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DESCRIPCION
Polipéptido vkorc1 de reciclaje de la vitamina k-epdxido, una diana terapéutica de la cumarina y sus derivados.

Campo de la Invencién

La invencién se refiere a métodos para la gamma-carboxilacién de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una
célula huésped que comprende la introduccion dentro de dicha célula huésped de un acido nucleico que codifica
VKORC1 de modo tal que el acido nucleico que codifica VKORC1 se exprese de forma recombinante en dicha célula.
Ademas, la presente invencion se refiere a las utilizaciones de un &cido nucleico de VKORC1 recombinante para la
gamma-carboxilacion de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped.

Antecedentes de la Invencién

La represion de la coagulacién sanguinea prematura es la opcion terapéutica seleccionada para el tratamiento agudo y
la prevencion a largo plazo de eventos trombéticos. De entre los anticoagulantes, las cumarinas se utilizan ampliamente
para la prevencion de la trombosis, por ejemplo en pacientes inmovilizados después de una cirugia, en pacientes con
insuficiencia cardiaca crénica, en pacientes con enfermedad vascular ateroesclerética, en pacientes con tumores
malignos y en mujeres embarazadas. Ademas, las cumarinas son los anticoagulantes orales mas utilizados para el
tratamiento y la profilaxis de la trombosis [Suttie, 1987]. Las cumarinas son derivados tipicos de 6-hidroxicumarina, por
ejemplo 3-(acetonilbencil)-4-hidroxicumarina (COUMADIN®).

Las cumarinas tienen como objetivo la cascada de coagulacion sanguinea indirectamente mediante la inhibicion del
ciclo de la vitamina K.

La vitamina K es un cofactor esencial para la activacion post-traducciéon por la gamma-carboxilaciéon de un grupo de
proteinas reguladoras, las proteinas Gla. En diversas vias metabdlicas, algunas proteinas clave necesitan una
carboxilacién para funcionar adecuadamente. La cascada de coagulacion sanguinea es el ejemplo mejor estudiado.
Aqui, los factores procoagulantes Il, VII, IX 'y X, asi como los factores anticoagulantes proteina C, proteina S, proteina Z,
dependen de la gamma-carboxilacion. Esta modificacion post-traduccion permite la fijacion de las proteinas modificadas
-en presencia de calcio- a las membranas fosfolipidicas bicapa, lo que representa una etapa esencial en la activacion de
la coagulacion sanguinea [Sperling y col., 1978]; [Esmon y col., 1975]. Otras proteinas que requieren de la gamma-
carboxilacion son la proteina de matriz gla y la osteocalcina, ambas reguladoras del metabolismo éseo [Price, 1988] y
"el gen especifico de la inhibicidn del crecimiento”, una proteina sefal de transduccion del ciclo celular [Manfioletti y col.,
1993]; [Stitt y col., 1995].

Durante la gamma-carboxilacion se introduce un grupo carboxilo en los residuos glutamato de las proteinas diana
mediante la enzima gamma-glutamil carboxilasa (GGCX) en los microsomas del higado [Furie & Furie, 1988]; [Suttie,
1987]. La reaccion requiere como cofactor cantidades estequiométricas de vitamina K1-hidroquinona reducida (vitamina
K1H2), que se oxida a vitamina K-2,3-epdxido [Cain y col., 1997]. La regeneracién del cofactor activo es mediada por un
complejo multiproteina denominado vitamina K-2,3-epoxido reductasa (VKOR) [Wallin & Martin, 1985]. El mismo
complejo es el objetivo de los venenos de tipo cumarina utilizados en el control plaguicida de roedores. Este "ciclo de la
vitamina K" se ha caracterizado bioquimicamente de forma detallada, pero los componentes moleculares no han sido
purificados todavia hasta homogeneidad [Guenthner y col., 1981]. Ademas, la naturaleza molecular de la actividad de la
cumarina y las moléculas que interactian con las cumarinas siguen siendo imprecisas.

En general se aprecia en la técnica que, a pesar de su gran eficacia, existen diversas limitaciones al uso de las
cumarinas. En primer lugar, algunos seres humanos son insensibles al tratamiento con cumarina. El término resistencia
a la warfarina (WR) se utiliza para individuos que mantienen actividades normales del factor de coagulacion a pesar de
la anticoagulacion oral con cumarinas (Acceso OMIM N° 122700). Se ha observado una transmisidon autosémica
dominante en varios linajes [O'Reilly y col., 1964]; [O'Reilly, 1970]. La deficiencia combinada de todos los factores de
coagulaciéon dependientes de la vitamina K (VKCFD) es un trastorno de sangrado muy raro en humanos con herencia
autosdmica recesiva, 14 casos descritos hasta la fecha [McMillan & Roberts, 1966]; [Fischer, 1966]; [Johnson y col.,
1980]; [Goldsmith y col., 1982]; [Vicente y col., 1984]; [Ekelund y col., 1986]; [Pauli y col., 1987]; [Leonard, 1988];
[Pechlaner y col., 1992]; [Boneh & Bar-Ziv, 1996]; [Brenner y col., 1998]; [Spronk y col., 2000]; [Oldenburg y col, 2000].
Los sintomas clinicos de la enfermedad incluyen episodios de hemorragias intracerebrales perinatales, a veces con
resultado fatal. Habitualmente, la tendencia al sangrado se invierte por completo mediante la administracion oral de
vitamina K. Los sintomas adicionales en recién nacidos se asemejan a la embriopatia por warfarina con hipoplasia
falangiana nasal y distal y calcificacion prematura de la epifisis [Pauli y col., 1987]. La enfermedad puede resultar de una
resorcion/transporte defectuoso de la vitamina K al higado [Prentice, 1985] o de mutaciones en uno de los genes
implicados en la gamma-carboxilacion. En el subtipo 1 (VKCFD1, OMIM # 277450), las mutaciones en el gen GGCX
sobre el cromosoma 2p12 resultan en una carboxilaciéon insuficiente de los factores de coagulaciéon [Brenner y col.,
1998]; [Spronk y col., 2000]. Se ha descrito una conexion de dos familias con la deficiencia multiple familiar del factor de
coagulaciéon (FMFD, ahora renombrado: VKCFD2, OMIM # 607473) a un intervalo de 20 Mb de la regién pericéntrica del
cromosoma 16p12-g21 [Fregin y col., 2002]. Los pacientes con VKCFD2 mostraron niveles en suero notablemente en
aumento de vitamina K-epodxido, sugiriendo asi un defecto en una de las subunidades del complejo VKOR. En su
conjunto, es evidente que existen pacientes que presentan resistencia a la warfarina. Como consecuencia, existe la
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necesidad de identificar nuevos derivados de cumarinas que sean anticoagulantes eficaces para tratar a estos
pacientes, asi como métodos para identificar estos derivados de la cumarina.

El uso de cumarinas se asocia con un riesgo de sangrado espontaneo, con un indice de mortalidad significativo.
Ademas, la prediccion de la dosis exacta de mantenimiento de la cumarina es dificil. En ausencia de la molécula diana
sobre la que la cumarina ejerce un efecto, el régimen de tratamiento debe establecerse en base a cada paciente.
Mientras el régimen 6ptimo no se ha establecido todavia, el paciente tiene un mayor riesgo de trombogénesis o de
sangrado. Por tanto, es necesario un método para determinar el régimen 6ptimo de tratamiento lo méas rapido y seguro
posible. Ademas, el establecimiento de un régimen de tratamiento 6ptimo se complica por el hecho de que existe un
retraso considerable entre la administracion de las cumarinas y el desencadenamiento de su actividad anticoagulante.
Dada la acciéon retardada de la cumarina y considerando el hecho de que la cumarina tiende a acumularse con el
tiempo, existe la necesidad de derivados de cumarina que permitan la coagulacién sanguinea de forma mas rapida que
las cumarinas conocidas en la técnica. De la misma manera, existe también la necesidad de cumarinas que se
metabolicen mas rapidamente, de forma que se pueda impedir o mejorar la acumulacion de cumarina vy,
consecuentemente, reducir o suprimir el riesgo de sobredosis.

Se entendera que cuando el tratamiento con cumarina se inicia durante un estado trombdtico, los niveles de proteina C
y S disminuyen, creando asi temporalmente un potencial trombogénico que normalmente es compensado
superponiendo la administracion de heparina y cumarina durante varios dias. De nuevo, se necesita identificar la diana
molecular de accién de la cumarina con el fin de poder buscar nuevos derivados de cumarina que no tengan estas
limitaciones o al menos las tengan en menor medida.

A veces, la terapia con cumarina provoca necrosis de la piel en los pacientes y, cuando se aplica durante el embarazo,
puede causar embriopatia, creando la necesidad de nuevos derivados de cumarina que no provoquen estos efectos.

Existen diversas interacciones entre los medicamentos y las cumarinas. Algunos de estos medicamentos, como el
Fenobarbital, inducen niveles plasmaticos mas bajos de las cumarinas debido a la mayor metabolizacion de la cumarina,
que se piensa se debe a las oxidasas de funciéon mixta, como las oxidasas de funcion mixta citocromo P450. Dicha
interaccion es de importancia clinica cuando se ha determinado el régimen apropiado, por ejemplo Fenobarbital y
cumarina, y mas tarde, al administrar solamente Fenobarbital, se suspende, conduciendo a un aumento del nivel
plasmatico de cumarina, lo que provoca una anticoagulaciéon excesiva. Otros medicamentos como la Amiodarona
provocan la metabolizacién retardada de la cumarina, conduciendo de nuevo a una anticoagulacion excesiva cuando se
administra conjuntamente con cumarinas. Debido a que no se conocen en la técnica las moléculas afectadas por las
cumarinas, existe la necesidad de desarrollar nuevas cumarinas y herramientas para identificar estas ultimas con el fin
de resolver estos problemas.

