGAT
ATAGCGTAAC
GEATCGGCTT
CTGCTTGTGC
TCTCCCCCAC
TGTATGAGTG
TCTCCCTGCT
TGTTTATCCC
GCTGCCATAT
TCAGAGCACC
CAGGTCCCAG
CTCTCAACCA
GGCTGAGGTA
GCAGGTCACC
GAGCGAGTTA
CACTAGTCTC
RAAATCCAGA
AGTGGCCACC
TGGATGITGC
AGATGGGAAG
GTTGGACCTG
ATACTAARAT
CAGGAAGGTG
TTCCTTTTCA
GTTGCTGGAT
CCARTGTATC
CACARACCCT
GGGAGGGCCT
AGAGTCTAGG
GGCAAATACC
GTTCCTATGT
GCTATGICTC
GGATGACCTT
ATCAACTGGA
CCCCTGTTTG
TTCTGTCTCC
TCTCCTAATG

CCCACTCTCC
AACTCCTTGT
AGTATTCCGT

‘TGTGAGACCA

ATGCCCTCTG
TCTGACCTTT
ACAAGTCICT
CTGATCAGCT
TCCAGACTGA
GCRAAGCACT
TGATGAGGTG
GTCAGGCTGG
GAGAGGCCCT
GAGAGGAAGC
AGCTAATGGA
GCTGCAAGGT
AGGTGGCTAT
CCCTTGGTCA
CTATTGGGCA
TGCTCTACAG
CAAGTAAGGA

TCCCAGAGAC
CAGGCCTAGT
GGCCCAGACT
AGGGACCTTG
GTGCCTTACA
GCATTGTAAA
TCACTATTGT
CAGTGTGACA
ATGITTGTCT
CCCTTCCAGA
AGAAGCTCCA
GGCTAAATCT
TTGGTTITGCC
GGTACAGTTA
CCGGAGCTCT
TTACCAAGAA
CGGGTTGTTC
GGAAAGGCTC
GTTCCGTCTC
TTAAATTTAT
CACTATCCAC
GTGCAGCTAC
CATGCTTTGC
GGGGAGTCAA

CCTCTTAACC ATTGTCAGCC
ACTATACCCC TGGAAGAGCT
CCAAGCACAA GGCTGGGCAC
GAATCTGGGA TGTTAACCAG
ACTTGCAAGG ACCAAATGTC
TGGGCATCAC GTCACTTTGC
AGGTGCAATG TCCTAATCCT
GGCTACTGAA GGGCACATAT
TCAGAGGTCA GTGCCTATAG
AGAAGGCAAG GTTGACCATT
TGTTCAAACC CTAACTCAAT
TTATTCCTGG ACACCATACT
GAAGAAGCTT CACCCACTCT
CAACAGGATG TGCGATTCIT
TTGTTGTAGG ATGGTATTAC
TGTGCCTCGC TCTGAAAGTG
RACACACTGA AGCACGAGGA

GGAGAGGATG
TTTCAARATA
TCAGGARCCC
TGAATGTGCT
GATATGGGCA
GITTCCCCGT
GGGTTGTTGT
GAGCCTGAAA
AAAGATGTGA
TTCCAGCAGT
GGGCCGAGGC
TATGGGGACT
GGAGATCCTC
AGAAACTAGG
TGGCCACCCC
GCCACACTTC
GTTTATTACG
GAARGGATTG
CCAARGGGTAG
TAGGGAAAGA
TTGAAACTTC
ACTTAARTGA
ATTTAAAGAG
AGAACATTIT
TGAAACAGAA
ATGTGGGCTC
TCAGTCTTCT
GGATGCARAT
ATGGTGGCTG
AAGACCTTCT
AATTTAGAAG
CCGTCTGTCT
TGTTGGGTCT
GAGGGTAGCC
GCAAGTGGTC
CCCTTCCTCA
CCCAAATTAA
CAGCCATATC
GTTCCTCAGC
TTAGTTCCAG
CTCCACCTTC
GATGAGACCT
AGCTGAGATT

TGGAGGCCTC TTAGGGAGAG AGGAGGTTCA GAGACTCCTA
TCATGGCCTT GTTCATTITC CCTGCCCCTC AGCAACACTC
TATCCTGGGG AAAGTGAGGG AARATATGGAC ATCACATGGA

Fig. 5(cont.)
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GGLGATTCAG: GCCTCTAGGA
ATGGACATCA CATGGAACAA