Finalmente, las cumarinas, en especial la warfarina, no soélo se utilizan en humanos, sino que, desde los afios 50, las
cumarinas se han empleado como ingrediente activo en composiciones rodenticidas. La base de la eficacia de la
warfarina como rodenticida se basa en el hecho de que es un anticoagulante eficaz en pequefias dosis multiples. Una o
dos dosis del compuesto son rara vez fatales si se toman a la concentracion recomendada; por tanto, el riesgo de
toxicidad aguda para el ser humano, animales domésticos y para la naturaleza se reduce en gran medida.
Habitualmente, los roedores empiezan a morir después de cuatro o cinco dosis diarias de material y la poblacién se
reduce mucho o se erradica en aproximadamente tres semanas. La muerte es causada por hemorragias, ocasionadas
por la accién de la warfarina en la reduccion del poder de coagulacion de la sangre. Estas hemorragias pueden ser
externas o internas y pueden empezar por una lesion muy leve o por un dafio capilar. Otra ventaja de las cumarinas es
que, como se necesitan multiples ingestiones para matar los roedores, no desarrollan rechazo al cebo. A principios de
1969, los roedores, en particular ratas y en menor medida ratones, empezaron a mostrar resistencia a los cebos de
warfarina. La suposicidon general era que dicha resistencia tenia una base genética. Por lo que se refiere al mecanismo,
el complejo VKORC1 mencionado anteriormente es el blanco de los derivados de la warfarina utilizada para el control
de plagas de roedores [Jackson y col, 1988]. La resistencia a los derivados de la cumarina ha surgido
espontdneamente en varias poblaciones de roedores salvajes, provocando que el uso de estos medicamentos sea
localmente ineficaz para el control de plagas. Se han mapeado los loci dominantes autosémicos para la resistencia a la
warfarina en el ratéon (War) al cromosoma 7 [Wallace y col, 1976] y en la rata (Rw) al brazo largo del cromosoma 1
[Greavses & Ayres, 1967]; [Kohn & Pelz, 1999]. Como el complejo VKOR es el blanco de los medicamentos con
cumarina, se piensa que la resistencia es mediada por alteraciones en uno de sus componentes proteicos [Jackson,
1988]. El desarrollo de la resistencia en los roedores ha creado la necesidad de identificacion del blanco de la accién de
las cumarinas, lo que facilitaria el desarrollo de nuevos derivados de cumarina para su uso en el control de plagas.

En un contexto relacionado, la WO 00/03015 A2 describe homdlogos de proteinas transportadoras humanas (HTPH),
polinucledtidos que identifican y codifican HTPH, vectores de expresion respectivos, células huésped, anticuerpos,
agonistas y antagonistas, asi como métodos para diagnosticar, tratar o prevenir trastornos asociados a la expresién de
HTPH. Ademas, Fregin, A. y col., (Fregin, A. y col., Homocygosity mapping of a second gene locus for hereditary
combined deficiency of vitamin K-dependent clotting factors to the centromeric region of chromosome 16, Blood 100(9),
Noviembre 2002) describen el vinculo de la deficiencia multiple hereditaria del factor de coagulacion (FMFD) a la region
centromérica del brazo corto del cromosoma 16.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2379764 T3

Ademas, un objeto de la presente invencion consiste en proporcionar métodos para la gamma-carboxilacion de un
polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped asi como las utilizaciones de un acido nucleico de
VKORC1 recombinante para la gamma-carboxilaciéon de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula
huésped.

Se afiadio a la reivindicacion 1 una limitacién no descrita (“y caracterizado porque dicho método no es un método para
el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia”), con el fin de no incluir cualquier materia no
patentable. De forma similar, se afiadié a la reivindicacion 6 una limitacién no descrita (“y caracterizado porque dicho
uso no es un uso para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o terapia”) con el fin de no incluir
cualquier materia no patentable.

Sumario de la Invencion

Para resolver los objetos mencionados anteriormente, se proporcionan las realizaciones tal como se caracterizan en las
reivindicaciones.

Breve descripcion de las figuras

La Fig. 1 muestra una comparacién del intervalo candidato de 3cM en el mapa genético que contiene el locus del gen
VKORC1 humano, de rata y de ratdon. Se muestra el ideograma del cromosoma 16 humano, la zona de homocigocidad
en las familias 1 y 2 se extiende de 16p11.2 a 16913, lo que corresponde aproximadamente a 25 Mb. En la parte
derecha de la figura, se muestran las partes homologas de los cromosomas de raton y rata. Se describen los genes
sintéticos de 16p11.2 y 16g12.1 con las contrapartes homologas en Mus musculus (MMU) y Rattus norvegicus (RNO).
Los loci para el fenotipo de resistencia a la warfarina en el ratén (War) y la rata (Rw) se mapean en regiones homaélogas
a 16p11.2. MMU: Mus musculus; RNO: Rattus norvegicus; PRKCB1; Prkcb; IL4R: receptor de interleucina-4 (humano);
Il4ra: receptor de interleucina-4 (murino); Il4r: receptor de interleucina-4 (rata); SPS2: selenofosfato sintetasa (humana);
Sps2: selenofosfato sintetasa (murina/rata); HUMMLC2B: cadena ligera 2 de miosina (humana); Mylpf: cadena ligera 2
de miosina (murina); Myl2: cadena ligera 2 de miosina (rata); SPN: sialoforina (humana); Spn: sialoforina (murina/rata).

La Fig. 2 muestra mutaciones de VKORC1 en el factor 2 humano de coagulacién dependiente de la vitamina K
(VKCFD2) y en pacientes con resistencia a la warfarina (WR). La parte superior de la figura muestra la segregacién de
la mutacion R98W en dos familias de VKCFD2 y los electroferogramas de un homocigoto mutante (izquierda) en
comparaciéon con un control (derecha). La parte inferior de la figura muestra las mutaciones heterocigotas de cuatro
pacientes con WR (85G>T, 134T>C, 172A>G, 383T>G) y una rata con RW (416A>G).

La Fig. 3 muestra la alineacion de secuencias de los polipéptidos de VKORC1 y Ila proteina 1 de tipo VKORC1
(VKORC1L1). La alineacién fue generada por CLUSTALW y PRETTYBOX. Los polipéptidos VKORC1 humanos
(hVKORC1), de raton (mVKORC1) y de rata (rVKORC1), asi como VKORC1L1, es decir VKORC1L1 humano
(hVKORC1L1), de raton (mVKORC1L1) y de Fugu rubripes (fVKORC1L1), comparten aproximadamente un 84% de
identidad de secuencia dentro de ambos grupos y aproximadamente un 50% de identidad entre ambos grupos de
proteinas. XVKORC1 describe la secuencia de polipéptidos de VKORC1 de Xenopus laevis, fYKORC1 la secuencia de
polipéptidos de VKORC1 de Fugu rubripes y aVKORCH1, la secuencia de polipéptidos de VKORC1 de Anopheles
gambiae. El analisis de arbol permite agrupar las proteinas de Fugu rubripes, Xenopus laevis y Anopheles gambiae en
el grupo apropiado. Se subrayan los emplazamientos de los dominios transmembrana previstos. Los residuos 29, 45, 58
y 128 mutados en pacientes con WR se conservan en todas las especies. La arginina en la posicion 98 mutada en los
pacientes con VKCFD2 se conserva en los humanos, ratas y ratones (signo +).

La Fig. 4 muestra un analisis Northern blot de VKORC1 en tejidos humanos fetales y adultos. La mancha superior
describe un Northern blot de tejido adulto, mientras que la mancha inferior describe un Northern blot de tejido fetal. Para
mas detalles, véase el Ejemplo 4. Las lineas con fragmentos de los tamarios 2,4; 4,4; 7,5 y 9,5 KB indican marcadores
de peso molecular y permiten la estimacion del tamaio de todas las bandas visibles.

La Fig. 5 muestra el emplazamiento subcelular de VKORC1. Para mas detalles, véase el Ejemplo 6. Con este fin,
células COS-7 transfectadas transitoriamente con los constructos de VKORC1 se tifieron con anti-calnexina (rojo;
columna de la izquierda) y anti-GFP o anti-myc, respectivamente (verde; columna del medio). Las figuras unidas de las
células con doble tincion se muestran en la columna de la derecha. Ambos constructos de VKORC1 (marcados con
GFP o myc) se localizan juntos en la tincidon con calnexina especifica de ER. El constructo de control (pEGFP-N1)
muestra un modelo de tincién difusa por todo el citoplasma.

La Fig. 6 muestra una lista de secuencias de ARNsi para VKORC1 de homo sapiens y cebadores que codifican estos
ARNSsi que se pueden utilizar para su expresion utilizando por ejemplo el Sistema de Interferencia por ARN de
siLentGene™ UG Cassette.

La Fig. 7 muestra los emplazamientos de ARNSsi diana en la secuencia de codificaciéon de la subunidad 1 del complejo
vitamina K-epoxido reductasa de homo sapiens (Hs_VKORC1), que se muestran en gris claro; las regiones que forman
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parte de dos ARNsi diana posibles se muestran en gris mas oscuro; y las regiones con dos o mas secuencias de ARNsi
posibles se muestran en un gris aun mas oscuro.

La Fig. 8 proporciona una lista de secuencias de cebadores PCR asi como las condiciones de PCR para la amplificacion
de VKORC1 de Homo sapiens y de VKORC1L1 de Homo sapiens.

La Fig. 9 proporciona una lista de las secuencias con sus respectivos SEQ ID NO.

La Fig. 10 muestra las actividades VKOR de células HEK293 transfectadas con ADNc de VKORC1. Los valores son
dados como porcentaje de vitamina K-epdxido convertido en vitamina K-quinona (producto/sustrato residual + producto).
Se define también la actividad VKORC1 de tipo salvaje que es sensible a la warfarina (un 4,3% de la actividad residual a
80 uM de warfarina comparada con la no inhibida). Las mutaciones de Y139C y V29L que conducen a la resistencia a la
warfarina muestran una actividad residual del 69% y del 11% a 80 yM de warfarina respectivamente). Se llevaron a
cabo todas las pruebas por duplicado. Las no transfectadas y mock-transfectadas mostraron actividades del 1,49% y del
0,96%, y fueron inhibidas en mas del 90% por 10 uM de warfarina. Para mas detalles véase el Ejemplo 7.

La Fig. 11 muestra la secuencia de aminoacidos del polipéptido de reciclaje de vitamina K-epdéxido de Homo sapiens
(HS_VKORCH1; SEQ ID NO:1).

La Fig. 12 muestra el acido nucleico que codifica la secuencia del polipéptido de reciclaje de vitamina K-epdxido de
Homo sapiens (HS_VKORC1; SEQ ID NO:2).

La Fig. 13 muestra el resultado de un experimento ARMS-PCR para determinar si una rata sometida a prueba es
resistente o no a la warfarina. Las ratas de tipo salvaje mostraron una banda a 123 pb (sonda # 3351, 3133, 3137, 3142,
4724, 4684, 3138, 3162), las ratas homocigotas para la mutacion (sonda # 4701) mostraron una banda a 101 pb vy,
finalmente, las ratas con la mutacion heterocigota (sonda # 3066, 3350, 3352, 3354, 3139, 3140, 4754, 3146, 3148,
3149) mostraron dos bandas, una banda a 101 y otra a 123 pb. Para mas detalles véase el Ejemplo 9.

Descripcion Detallada de la Invencion

La presente invencion se refiere a los usos de un polipéptido de VKORC1 o de un acido nucleico de VKORC1 para la
gamma-carboxilacion de polipéptidos dependientes de la vitamina K, asi como a los métodos respectivos.
Preferentemente, el polipéptido gamma-carboxilado dependiente de la vitamina K es un polipéptido seleccionado del
grupo consistente en factor de coagulacion I, VI, IX, X, proteina C, proteina S, proteina Z, proteina de matriz gla y
osteocalcina. En una realizacion preferente, VKORC1 se utiliza en combinaciéon con al menos un compuesto adicional,
preferentemente en un contexto celular, compuesto adicional que se selecciona del grupo consistente en vitamina K,
citocromo B5 y un acido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-carboxilasa, para la epoxideshidrolasa
microsomica, para la calumenina o para la glutation-S-transferasa.

Con el fin de satisfacer las necesidades de desarrollo de nuevos derivados de cumarina e identificar la diana de la
cumarina y sus derivados, se clon6 el polipéptido de reciclaje de vitamina K-epéxido (VKORC1). Este gen era
anteriormente desconocido, abarcando una region gendémica de 5.126 pb y comprendiendo tres exones que codifican
para una proteina de 163 aminoacidos. El analisis topoldgico sugiere una proteina altamente hidrofébica con al menos
dos dominios transmembrana. Esto es compatible con el emplazamiento conocido de la actividad del complejo VKORC1
en las membranas del RE y con datos de inmunofluorescencia en células COS-7 transfectadas con constructos de
VKORC1 (Fig. 5).

Sorprendentemente, el gen VKORC1 se identificé en un estudio de mutantes en pacientes resistentes a la warfarina
(para mas detalles, véanse los Ejemplos 1 y 2). Se ha identificado sorprendentemente un gen, VKORC1, que muta en
pacientes con una deficiencia combinada de todos los factores de coagulacién dependientes de la vitamina K (VKCFD2)
y con resistencia a la warfarina (WR), respectivamente, lo que demuestra que el polipéptido VKORC1 contiene un sitio
de union para la warfarina y es una diana de la cumarina y sus derivados. La evidencia de que las mutaciones son
causantes de los dos fenotipos es la siguiente:

i) una mutacion R98W se segrega con la enfermedad en dos familias no relacionadas con VKCFD2;

i) esta arginina en la posicién 98 se conserva en los genes humanos y en los genes homologos de ratén y rata,
respectivamente;

iii) tres hermanos resistentes a la warfarina comparten una sustitucion R58G;

iv) este aminoacido y los demas residuos encontrados mutados en dos pacientes WR mas no relacionados (V29L
y L128R) se conservan en todas las especies analizadas excepto para tres genes bacterianos (véase la Fig. 3);

y

v) ninguna de las 5 supuestas mutaciones se encontré en 192 muestras de ADN de control.
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Ademas, las busquedas de homologia en las bases de datos gendmicas y de proteinas no han revelado similitudes de
VKORC1 con ninguna proteina o dominio peptidico de la funcion comentada. Sin embargo, se encuentran genes
homdlogos en los vertebrados (rata, ratéon, Xenopus, Fugu), insectos (Anopheles) y bacterias (Fig. 3).
Sorprendentemente, los tres mamiferos y el Fugu tienen cada uno un segundo gen de tipo VKORC1 de similitud
moderada con el gen afin. Cierto nimero de posiciones de aminoacidos dentro de estos genes se conservan en toda la
evolucion. Esto esta de acuerdo con el hecho bien establecido de que la gamma-carboxilacién, y por tanto el uso de
vitamina K como cofactor de este proceso, es una vieja modificacién post-traduccién de la proteina evolutiva
[Bandyopadhyay y col., 2002].

Una sustitucion de valina 29, arginina 58, leucina 128, aunque dispersa sobre la totalidad del polipéptido VKORC1, hace
que la inhibicién de la actividad de VKORC1 por la warfarina sea obviamente ineficaz. Se especula sobre la posibilidad
de que estos aminoacidos cooperen funcionalmente en la estructura terciaria de la proteina 1 de VKORC1. Tomando
conjuntamente los datos sobre la mutacién en pacientes con dos fenotipos diferentes, VKORC1 se ofrece como proteina
diana tanto para la unién de la vitamina K como de la warfarina.

El polipéptido de reciclaje de vitamina K-epdxido (VKORC1) utilizado con relacién a la presente invencion, comprende,
preferentemente consiste en, una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo consistente en:

a) una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo consistente en una secuencia de acuerdo con las
SEQID NO: 1, 12,17, 21, 25y 27;

b) una secuencia polipeptidica de un alelo de la secuencia polipeptidica definida en (a);

c) una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 80% de homologia con la secuencia polipeptidica definida
en (a) o (b), secuencia polipeptidica que tiene la actividad de VKORCH1; y

d) una secuencia polipeptidica de un fragmento de la secuencia polipeptidica definida en (a), (b), o (c) que tiene la
actividad de VKORCH1.

Preferentemente, el polipéptido VKORC1 es una diana para la cumarina y sus derivados en mamiferos.

Dentro del significado de la invencion, el término "polipéptido de VKORC1" se refiere a la secuencia de longitud total del
polipéptido de VKORC1 tal como se define en el parrafo anterior. El término “polipéptido de VKORC1” abarca también
los polipéptidos aislados de VKORC1 y los polipéptidos de VKORC1 que se preparan por medio de métodos
recombinantes, por ejemplo mediante aislamiento y purificacion a partir de una muestra de una célula huésped que
expresa el polipéptido VKORC1, mediante estudio de librerias y mediante sintesis de proteinas, siendo conocidos todos
estos métodos por los especialistas en la técnica. Preferentemente, se puede sintetizar la totalidad del polipéptido
VKORC1 o partes del mismo, por ejemplo, con la ayuda de sintesis convencionales, tal como la técnica de Merrifield. De
forma especialmente preferente, el término "polipéptido VKORC1" engloba también los polipéptidos que tienen una
homologia de secuencia del 80% aproximadamente, en especial del 90% aproximadamente, en particular del 95%
aproximadamente, con especial preferencia del 98% aproximadamente, con el polipéptido VKORC1 de acuerdo con una
de las SEQ ID NO: 1, 12, 17, 21, 25 y 27, siempre que dicho polipéptido VKORC1 tenga la actividad de VKORC1.
Ademas, preferentemente el término "polipéptido VKORC1" engloba también polipéptidos homaélogos que proceden de
organismos distintos de los humanos, preferentemente de mamiferos no-humanos tales como roedores, por ejemplo
ratones, ratas, o monos y cerdos y otros vertebrados e invertebrados, tales como aquellas secuencias de aminoacidos
de acuerdo con las SEQ ID NO:12, 17, 21, 25, 27, siempre que dicho polipéptido VKORC1 tenga la actividad de
VKORC1. Es especialmente preferente que el término "polipéptido VKORC1" incluya también los polipéptidos de
VKORC1 que estan codificados por distintos alelos del gen, en diferentes individuos, en distintos érganos de un
organismo o en distintas fases del desarrollo, siempre que dicho polipéptido VKORC1 tenga la actividad de VKORCA1.
Se pretende ademas que el término "polipéptido VKORC1" englobe preferentemente también mutaciones naturales o
sintéticas que no ejercen ningun efecto o sélo efectos insignificantes sobre la actividad del polipéptido VKORC1. Otros
polipéptidos englobados preferentemente por el término "polipéptido VKORC1" incluyen polipéptidos VKORC1 que
pueden surgir de empalmes diferenciales de la transcripciéon de VKORC1, siempre que dicho polipéptido VKORC1 tenga
la actividad de VKORCH1.

El término "fragmento de la secuencia polipeptidica" pretende englobar secuencias parciales de los polipéptidos
VKORC1, fragmentos que comprenden, que consisten preferentemente en, al menos alrededor del 60%,
preferentemente al menos alrededor del 70%, con més preferencia al menos alrededor del 80%, en particular al menos
alrededor del 90%, especialmente al menos alrededor del 95% de la secuencia de longitud total del polipéptido
VKORC1. En particular, preferentemente el fragmento consiste en una Unica secuencia contigua del polipéptido
VKORCH1, pero puede contener también al menos dos, al menos tres o al menos aproximadamente cinco distintas
porciones de secuencias de un polipéptido VKORC1 que pueden tener o no una secuencia heteréloga intercalada o no
contener ninguna secuencia polipeptidica extra.

El término "homologia de secuencia” se entiende como el grado de identidad (% de identidad) de dos secuencias que,
en el caso de los polipéptidos, puede ser determinada por medio de, por ejemplo, BlastP 2.0.1. y en el caso de acidos
nucleicos por medio de, por ejemplo, BLASTN 2.014, en el que se activa el filtro y BLOSUM es 62 (Altschul y col., 1997).
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"Actividad de VKORC1" tal como se utiliza aqui pretende significar la actividad biologica del polipéptido VKORC1 de
SEQ ID NO: 1. De forma especialmente preferente, se define "actividad de VKORC1" como la actividad del polipéptido
VKORC1 para convertir enzimaticamente (o soportar la conversion enzimatica) de vitamina K-2,3-epéxido en vitamina
K-quinona y/o la conversion de vitamina K-quinona en vitamina K-hidroquinona. Se puede determinar la actividad de
VKORC1 por medio de un ensayo basado en los experimentos descritos detalladamente en el Ejemplo 7 y en la Figura
10. Por medio de este ensayo, el porcentaje medido de vitamina K-epdxido convertido en vitamina K-quinona
(producto/sustrato + producto) en células que expresan determinado polipéptido de VKORC1, o una molécula de acido
nucleico que codifica para dicho polipéptido VKORC1, que eleva la actividad basal de VKOR de las células HEK293
desde aproximadamente un 1% (1,49 y 0,96% respectivamente para células HEK293 no transfectadas y mock-
transfectadas) hasta aproximadamente un 15% o mas, preferentemente hasta aproximadamente un 18% o mas, en
particular hasta aproximadamente un 20% o mas, especialmente hasta aproximadamente un 25% o mas, se considera
actividad de VKORC1 dentro del significado de la invencion.

Los polipéptidos de VKORC1 tal como se han definido anteriormente se pueden producir por el método descrito mas
detalladamente a continuacién. Entre otras cosas, los polipéptidos VKORC1 son Utiles para identificar derivados de la
cumarina que evitan los problemas descritos anteriormente. En particular, son Uutiles para identificar derivados de
cumarina que inhiben eficazmente la actividad de VKORC1 y que, en ensayos independientes, se someten a prueba (1)
en cuanto a su vida media metabdlica, con el fin de identificar derivados de la cumarina que se metabolizan mas
rapidamente que las cumarinas conocidas en la técnica, (2) en cuanto a su capacidad para provocar la necrosis de la
piel, para identificar derivados de cumarina que no provoquen necrosis de la piel o en menor medida que las cumarinas
conocidas en la técnica, (3) en cuanto a las interacciones entre el derivado de cumarina y el medicamento, con el fin de
identificar derivados de cumarina con menos efectos secundarios que las cumarinas conocidas en la técnica. Ademas,
los polipéptidos VKORC1 de tasl como se han definido anteriormente son utiles para identificar una secuencia de
VKORC1 que interactia con la cumarina y sus derivados, y para tratar a pacientes con actividad reducida o aumentada
de VKORC1 con respecto a los niveles control.