CTGGGTAGTG TGCATCCTGG GGAAAGTGAG

CAGGAGACTC
ATATGGACAT
TGTGCTICET
CTGACCTCGR
TTCATTATTIC
AGATAGATGT
TGTGCCTGTC
GCTTTGGATC
TGATTCTGTG
GGGGTCACTT
GTCCCTCATC
GCTTCCTTAC
TGCAGGCGCT
CTAAGTCTAG
CACTGGGGGC
TTGCTCAAGG
GACCTTTCTC
CTGTGCTCCT
TGTCTCAGGG
TGTCCCATCC
GGGATGACTA
TGACAGAACA
CTTAGTGGTC
CCTCTTTCTC
CTTGTAATCC
ACCAGCCTAR
GTGTGGTGGT
GAACCCAGGA
GACAGAGCAA
AGTCCCACAG
TACTAACTCT
AGGACTTCCT
ACTGACCTGA
GGCCCCACCA
GAAGCTGACC
TTCTACTICC
CAAGGACTGC
GGACCAGCCA
TGCCTCCTCT
AATCAGAGCA
AACCCCGACC
ACCTTCCCAT
ACCCTGTTTT
AAATGAAAAT
TTTGCAGATT

AGGCCTCTAG GAGTAACTGG
CACATGGAAC AACATCCAGG
TTAATCTTCT ATTTACCTGC
GATTTTAGTT TTGIGGGGAC
CTGCTTCCTC TTCTATTAAC
GGTACCCATT GAGCCTCATG
CTGTGTCAAG TCTGGTGATG
TCAARTCACC CCAARACCCA
GGTTGACCAG GATTAGCTGG
TGGAAGCTGC ATTCAGCAGA

CTCCAGGCTC
AGCATGGCGG
TATTATGACT
CCCCCTGTGA
CACCACTGTA

GCCCCCCTAC

TTCCAATCCT
TTATCTCATG
GCTTGCTGGA
CTCACCAGGG
GGACATTGCA
CCAGCTCCAC
CRAGGCCAGA
TCTTTGCTGT
CAGCACTTTG
CCAACATTGG
GCATGCCTGT
GGTGGAGGTT
GACTCCGTCT
AATGGCAGAC
GGGCTGTCCA
AGGCCTCAGC
GCGAGAACAG
CCAGTTTTGA
AGCCCGTCAG
2GGAGGACGA
AGGGACTGCC
TTGAGGGGTE
TCAACTGACC
CAGCAGCCCC
ACCTGCCCAR
GCCCTGGATC
ACAAAARAGA
TAGGATTTCA
ATGTTCTTTC

AATGATGGTG AAAGTAAGTG
CARCTTGTAA AARTTARAAG

TCTTTCCATG
CTGACTTCCA
TCTGCITGCA
GAGGAGACTG
ACCATCTACC
CCACGCAGAC
TATTGACTCA
TAATGTTAAT
TGCAACCTTA
ACACTGTTCT
TGGRACACAC
AGGCCTTGGC
GTGGCAGATT
CCTAAGAAAC
AGAGGCCAAG
TGAAACCCTG
ARTCCCAGCT
GCAGTGAGCC
CGGGAARATT
AGGAGCACCT
GAGGCGATTIT
TCTCACCTGC
AARGCAGGAC
GTCTGCCGCC
CCTCACCAAT
GTAGTACTGC
AGTCCCCCTIG
GACCCTCAGA
AGCCTCCATG
TGCACAAAGC
CCTGCTCTCC
CATCAGGCCA
ARAGACCAGT
TGATTTTTIT
GGGGAGAGGC
GTAGCTTTTC
TTATGGTACT

GTAACTGGGT
CATCCAGGAG
GGAAATATGG
GTAGTGTGCA
AGACTCAGGC
AGACCAGGAA
CRGGGGAGAT
CTGACCCICC
CTCTGITCIT
AGACCAGACT
GTGGCTTGAA
GTAGTICTGT
GTGCCAGGCT
TGATCTCTCA
ARAGGGATTA
TCATCCTATT
CATAAGAGTG
ACAGGACCTG
CTGCTGTCTT
AATTGATTAG
GGGTTTCCCA
ACCTCAATGT
GGAGGGTGAC
CACCACCCCA
TTCTGCTGAT
TCCCAAAGTC
CTGGGCCAGG
GTGGGCAGAT
TCTCTATTAA
ACTCAGGAGG
GAGATTGIGC
BATTAATAMA
GGGGGCTITT
CATGGCGTGG
CCATCTTTIG
AAGCGCTTCG
TGCCCCGGTT
ATGCCTGACG
CCAGGCCTGC
CCCCAGGGCT
RGGCGTCACA
CTGCCTCCAG
CCTTCCATGT
TCTTGCCACT
CTTGATGACC
CCATGAGGGA
TTTTCAGTCC