Un acido nucleico de VKORC1 comprende, preferentemente consiste esencialmente en, una secuencia de acido
nucleico seleccionada de entre el grupo consistente en:

a) una secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido VKORC1 de acuerdo con la invencion;

b) una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre el grupo consistente en una secuencia de acuerdo con
las SEQ ID NO: 2, 13, 18, 22, 26 y 28;

c) una secuencia de acido nucleico que se hibridiza en condiciones astringentes a la secuencia de acido nucleico
definida en (a) o (b), secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido con actividad de VKORC1;

d) una secuencia de acido nucleico que, salvo por la degeneracién del codigo genético, se hibridizaria,
preferentemente en condiciones astringentes, al acido nucleico definido en (a), (b) o (c) y secuencia de acido
nucleico que codifica para un polipéptido con actividad de VKORC1; y

e) un fragmento de la secuencia de acido nucleico definida en (a), (b), (c) o (d), fragmento que codifica para un
polipéptido con actividad de VKORCH1.

Preferentemente, el acido nucleico de VKORC1 es una diana para la cumarina y sus derivados en mamiferos.

El término "acido nucleico de VKORC1" se refiere a ARN o ADN, que puede ser una molécula de una sola hebra o
preferentemente de doble hebra. La secuencia de acido nucleico de VKORC1 puede comprender ademas al menos un
intron y/o una secuencia poliA. El término "acido nucleico de VKORC1" puede englobar asimismo una etapa precursora,
por ejemplo un propolipéptido o prepropolipéptido del mismo. Se entiende también que pueden estar presentes
secuencias no traducidas en el extremo 5' y/o 3' del acido nucleico sin que se altere significativamente la actividad del
polipéptido codificado. Sin embargo, es particularmente preferente la regiéon de ADN que codifica el polipéptido de
VKORCH1. En eucariotas, esta region empieza por el primer codén de inicio (ATG) que esta localizado en una secuencia
Kozak (Kozak, 1987) y se extiende hasta el siguiente codén de parada (TAG, TGA o TAA) que esta localizado en el
mismo marco de lectura que el ATG. En el caso de procariotas, esta regién empieza por el primer AUG (o GUG)
después de una secuencia Shine-Dalgamo y termina por el siguiente codén de parada (TAG, TGA o TAA) que esta
localizado en el mismo marco de lectura que el ATG. Ademas, el término "acido nucleico de VKORC1" puede englobar
asimismo secuencias que muestran al menos aproximadamente un 70%, en particular al menos aproximadamente un
80%, especialmente al menos aproximadamente un 90%, de homologia de secuencia con la secuencia segun las SEQ
ID NO: 2, 13, 18, 22, 26 y 28, preferentemente con la secuencia segun la SEQ ID NO: 2, siempre que el polipéptido de
VKORC1 codificado por dicho acido nucleico tenga actividad de VKORC1. Preferentemente, el acido nucleico
comprende un acido nucleico que tiene una secuencia complementaria y/o antisentido a un acido nucleico de VKORC1
tal como se define en el parrafo anterior. El acido nucleico de VKORC1 puede comprender asimismo una variante
mutante no funcional del acido nucleico de VKORC1 como se ha definido anteriormente, tal como una variante que
contiene un polimorfismo de nucledtido unico (SNP) como las secuencias de acido nucleico segun las SEQ ID NO: 8 y
9, siempre que el polipéptido VKORC1 codificado por dicho acido nucleico tenga la actividad de VKORCA1.
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El término "condiciones astringentes de hibridacién" se debe entender, en particular, como aquellas condiciones en las
que tiene lugar una hibridacién, por ejemplo, a 60°C en un tampdn 2,5 x SSC seguido de varias etapas de lavado a 37°C
en una concentracién mas baja de tampoén y que permanece estable.

Se entiende que el término "fragmento de la secuencia de acido nucleico que codifica para un polipéptido que tiene la
actividad de VKORC1" engloba fragmentos de la secuencia de acido nucleico que comprenden, que consisten
preferentemente en, al menos alrededor del 60%, preferentemente al menos alrededor del 70%, con mas preferencia al
menos alrededor del 80%, particularmente al menos alrededor del 90%, especialmente al menos alrededor del 95% de
la secuencia de longitud total que codifica para el polipéptido VKORC1 definido anteriormente, preferentemente
codificando para el polipéptido segun la SEQ ID NO:1, siempre que el polipéptido codificado por dicho fragmento tenga
la actividad de VKORC1. En particular, preferentemente el fragmento consiste en una sola secuencia contigua que
codifica para el polipéptido VKORCA1, pero puede contener también al menos dos, al menos tres o al menos alrededor
de cinco porciones de secuencia diferentes, que pueden contener una secuencia heterdloga intercalada o no contener
ninguna secuencia extra de acido nucleico, siempre que todas las porciones de la secuencia estén dispuestas en el
mismo marco de lectura. Es esencial para la definicién de estos fragmentos que muestren la actividad de VKORCA1.

Los acidos nucleicos de VKORC1 se pueden producir por medio de métodos generalmente conocidos por el especialista
en la técnica. Los acidos nucleicos se pueden preparar de forma sintética. Asi, los acidos nucleicos de VKORC1 se
pueden sintetizar por ejemplo quimicamente, por ejemplo de acuerdo con el método del fosfotriéster, con ayuda de las
secuencias de ADN tal como se ha definido anteriormente y/o con la ayuda de las secuencias de polipéptidos que se
definen del mismo modo anteriormente, tal como la SEQ ID NO:1 y haciendo referencia al cédigo genético (véase, por
ejemplo, Uhimann & Peyman, 1990). Preferentemente, los acidos nucleicos de VKORC1 se producen por métodos de la
tecnologia genética recombinante bien conocidos por el especialista en la técnica.

Entre otras cosas, los acidos nucleicos de VKORC1 son utiles (1) para identificar derivados de cumarina que eviten los
problemas descritos anteriormente, (2) para producir cebadores para PCR, sondas de ADN y ARN, ARNsi o ARNsh, y
para el polipéptido de VKORCH1, (3) para tratar a pacientes con actividad reducida o incrementada de VKORC1 con
respecto a los valores de control, y (4) para identificar aquellos derivados de cumarina que se pueden emplear para el
control de plagas de roedores, todos ellos descritos detalladamente mas abajo.

Un método para producir un polipéptido VKORC1, preferentemente un polipéptido de acuerdo con las SEQ ID. NO. 1,
12, 17, 21, 25 y 27 comprende las etapas de:

I proporcionar una célula huésped que ha sido introducida en el acido nucleico de VKORC1, preferentemente un
acido nucleico de acuerdo con las SEQ ID NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28, o un vector que contiene el acido
nucleico de VKORC1;

Il. expresar el polipéptido VKORC1 en la célula huésped; y
Il aislar el polipéptido VKORC1 de la célula huésped.

La célula huésped puede ser cualquier célula huésped tal como se define a continuacion. Los métodos para seleccionar
y cultivar células huésped y para que las células huésped puedan expresar un polipéptido son generalmente conocidos
del especialista en la técnica. Lo mismo es aplicable con respecto a los métodos para aislar el polipéptido expresado de
la célula huésped; con este fin, se puede utilizar un anticuerpo para la precipitacién por inmunoafinidad. Como
alternativa, el vector puede contener una etiqueta (poli)peptidica que permita la precipitacion por inmunoafinidad con
anticuerpos especificos de etiquetado de acuerdo con los protocolos estdndar conocidos del especialista (véase
también mas abajo).

Una proteina de fusion comprende, preferentemente consiste esencialmente en:

a) el polipéptido VKORC1 tal como se ha definido anteriormente, preferentemente de acuerdo con la SEQ ID NO.
1, 12, 17, 21, 25, 27 o un polipéptido codificado por el acido nucleico de VKORC1, preferentemente un acido
nucleico de acuerdo con las SEQ ID NO. 2, 13, 18, 22, 26, 28 y

b) una parte heterdloga.

Esto implica proteinas de fusién que contienen el polipéptido VKORC1 descrito anteriormente, con las proteinas de
fusion mismas que son ya activas o sélo se convierten en activas después de haber eliminado la parte heteréloga. Con
este fin, la parte heter6loga puede comprender ademas un péptido clivable por una proteasa. La parte heteréloga puede
ser un compuesto proteinaceo, un péptido o un compuesto diferente. Estas proteinas de fusién incluyen en particular,
proteinas de fusion con un contenido de aproximadamente 1-300, preferentemente alrededor de 1-200, particularmente
alrededor de 1-150, muy en particular alrededor de 1-100, especialmente alrededor de 1-50 de aminoacidos extrafios
que constituyen la parte heterdloga. La parte heteréloga puede estar localizada de forma N-terminal, C-terminal y/o
interna con relacion al polipéptido VKORC1. Los ejemplos de estas secuencias peptidicas son secuencias de péptidos
procariotas que pueden proceder, por ejemplo, de E. coli galactosidasa.
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Otros ejemplos preferentes de secuencias peptidicas para las proteinas de fusion son los péptidos que facilitan la
deteccién de la proteina de fusion; los ejemplos de los mismos son la proteina verde fluorescente o las variantes
funcionales de la misma. También es posible afiadir al menos otra "etiqueta polipeptidica”, por ejemplo con el propésito
de purificar los polipéptidos de VKORC1 anteriormente descritos. Por ejemplo, las etiquetas proteicas adecuadas
permiten que las proteinas de fusion que deben ser purificadas sean absorbidas con gran afinidad en una matriz. Esto
es seguido después, por ejemplo, de lavados astringentes con tampones adecuados, sin eluir las proteinas de fusion
hasta un punto significativo, y, posteriormente, la eluciéon especifica de las proteinas de fusion. Ejemplos de etiquetas
proteicas conocidas por los especialistas en la técnica son la etiqueta (His)6, etiqueta Myc, etiqueta FLAG, etiqueta
hemaglutinina, etiqueta glutatidon transferasa (GST), teniendo la inteina una etiqueta de unién a quitina de afinidad y una
etiqueta proteica de uniéon a maltosa (MBP). Estas etiquetas proteicas se pueden localizar de forma N-terminal, C-
terminal y/o interna con respecto al polipéptido de VKORCH1. Las proteinas de fusién son utiles, por ejemplo, para la
produccion de VKORC1 y su aislamiento posterior. Ademas, las proteinas de fusidon se pueden emplear para detectar la
localizacion del producto de expresién en la célula o el organismo.

Se describe un vector que comprende un acido nucleico de VKORC1 tal como se ha definido anteriormente,
preferentemente el acido nucleico de VKORC1 de acuerdo con la SEQ ID NO. 2. Preferentemente, el vector es un
vector de expresion. Con el fin de que se puedan utilizar los acidos nucleicos de VKORC1 de acuerdo con la presente
invencion, éstos se pueden introducir en una célula eucariota o procariota por medio de transfeccién, transformacion o
infeccion, permitiendo asi la expresion del polipéptido. El acido nucleico de VKORC1 puede estar presente como
plasmido o como parte de un vector viral o no viral. Vectores virales particularmente adecuados a este respecto son:
baculovirus, virus vaccinia, adenovirus, adenovirus asociados y virus del herpes. Vectores no virales particularmente
adecuados son, por ejemplo, virosomas, liposomas, lipidos catidnicos y ADN conjugado a polilisina. Los vectores
pueden ser vectores de expresién procariotas o eucariotas. Ejemplos de vectores de expresion procariotas son los
vectores pGEM o derivados de pUC, que se utilizan para la expresion en E. coli, y ejemplos de vectores de expresién
eucariotas son los vectores p426Met25 o p426GAL1 (Mumberg y col., 1994), que se utilizan para la expresion en
Saccharomyces cerevisiae, vectores de Baculovirus tales como los descritos en EP 0 127 839 B1 o EP 0 549 721 B1,
que se utilizan para la expresion en células de insectos, asi como los vectores Rc/CMV y Rc/RSV, o los vectores SV40,
que se utilizan para la expresion en células de mamiferos, estando disponibles generalmente todos estos vectores. En
general, los vectores de expresion contienen asimismo promotores que son apropiados para la célula respectiva, tal
como el promotor trp para la expresion en E. coli (véase por ejemplo EP-0 154 133 B1), el promotor Met 25, GAL 1 o
ADH2 para la expresion en levaduras (Russel y col., 1983; Mumberg, véase mas arriba) y el promotor de polihedrina del
baculovirus para la expresion en células de insectos (véase por ejemplo EP 0 127 839 B1).

Los promotores que permiten la expresion constitutiva, regulable, especifica de tejidos, especifica del tipo de células,
especifica del ciclo celular o especifica del metabolismo en células eucariotas son adecuados, por ejemplo, para la
expresion en células de mamiferos. Los elementos regulables de acuerdo con la presente invencion son promotores,
secuencias activadoras, potenciadores, silenciadores y/o secuencias represoras. Ejemplos de elementos regulables
preferentes que permiten la expresion constitutiva en eucariotas son promotores que son reconocidos por la ARN
polimerasa Ill o promotores virales, potenciador de CMV, promotor de CMV, promotor de SV40 o promotores de LTR,
por ejemplo derivados de MMTV (virus de tumor mamario del ratén; Lee y col., 1981) y otros promotores virales y
secuencias activadoras que derivan, por ejemplo, de HBV, HCV, HSV, HPV, EBV, HTLV o VIH. Ejemplos de elementos
regulables que permiten la expresion inducible en eucariotas son el operador de la tetraciclina en combinacién con un
represor apropiado (Gossen y col., 1994). La expresion de los acidos nucleicos de VKORC1 tiene lugar preferentemente
bajo el control de promotores especificos de tejidos. Los vectores de expresion se pueden utilizar para preparar
polipéptidos VKORC1, sondas de ADN o ARN, o ARNsi o ARNsh.

En otro aspecto de la presente solicitud, el vector es un constructo genético de noqueo. La construccion de estos
constructos y los métodos para obtener animales noqueados son conocidos por el especialista en la técnica, por
ejemplo, a partir de las patentes de Estados Unidos 5.625.122; US 5.698.765; US 5.583.278 y US 5.750.825. Dichos
vectores son por ejemplo Utiles para generar células noqueadas y animales que a su vez pueden ser utilizados para
identificar trastornos y enfermedades asociadas con la actividad alterada de VKORC1.

"Actividad alterada de VKORC1" tal como se utiliza aqui se refiere a un nivel de actividad y/o expresién de la proteina de
VKORC1 que es inferior al nivel de actividad y/o expresion del control (tal como se ha definido anteriormente)
determinado en un sujeto sano; los niveles de actividad respectivos se pueden determinar también en base al ensayo
que se describe en el Ejemplo 7.

Una célula huésped, preferentemente una célula madre embrionaria no humana, contiene uno de los vectores
mencionados anteriormente, preferentemente un vector de expresién o un constructo genético noqueado. La célula
huésped puede ser cualquier célula adecuada para la expresion de polipéptidos de VKORC1 y/o acidos nucleicos de
VKORCH1, preferentemente una célula HEK293-EBNA. Las células pueden ser células procariotas o eucariotas, células
heterdlogas o autélogas. Ejemplos de células procariotas son E. coli y ejemplos de células eucariotas incluyen células
primarias de hepatocitos, células de levadura, por ejemplo Saccharomyces cerevisiae o células de insectos.
Preferentemente, la célula huésped es una linea celular, por ejemplo, una célula COS tal como células COS-7 o lineas
celulares de hepatocitos, tal como células HepG2. Ademas, la célula huésped es preferentemente una célula madre
embrionaria no humana. Los métodos para seleccionar y cultivar células huésped y para que las células huésped
expresen un polipéptido son generalmente conocidos por el especialista en la técnica. Los procesos para la
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transformacion de células y/o células madre del mismo modo son conocidos por el especialista en la técnica e incluyen,
por ejemplo, electroporacién o microinyeccion. Las células huésped se pueden emplear, por ejemplo, en métodos de
identificacion de derivados de cumarina, para producir polipéptidos de VKORC1 y acidos nucleicos de VKORC1, ARNsi
y ARNsh, y para estudiar nuevos medicamentos, tales como derivados de cumarina que tienen la actividad y/o
expresion de VKORCH1.

En otro aspecto, la presente solicitud se refiere a la provision de un mamifero transgénico no humano que contiene una
célula huésped tal como se ha definido anteriormente, preferentemente una célula madre embrionaria no humana tal
como se ha definido anteriormente. Generalmente, los animales transgénicos muestran una expresion tisular
incrementada especifica de los polipéptidos VKORC1 y/o de los acidos nucleicos de VKORC1 y se pueden utilizar para
el analisis de trastornos de la coagulacion y la resistencia a warfarina, asi como para el desarrollo y la evaluacion de
estrategias terapéuticas en dichos trastornos. Los animales transgénicos se pueden emplear ademas en la produccion
de polipéptidos VKORCH1. El polipéptido producido por el animal puede ser enriquecido por ejemplo en un fluido corporal
del animal.

Otro mamifero transgénico no humano que es transgénico para un polipéptido VKORC1 contiene al menos una
anomalia de secuencia que ejerce un efecto sobre la actividad del polipéptido VKORC1 tal como se define
detalladamente mas abajo. El animal es preferentemente transgénico para el polipéptido VKORC1 de acuerdo con las
SEQ ID NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27, y preferentemente la anomalia de la secuencia se selecciona del grupo compuesto
de V29L, V45A, R58G, R98W, L128R e Y139C. Estos animales transgénicos son utiles por ejemplo (1) para someter a
prueba los derivados de la cumarina buscando la resistencia a la warfarina; (2) para identificar nuevos derivados de la
cumarina que sean anticoagulantes eficaces en organismos que son resistentes o menos sensibles al tratamiento
anticoagulante con las cumarinas conocidas en la técnica, tal como los pacientes con resistencia a la warfarina; y (3)
como fuente de células que expresan el polipéptido VKORC1 y/o los acidos nucleicos de VKORC1. Ademas, se pueden
utilizar estos animales para identificar nuevos derivados de la cumarina.

Los métodos para la preparacion de animales transgénicos, en particular de ratones transgénicos, son también
conocidos por el especialista en la técnica a partir de DE 196 25 049 y US 4.736.866; US 5.625.122; US 5.698.765; US
5.583.278 y US 5.750.825 e incluyen animales transgénicos que se pueden producir, por ejemplo, por inyeccion directa
de los vectores de expresion de acuerdo con la presente solicitud en embriones o espermatocitos o por inyeccion de los
vectores de expresion en el pronucleo del huevo fertilizado o por medio de la transfeccion de los vectores de expresion
en células madre embrionarias o por transferencia nuclear en células receptoras apropiadas (Polites & Pinkert, 1994;
Doetschman, in Pinkert, 1994, supra; Wood in Pinkert, 1994, supra; Monastersky in Pinkert, 1994, supra).

Dentro del significado del término "deficiencia asociada a VKORC1" se pretende englobar un trastorno o enfermedad
que se asocia con la resistencia a la warfarina, es decir que el paciente muestra una susceptibilidad reducida o anulada
al tratamiento con cumarina o sus derivados; preferentemente, la resistencia a la warfarina resulta de una anomalia de
secuencia en el polipéptido VKORC1. Ademas, el término engloba preferentemente también trastornos o enfermedades
asociadas con un nivel de actividad y/o expresion de VKORC1 que difiere significativamente de la condicién en
pacientes sanos, preferentemente la expresion del polipéptido VKORC1 y/o su actividad se reduce significativamente o
anula, lo que se puede determinar por ejemplo mediante medida del tiempo de la protrombina, por ejemplo por el
protocolo del coeficiente internacional normalizado (INR). Dicha deficiencia asociada a VKORC1 puede ser provocada
por una anomalia de secuencia en el polipéptido VKORC1 o en el acido nucleico de VKORC1, tal como se describe
detalladamente mas abajo. Ademas, cuando el nivel de expresién y/o de actividad del polipéptido VKORC1 o del acido
nucleico de VKORC1 se reduce o incluso se anula completamente, la gamma-carboxilacion de las proteinas
dependientes de la vitamina K también puede verse alterada. Por tanto, en este contexto, el término "deficiencia
asociada a VKORC1" engloba también enfermedades y/o trastornos seleccionados de entre la deficiencia mdltiple
familiar del factor, trastornos o enfermedades asociadas a una coagulacion reducida de la sangre, tal como hemofilia, y
trastornos asociados a la calcificacion vascular reducida, enfermedades y/o trastornos asociados con la gamma-
carboxilacion alterada de las proteinas dependientes de la vitamina K.