AGTGTGCATC CTGGGGRAAG
ACTCAGGCCT CTAGGAGTAA
ACATCACATG GAACAACATC
TCCTGGGGAA AGTGAGGGAA
CTCTAGGAGT AACTGGGTAG
GATGAGACCT CTCTGCCCTT
AGARAAATAC CCGGGGTCTC
CCTCTGTTCT TCCCCAGAAA

GGGRATCCAT
CCAGCTGGAG
ACARACCARAR
TCCATGTGGT
TGCGCTGGGC
GTGTTTAAGA
TTCCAAMAAG
GGCCAARGCC
TGAACACCAG
AATCTCTGTG
CTAGCAAAGC
TTGGTGCTCC
GCCCTGGGAA
GAGTGGCCAT
TGCCTGITCT
TCTTCTCAGA
GGTGCCGTGT
AAGGTGTGAC
CCAGGCGCAG
CACGAGGTCA
ARRTAGARAR
CTGAGGCAGG
CACTGCACTC
TAAATAAACC
AGGGTATGGC
AGTGGAGAGG
ATTTCCAGGC
CCTTCATCCG
GGTTCCTICTG
AAGGCGTCAT
CTGITCCCAT
CCCGGCTATG
ACAACCTGGT
AATGGTCTTIT
CGCCTCTGCA
GCCTCTTCCT
CCCAACCAAG
GGTTTTTAAG
CCGTGAAGGA

GGAGGGAAGA
GTAAAAARCAT
TTTTTTCTTA
GGAACATGCT
ATCCAAGGTG
GTTAGTTGGA
AGCCTCAACA
AGTCACGTGG
GAGACACGGT
TGCTACTCCC
CCATCCTCAG
ACCCRGAGCC
AACATGGCTT
ACTGTGGCAC
GTGAGGAGTG
GCTCAAACCC
ATTTACCAGA
AGTGGGACAG
TGGCTCACGC
GGAGTTTGAG
CATTAGACAG
AGAATCGCIT
CAGCCTAGGC
TAGGTCCCAG
RTTTCCCCTG
GAGGCAGCAC
AGTTAACATC
CTCAGACAGT
CACAGCGATG
GGTCACCARA
TCTTGCATGG
GGGGCACTGA
CACAGGACTC
CTAATGIGTG
TTCAGGATCA
CCCTCATTCC
TGGCTCCCAC
GGTTTGTGGA
GAGCCCTTICA

TGAGGACTTA AAATATTCCT GCATTTGTGA
CCTTCTTTTT CITCITTITTT TGTGATGTCC

ATGTTAGCCC

CATAATTTIT TTTITCCITT

Fig. 5(cont.)
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5953°

6013
6073
6133
6193
6253
6313
6373
6433
6493
6553
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TAARKCACTT "CCATAATCTG GACTCCTCTG TCCAGGCACT GCTGCCCAGC CTCCAAGCTC
CATCTCCACT CCAGATTTIT TACAGCTGCC TGCAGTACTT TACCTCCTAT CAGAAGTTTC
TCAGCTCCCA AGGCTCTGAG CAAATGTGGC TCCTGGGGGT TCTTTCITCC TCTGCTGAAG
GAATAAATTG CTCCTTGACA TTGTAGAGCT TCTGGCACTT GGAGACTTGT ATGAAAGATG
GCTGTGCCTC TGCCTGTCTC CCCACCAGGC TGGGAGCTCT GCAGAGCAGG AAACATGACT
CGTATATGTC TCAGGTCCCT GCAGGGCCAR GCACCTAGCC TCGCTCTTGG CAGGTACTCA
GCGAATGAAT GCTGTATATG TTGGGTGCAA AGTTCCCTAC TTCCTGTGAC TTCAGCTCTG
TTTTACAATA AAATCTTGAR AATGCCTATA TTGTTGACTA TGTCCTTGGC CTTGACAGGC
TTTGGGTATA GAGTGCTGAG GAAACTGAAA GACCAATGTG TYTTYCTTAC CCCAGAGGCT
GGCGCCTGGC CTCTTCTCTG AGAGTTCTTT TCTTCCTTCA GCCTCACTCT CCCTGGATAA
CATGAGAGCA AATCTCICTG CGGGG

Fig. 5(cont.)
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Genotipos de construcciones de SNP de IL1B
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Construcciones de SNP para el promotor de IL1B (alelo 2 en 14y 15)
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Construcciones de SNP para el promotor de 1L-1B (alelo 2 en 14 y 15)
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Figura 12
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Figura 13
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B4C*1

B4T*2

LPS/PMA

Tiempo (horas)

0 4 6 24

0 4 6 24
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<—Complejo 2
<4—Complejo 3

Figura 14
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B14C*1

B14T*2

Figura 19

LPS/PMA
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Figura 21
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