Se puede concebir también que el nivel de expresion y/o actividad del polipéptido VKORC1 sera creciente con respecto
a la condicidon en pacientes sanos. Dichas deficiencias que estan englobadas también en el término "deficiencia
asociada con el VKORC1" pueden ser causadas por una anomalia de secuencia en el polipéptido VKORC1 y/o en el
gen correspondiente. Ademas, cuando el nivel de expresion y/o de actividad del polipéptido VKORC1 o del acido
nucleico de VKORC1 aumenta, la gamma-carboxilacion de las proteinas dependientes de la vitamina K también puede
verse facilitada. Asi, en este contexto, el término "deficiencia asociada con VKORC1" puede comprender ademas
deficiencias seleccionadas de entre enfermedades o trastornos asociados a un aumento de la coagulacion de la sangre,
incluidos los pacientes que padecen de trombos y/o pacientes con alto riesgo de desarrollar trombos, preferentemente
debido a una anomalia de secuencia en el polipéptido VKORC1 o en su gen, enfermedades y/o trastornos asociados
con la gamma-carboxilacion mejorada de las proteinas dependientes de la vitamina K.

También es posible que una anomalia de secuencia en el polipéptido VKORC1 y/o en el gen correspondiente pueda
aumentar la susceptibilidad al tratamiento con cumarina y sus derivados en un paciente que posee dicha anomalia de
secuencia. Como consecuencia, los pacientes que reciben un tratamiento con cumarina pueden mostrar valores muy
bajos de coagulaciéon sanguinea. Se pretende también que dichos trastornos asociados a la mayor sensibilidad al
tratamiento con cumarina estén englobados por el término "deficiencia asociada con VKORC1". Los pacientes que
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portan un gen VKORC1 con una mutacion de parada sufren de dicha deficiencia asociada con una sensibilidad
incrementada a la cumarina.

Se dirige una sonda de ADN o de ARN contra el acido nucleico de VKORC1 tal como se ha definido anteriormente,
preferentemente contra el acido nucleico de VKORC1 seleccionado de entre las SEQ ID. NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28. Una
sonda es una molécula de acido nucleico que permite la deteccién de un acido nucleico de VKORC1 contra el que se
dirige. La sonda tiene una secuencia que se hibrida a la secuencia diana, es decir el acido nucleico de VKORC1.
Preferentemente, la sonda permite la detecciéon especifica del acido nucleico de VKORC1, es decir, al menos en
condiciones astringentes de hibridacion, que no se une a moléculas distintas del acido nucleico particular de VKORC1.
Sondas apropiadas son, por ejemplo, fragmentos de ADN o de ARN con una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 492 nucledtidos, preferentemente con una longitud de aproximadamente 10 a aproximadamente 400
nucleodtidos, preferentemente alrededor de 10 a alrededor de 250 nucleétidos, en particular con una longitud de
aproximadamente 10 a aproximadamente 150 nucledtidos, en particular con la longitud total de la secuencia codificante,
secuencia que puede proceder de los polipéptidos VKORC1, preferentemente seleccionada del polipéptido VKORC1 de
acuerdo con las SEQ. ID. NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27 o tomada directamente del acido nucleico VKORCH1,
preferentemente seleccionada de entre las SEQ ID NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28. Las sondas pueden contener ademas
una etiqueta adecuada para la deteccién directa o indirecta tal como la biotina, una etiqueta fluorescente tal como la
fluoresceina o una etiqueta radioactiva tal como [H]3 u otras etiquetas conocidas por el especialista. La deteccién puede
llevarse a cabo por medio de métodos generalmente conocidos por el especialista, incluidas las técnicas de Northern
blot y blotting de librerias de ADNc. La construcciéon de las sondas de acuerdo con la presente invenciéon es conocida
también por el especialista (véase la construccion de acidos nucleicos descrita anteriormente). Dichas sondas se
pueden utilizar por ejemplo con propositos de diagndstico y pueden comprender o componerse preferentemente de
sondas adecuadas para la deteccion de una anomalia de secuencia tales como aquellas seleccionadas de las
secuencias de acuerdo con las SEQ ID NO.: 3,4,5,6,7,8,9,14y 94 .

Un cebador para PCR, preferentemente un conjunto de al menos dos cebadores para PCR, se dirige contra el acido
nucleico de VKORC1, preferentemente contra el acido nucleico de VKORC1 de acuerdo con las SEQ ID NO. 2, 13, 18,
22,26 y 28. Los cebadores apropiados son por ejemplo fragmentos de ADN con una longitud de aproximadamente 10 a
aproximadamente 100 nucleétidos, preferentemente con una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 50
nucleodtidos, en particular con una longitud de 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, preferentemente
alrededor de 30 nucledétidos. El disefio y la sintesis de dichos cebadores es conocida generalmente por un especialista
en la técnica. Los cebadores pueden contener ademas sitios de restriccién, por ejemplo adecuados para la integracion
de la secuencia amplificada dentro de los vectores, u otros adaptadores o secuencias colgadas, por ejemplo con una
etiqueta tal como se describe en el apartado anterior. Por ejemplo, es posible preparar un diagnéstico basado en la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), adecuada para la deteccién de anomalias de la secuencia de VKORCH1,
preferentemente basada en el ensayo descrito en el Ejemplo 9 (PCR ARMS).

Si se debe determinar la cantidad de VKORC1 expresado, se utilizaran los cebadores para PCR especificos de un acido
nucleico de VKORC1 con propositos terapéuticos o de diagndstico. Con este fin, se puede llevar a cabo la técnica de
RT-PCR, preferentemente la RT-PCR cuantitativa, donde al aislar la totalidad o el ARNm de la muestra, el ARN es
sometido a transcripcién reversa en ADNc y es sometido posteriormente a una reaccion de PCR utilizando los
cebadores especificos definidos anteriormente. Esta técnica es bien conocida del especialista. Esto abre otra posibilidad
para obtener los acidos nucleicos descritos de VKORC1, por ejemplo mediante el aislamiento de un gen adecuado o de
la libreria de ADNc, por ejemplo de un banco de genes especificos del higado o especificos de trastornos del higado,
con la ayuda de un cebador apropiado. Se proporciona en el Ejemplo 5 un conjunto preferente de cebadores para PCR
y la condicién para aislar un acido nucleico de VKORC1. Ejemplos de cebadores preferentes para PCR contra la SEQ
ID NO. 2 son los cebadores de acuerdo con las SEQ ID NO. 53 a 70 y se proporcionan en la Figura 8 las condiciones
preferentes para utilizar estos cebadores para PCR.

El término "muestra" se refiere a un biomaterial que comprende una célula o un tejido adulto o fetal, preferentemente
tejido o células, preferentemente aislados o derivados del corazoén, rifion y pulmoén, pancreas, cerebro, placenta y
musculo esqueletal, asi como sangre, preferentemente hepatica. La muestra se puede aislar de un paciente o de otro
sujeto por medio de métodos que incluyen métodos invasivos o no invasivos. Son bien conocidos por los especialistas
los métodos invasivos y comprenden, por ejemplo, el aislamiento de la muestra mediante puncion, eliminacion
quirdrgica de la muestra del cuerpo abierto o por medio de instrumentos endoscopicos. Los métodos minimamente
invasivos y no invasivos son conocidos también por el especialista en la técnica e incluyen, por ejemplo, la recogida de
fluidos corporales tales como sangre, preferentemente por venipuntura, o de orina o heces. El término "muestra” puede
englobar asimismo una libreria gendmica o de expresion, construida preferentemente en base a una muestra aislada
procedente de un paciente, en cuyo caso se pueden utilizar técnicas para el aislamiento de ADNc que son bien
conocidas por el especialista.

Una pequefia molécula de ARN interferente (ARNsi) y/o un ARN de horquilla corta (ARNsh) es dirigido contra el acido
nucleico de VKORCH1, preferentemente contra una secuencia derivada de las SEQ ID NO. 1, 12, 17, 21, 25y 27, o un
acido nucleico de acuerdo con las SEQ ID NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28, que permite reducir la estabilidad del acido
nucleico de VKORC1 y/o inhibir la traduccién del acido nucleico de VKORC1 en un cultivo celular o in vivo. Los ARNSI
de doble hebra median el silenciamiento post-transcripcional, especifico de las secuencias de la expresion de un gen
mediante ARN de doble hebra. Los ARNsi tienen una estructura muy especifica: ARN de doble hebra de 17 a 25,
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preferentemente 19, 20, 21, 22, 23, 24 o 25 nucledtidos con salientes en el extremo 3’ de 2 nucleétidos. Los ARNSsi
proceden habitualmente de moléculas de ARN de doble hebra mas largos mediante clivaje enzimatico pero los ARNSsi
pueden ser sintetizados también quimica o enzimaticamente fuera de las células y luego ser entregados a las células
(por ejemplo, por transfeccion). Asi, por medio del ARNsi o ARNsh la expresion de los genes correspondientes en las
células puede ser reducida o incluso silenciada tanto in vivo como in vitro (McManus y col., 2002). Los ARNsh se
componen de una primera parte del tallo que comprende (I) una secuencia de al menos 18, preferentemente al menos
19, especialmente al menos 20 nucleétidos que es complementaria de la secuencia de ARNm de un acido nucleico de
VKORCH1, preferentemente una secuencia complementaria de la SEQ ID NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28; y (ll) una segunda
parte del tallo que comprende una secuencia de al menos 18, preferentemente al menos 19, especialmente al menos 20
nucleodtidos que es suficientemente complementaria de la primera parte del tallo para hibridarse con la primera parte del
tallo para formar un tallo duplex; y (Ill) una parte en lazo que conecta las dos partes del tallo. La parte en lazo puede
comprender al menos 4, preferentemente al menos 7, especialmente al menos 11 nucleétidos. Los ARNsi o ARNsh
pueden incluirse asimismo en un vector que permite la expresion constitutiva de los ARNsi o ARNsh en la célula
huésped a la transformacion de la célula huésped (véase WO 03/006477). Las estrategias para el disefio de las
secuencias de ARNsi o ARNsh -y métodos para construir y producir estas moléculas- son generalmente conocidos por
el especialista en la técnica (véase McManus y col., supra). Las moléculas de ARNsi y ARNsh tal como se han definido
anteriormente son utiles por ejemplo para la regulacion terapéutica de la expresion genética de VKORC1 y para su
inclusion en los métodos de identificacion de los derivados de la cumarina, por ejemplo como control positivo para la
accion de la cumarina. Ejemplos preferentes de secuencias de ARNsi se citan en las Figuras 6 y 7 y se seleccionan de
entre las SEQ ID NO. 29, 20, 33, 34, 37, 38, 41, 42, 45, 46, 47, 50. La Figura 6 proporciona también los cebadores
respectivos aguas abajo de estas moléculas de ARNsi que se pueden utilizar para la integracién en vectores para que el
ARNSsi pueda expresarse en una célula focalizada a la expresién de ARNSsi.

Como aproximacién alternativa al silenciamiento de la actividad y/o expresion de VKORCH1, la presente solicitud
proporciona oligonucleétidos antisentido dirigidos contra el acido nucleico de VKORC1 tal como se ha definido
anteriormente, preferentemente de acuerdo con las SEQ. ID. NO. 2, 13, 18, 22, 26 y 28, preferentemente contra una
secuencia procedente de las SEQ. ID. NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27 (Zheng & Kemeny 1995; Nellen & Lichtenstein, 1993).

En otro aspecto, un aptamero de ARN es dirigido contra un polipéptido VKORC1, preferentemente contra una secuencia
de acuerdo con la SEQ. ID. NO. 1, aptamero de ARN que ejerce un efecto sobre la actividad del polipéptido de
VKORC1. Los aptameros de ARN son agonistas o antagonistas eficaces de las proteinas que son dirigidas por los
aptameros, tal como se ha mostrado para el factor de coagulacién 1Xa (Rusconi y col., 2002). Un aptamero, tal como se
ha definido anteriormente, puede ser utilizado como anticoagulante mediante la reduccion de la actividad de VKORCA1
de una manera mas ajustada que las cumarinas. Para someter a prueba los aptameros, pueden ser afadidos a una
reaccion de VKORC1 y ser analizados por HPLC tal como se describe en el Ejemplo 7.

En otro aspecto, un anticuerpo reconoce especificamente y se une a un polipéptido VKORC1 tal como se ha definido
mas arriba, preferentemente un polipéptido VKORC1 de acuerdo con las SEQ. ID. NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27, o un
fragmento del anticuerpo. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo preferentemente es un anticuerpo policlonal o
monoclonal, especifico de los polipéptidos VKORC1. El anticuerpo o fragmento de anticuerpo se produce de acuerdo
con métodos generalmente conocidos por un especialista en la técnica mediante la inmunizacién de un mamifero, por
ejemplo un conejo, con un acido nucleico de VKORC1, o con un polipéptido VKORC1 tal como se ha definido mas arriba
o con partes del mismo con una longitud de al menos 6 aminoacidos, preferentemente con una longitud de al menos 8
aminoacidos, en particular con una longitud de al menos 12 aminoacidos, si es conveniente en presencia de, por
ejemplo, el adyuvante de Freund y/o geles de hidréxido de aluminio (véase por ejemplo, Harlow & Lane, 1998). Los
anticuerpos policlonales formados en el animal como consecuencia de una reaccion inmunolégica pueden ser aislados
entonces facilmente de la sangre de acuerdo con métodos generalmente conocidos y ser purificados, por ejemplo, por
medio de la cromatografia en columna. Los anticuerpos monoclonales se pueden producir, por ejemplo, de acuerdo con
el método conocido de Winter & Milstein (1991). Los anticuerpos se pueden utilizar por ejemplo para el diagnostico de
deficiencias asociadas con VKORC1. Ademas, los anticuerpos pueden ser Utiles para aclarar las interacciones
cumarina-VKORC1. Finalmente, los anticuerpos se pueden utilizar para aislar y/o purificar el polipéptido VKORC1 de
una muestra de tejido o de célula aislada de un paciente.

Tal como se utiliza aqui, el término "anticuerpo" o "fragmento de anticuerpo" se entiende también en referencia a
anticuerpos o partes de unién a antigeno de los mismos preparados por ingenieria genética y opcionalmente
modificados, tales como, por ejemplo, anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos multifuncionales,
anticuerpos bi- u oligo-especificos, anticuerpos monohebra, fragmentos F(ab) o F(ab)2 (véase, por ejemplo, EP 0 368
684 B1, US 4.816.567, US 4.816.397, WO 88/01649, WO 93/06213, WO 98/24884).

En otro aspecto, la presente solicitud proporciona un método de identificaciéon de un derivado de cumarina que ejerce un
efecto sobre la actividad del polipéptido VKORC1 tal como se ha definido anteriormente, preferentemente un polipéptido
VKORC1 que tiene la secuencia seleccionada de entre las SEQ ID NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27, que comprende las
etapas de:

l. proporcionar una célula huésped donde se ha introducido el acido nucleico de VKORC1 o un vector que
contiene el acido nucleico de VKORC1;
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Il expresar el polipéptido VKORC1 en la célula huésped;

1. administrar un derivado de cumarina candidato;

V. determinar la actividad del polipéptido VKORC1 (valor de actividad del candidato);
V. comparar el valor de actividad del candidato con un valor de actividad de control; e

VI. identificar el derivado de cumarina candidato como un derivado de cumarina que ejerce un efecto sobre la
actividad del polipéptido VKORC1, siempre que el valor de actividad del candidato sea significativamente
diferente del valor de actividad del control.

La actividad determinada del polipéptido VKORC1 es la conversion dependiente de ditiotreitol de vitamina K-2,3-epdxido
en vitamina K-quinona y se caracterizada porque el valor de actividad significativamente diferente es un valor de
actividad del candidato que es significativamente mas alto que el valor de actividad del control, tal como se ha descrito
de forma mas detallada anteriormente asi como en el Ejemplo 7 y la Figura 10. Si esencialmente la misma
concentracion del derivado de cumarina candidato produce un porcentaje mas bajo de vitamina K-epdxido convertido en
vitamina K-quinona (producto/ sustrato + producto) que el correspondiente a la warfarina a esta concentracion, es
indicativo de que el derivado de cumarina candidato tiene un efecto inhibidor mas fuerte que la warfarina, y viceversa.

Preferentemente, en el método de identificaciéon de un derivado de cumarina tal como se ha definido anteriormente, el
valor de actividad de control se determina mediante un método que comprende las etapas de:

A. proporcionar una célula huésped de acuerdo con la etapa (I);
B. expresar el polipéptido VKORC1 en la célula huésped; y
C. determinar la actividad del polipéptido VKORC1 (valor de actividad de control).

De forma especialmente preferente, en el método de identificacion de un derivado de cumarina como se ha descrito
anteriormente, se introduce al menos un compuesto adicional en la célula huésped, compuesto que se selecciona de
entre el grupo consistente en vitamina K, citocromo B5, un acido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-
carboxilasa, para la epoxidehidrolasa microsomal, para la calumenina o para la glutation-S-transferasa. Los métodos
para introducir acidos nucleicos en células huésped han sido descritos en detalle mas arriba. Preferentemente, los
acidos nucleicos se expresan bajo el control de un promotor constitutivamente activo o de un promotor que se puede
activar especificamente en la célula huésped seleccionada.

Los métodos para identificar un derivado de cumarina son utiles para desarrollar nuevos derivados de cumarina que
evitan al menos una de las limitaciones de la cumarina y de sus derivados conocidos en la técnica. Cuando se incluye
un analisis de la cinética de coagulacidon sanguinea como ensayo individual en la determinacién de la actividad del
polipéptido de VKORCH1, el método descrito anteriormente puede resultar util para identificar los derivados de cumarina
que median en la coagulacién sanguinea mas rapidamente que la cumarina y sus derivados conocidos en la técnica y/o
que se metabolizan mas rapidamente, de tal modo que la acumulacién de cumarina y de sus derivados se puede
prevenir o mejorar, reduciendo con ello el riesgo de sobredosis sustancialmente o incluso eliminandolo. Ademas, dicho
método de identificacion se puede combinar con otros ensayos de forma que puedan identificarse los derivados de
cumarina que tienen un efecto mas fuerte (mas débil) sobre la actividad de VKORC1 vy, por tanto, a su vez, sobre la
coagulacién sanguinea, derivados de cumarina que, en ensayos independientes, demuestran (1) ser metabolizados mas
rapidamente, de forma que se puede prevenir o mejorar la acumulaciéon de cumarina y con ello reducir sustancialmente
o incluso eliminar el riesgo de sobredosis, (2) no provocar o provocar en menor medida la necrosis de la piel en
pacientes o la embriopatia cuando se aplican durante el embarazo, y/o (3) ser metalizados mas rapidamente o ser
menos / mas estables y/o verse menos afectados por otros medicamentos como el Fenobarbital o la amiodarona. Los
ensayos adecuados para buscar dichas propiedades de los derivados de la cumarina, y que se deben combinar en un
estudio con el método de identificacion de un derivado de cumarina tal como se ha definido anteriormente, son bien
conocidos por el especialista en la técnica.

Se entiende que el término "cumarina" significa 3-(acetonilbencil)-4-hidroxicumarina, es decir COUMADIN® o warfarina
sédica.

Se entiende que el término "derivado de cumarina" engloba compuestos organicos o inorganicos, péptidos, polipéptidos
o complejos de los mismos, siempre que ejerzan un efecto sobre la actividad y/o la expresion del polipéptido VKORCA1,
preferentemente un efecto que inhibe la actividad del polipéptido VKORC1, de forma especialmente preferente un efecto
especifico del polipéptido VKORC1, es decir que el derivado de cumarina no interactia directamente con otras
moléculas implicadas en la via de la coagulacion. Ejemplos de dichos compuestos son moléculas organicas que
proceden de librerias de compuestos, preferentemente aquellas que han sido analizadas en cuanto a su actividad
farmacoldgica. Debido a su interaccion, los derivados de cumarina pueden influir en la actividad del polipéptido VKORC1
in vivo y/o in vitro e iniciar interacciones covalentes o no covalentes con ellas. Cuando el derivado de cumarina es un
compuesto quiral, se entiende que "derivado de cumarina" engloba también las formas enantioméricas respectivas R- y
L- del compuesto, como aquellas descritas en la WO 00/43003. En particular, el término "derivado de cumarina" se
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refiere a compuestos derivados de 4-hidroxicumarina, especialmente compuestos derivados de COUMADIN. De forma
especialmente preferente, "derivado de cumarina” incluye también cualquier coagulante que inhiba la regeneracion de
vitamina K activa.

Se entiende que el término "derivado de cumarina candidato” engloba compuestos organicos o inorganicos, péptidos,
polipéptidos o complejos. Ejemplos de dichos compuestos son moléculas organicas que proceden de librerias de
compuestos, preferentemente aquellas que han sido analizadas en cuanto a su actividad farmacolégica.
Preferentemente, el término se refiere a compuestos que estan relacionados estructuralmente o que derivan de la 4-
hidroxicumarina, especialmente compuestos relacionados o derivados de COUMADIN. Si el derivado de cumarina
candidato es un compuesto quiral, se entiende que las formas enantioméricas respectivas R- y L- del compuesto, como
aquellas descritas en la WO 00/43003, estan incluidas también en el término "derivado de cumarina candidato".

Un método para determinar una secuencia polipeptidica VKORC1 que conduce a un efecto de la cumarina ejercido
sobre la actividad de VKORC1 comprende las etapas de:

n proporcionar una célula que expresa el polipéptido VKORC1 tal como se ha definido anteriormente,
preferentemente un polipéptido de acuerdo con las SEQ ID NO. 1, 12, 17, 21, 25 y 27, polipéptido VKORC1
que tiene al menos una anomalia de secuencia, preferentemente una anomalia de secuencia seleccionada de
entre el grupo consistente en V29L, V45A, R58G, R98W, L128R e Y139C;

() administrar la cumarina o un derivado de la misma a la célula;

(ty determinar la actividad del polipéptido VKORC1 (valor de actividad de la anomalia de secuencia); y

(V) comparar el valor de actividad de la anomalia de secuencia con el valor de actividad de la secuencia
de control,

donde una desviacion significativa del valor de la actividad de la anomalia de secuencia con respecto al valor de la
actividad de la secuencia control indica que la anomalia de secuencia del polipéptido VKORC1 confiere el efecto de la
cumarina ejercido sobre el polipéptido VKORCA1. La actividad del polipéptido VKORC1 se puede determinar tal como se
ha descrito en detalle anteriormente.

De forma especialmente preferente, en el método de determinacién de la secuencia polipeptidica de VKORC1 se
determina el valor de la actividad de la secuencia de control mediante un método que comprende las etapas de:

U} proporcionar una célula que expresa el polipéptido VKORC1, preferentemente un polipéptido de
acuerdo con las SEQ ID NO. 1, 12, 17, 21, 25y 27;

() administrar la cumarina o un derivado de la misma a la célula;
(1 determinar la actividad del polipéptido de VKORC1 (valor de actividad de la secuencia de control).

La actividad determinada de VKORC1 es la conversién dependiente de ditiotreitol de vitamina K-2,3-epdxido en vitamina
K-quinona y el valor significativamente diferente es un valor de actividad de la anomalia de secuencia que es
significativamente mas alto que el valor de actividad de la secuencia control. Se proporcionan mas detalles mas arriba
asi como en el Ejemplo 7 y la Figura 10. El método puede servir para identificar aquellos polipéptidos de VKORC1 que
sean menos sensibles a la cumarina. Al introducir polipéptidos de VKORC1 con distintas anomalias de secuencia, este
método permite la identificacion de sitios del polipéptido que son criticos para la interaccion de una cumarina y el
VKORC1 sometidos a prueba. Dicho conocimiento sera util, por ejemplo, para disefiar nuevas cumarinas.

Es particularmente preferente en el método de determinacién de una secuencia polipeptidica de VKORC1 que se
introduzca al menos un compuesto adicional en la célula, compuesto que se selecciona de entre el grupo consistente en
vitamina K, citocromo B5, y un &cido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-carboxilasa, para la epoxidehidrolasa
microsomal, para la calumenina o para la glutation-S-transferasa.

Un polipéptido VKORC1 tal como se ha definido anteriormente, preferentemente el polipéptido VKORC1 de acuerdo con
la SEQ ID NO. 1, contiene al menos una anomalia de secuencia que ejerce un efecto sobre la actividad del polipéptido
de VKORC1. De forma mas preferente, el polipéptido VKORC1 es el polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO. 1y la
anomalia de secuencia se selecciona de entre el grupo consistente en V29L, V45A, R58G, R98W, L128R e Y139C. En
otro aspecto, la solicitud se refiere al polipéptido VKORC1 de Rattus norvegicus de acuerdo con la SEQ ID NO. 12 que
tiene una anomalia de secuencia, preferentemente la anomalia de secuencia Y139C (416A>G). Otro aspecto de la
solicitud se refiere a un acido nucleico de Rattus norvegicus que codifica el polipéptido VKORC1 de Rattus norvegicus
de acuerdo con la SEQ ID NO. 12 que tiene una anomalia de secuencia, preferentemente el acido nucleico de VKORC1
de acuerdo con la SEQ ID NO. 12 que tiene una anomalia de secuencia, preferentemente la anomalia de secuencia
416A>G. La secuencia de acido nucleico de VKORC1 que contiene la anomalia 416A>G es la secuencia de acido
nucleico de acuerdo con SEQ ID NO. 14.
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Dicho polipéptido VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia se puede generar por métodos
generalmente conocidos por el experto, incluyendo técnicas recombinantes y, por ejemplo, mutagénesis sitio-dirigida, o
mediante aislamiento del polipéptido VKORC1 que tiene la al menos una anomalia de secuencia de una muestra
obtenida de un paciente, preferentemente de un paciente que padece deficiencias asociadas con VKORC1. Se han
descrito detalladamente mas arriba los métodos para aislar proteinas de una muestra.

El polipéptido VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia que ejerce un efecto sobre la actividad del
polipéptido VKORC1 se puede utilizar, por ejemplo, para generar anticuerpos que se unen especificamente a estos
polipéptidos VKORC1. Estos anticuerpos a su vez se pueden utilizar para diagnosticar deficiencias asociadas con
VKORCH1.

El término "anomalia de secuencia" engloba adiciones, inserciones, deleciones, sustituciones de al menos un
aminoacido, que resultan en una alteracion de la secuencia polipeptidica de VKORCA1, preferentemente de la secuencia
polipeptidica de VKORC1 de acuerdo con la SEQ ID NO:1. Asimismo estan incluidas las adiciones, inserciones,
deleciones, sustituciones de al menos un nucleétido que conducen a una secuencia alterada de aminoacidos codificada
por la secuencia de acido nucleico de VKORC1. También se incluyen los cambios de la secuencia de acido nucleico de
VKORC1 que conducen a un cambio en el marco de lectura de la secuencia del acido nucleico.

Las anomalias de secuencia estan indicadas en el cédigo de aminoacidos con una sola letra, colocandose el
aminoacido original a la izquierda del numero que indica el nimero del aminoacido en la secuencia polipeptidica de
acuerdo con la SEQ ID NO:1. El nimero a la derecha del numero de aminoacido indica el aminoacido que sustituye al
aminoacido original. Por ejemplo, la anomalia de secuencia V29L indica que en la posicion 29 del polipéptido VKORC1
de SEQ ID NO.1, el aminoacido valina (V) ha sido sustituido por leucina (L). En caso de que la anomalia de secuencia
tenga lugar en un polipéptido VKORC1 distinto del polipéptido VKORC1 de SEQ ID NO:1, el nimero en el cddigo se
refiere a la posicién de la secuencia de acuerdo con la numeracién de los aminoacidos en aquel otro polipéptido
particular.

En otro aspecto, la presente solicitud proporciona un acido nucleico de VKORC1 seleccionado de entre el grupo
consistente en:

(a) un acido que codifica para el polipéptido VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia, que
ejerce un efecto sobre la actividad del polipéptido VKORC1, donde el polipéptido VKORC1 es preferentemente
el polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 y la anomalia de secuencia se selecciona de entre el grupo
consistente en V29L, V45A, R58G, R98W, L128R e Y139C.

(b) una secuencia de acido nucleico seleccionada de entre grupo compuesto de una secuencia de acuerdo con las
SEQIDNO.3,4,5,6,y7,14y 9%,y

(c) una secuencia de acido nucleico que, salvo por la degeneracion del codigo genético, se hibridizaria al acido
nucleico definido en (a) o (b) y secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido que contiene al
menos una anomalia de secuencia tal como se ha definido anteriormente.

Estos acidos nucleicos por ejemplo son utiles para aislar los polipéptidos y acidos nucleicos de VKORC1 que tienen
dicha anomalia de secuencia, para producir sondas de ADN y/o ARN, para producir anticuerpos, para la construccion de
animales transgénicos y animales noqueados, y para la inclusiéon en estudios para identificar los derivados de la
cumarina.

Un vector contiene el acido nucleico de VKORC1 presentando al menos una anomalia de secuencia tal como se ha
definido anteriormente. Dichos vectores se pueden seleccionar de los vectores descritos detalladamente mas arriba. Los
métodos para construir dichos vectores se describen también mas arriba. Dichos vectores son utiles por ejemplo para
preparar las sondas descritas en el siguiente parrafo, especialmente en un contexto de diagndstico.

Una sonda de ADN o ARN dirigida contra el acido nucleico de VKORC1 contiene al menos una anomalia de secuencia
tal como se define anteriormente, preferentemente una secuencia de acido nucleico de acuerdo con las SEQ ID NO. 3,
4,5,6y7,14 y 94. Los métodos para disefar y producir dichas sondas de ADN y ARN han sido descritos ampliamente
mas arriba. Dichas sondas son Utiles por ejemplo para detectar anomalias de secuencia en el gen de VKORC1 en una
libreria de genes, en una libreria de expresion, o en una muestra aislada de un paciente, por ejemplo en el contexto del
diagnéstico de deficiencias asociadas con VKORC1 y para la mutagénesis sitio-dirigida para producir acidos nucleicos
de VKORC1 que contienen una anomalia de secuencia. Las técnicas para estudiar librerias son generalmente
conocidas por el experto.

Un cebador para PCR dirigido contra el acido nucleico de VKORC1 contiene al menos una anomalia de secuencia tal
como se define anteriormente. Los cebadores preferentes para PCR para detectar la anomalia de secuencia Y139C
(416A>G) son los cebadores de acuerdo con las SEQ ID NO. 88 a 91 (véase el Ejemplo 9). Un especialista en la técnica
sabe generalmente como disefiar los cebadores para PCR para que puedan ser utilizados para detectar otras anomalias
de secuencia tales como aquellas mencionadas anteriormente (V29L, V45A, R58G, R98W, L128R) con el propdsito de
la invencion. Los métodos para disefiar y producir dichos cebadores para PCR, las técnicas para llevar a cabo la
amplificacion por PCR han sido descritos ampliamente mas arriba, siendo la mayor diferencia que los cebadores deben
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ser disefiados para que soélo aquellas secuencias de acido nucleico de VKORC1 que contienen la anomalia de
secuencia sean amplificadas especificamente, mientras los acidos nucleicos nativos de VKORC1 y otras secuencias de
acido nucleico de VKORC1 que no contienen la anomalia de secuencia, tal como el acido nucleico de VKORC1 de las
SEQ ID NO. 2 quedan sin detectar. Dichos cebadores son utiles por ejemplo para detectar anomalias de secuencia en
el gen de VKORC1 en una libreria de genes, en una libreria de expresion, o en una muestra aislada de un paciente, por
ejemplo en el contexto del diagndstico de deficiencias asociadas con VKORCH1. Las técnicas para explorar librerias son
generalmente conocidas por el experto.

En otro aspecto, la presente solicitud se refiere a un anticuerpo que reconoce especificamente y se une al polipéptido
VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia tal como se ha definido anteriormente, siendo
preferentemente el polipéptido VKORC1 el polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO. 1 y seleccionandose la anomalia
de secuencia del grupo compuesto de V29L, V45A, R58G, R98W, L128R, e Y139C, o un fragmento del anticuerpo. Los
tipos de anticuerpos incluidos, los métodos para construir y producir estos anticuerpos y fragmentos de los mismos han
sido descritos detalladamente més arriba. Estos anticuerpos son utiles por ejemplo para la deteccién y aislamiento del
polipéptido VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia tal como se ha definido anteriormente, en
especial en el contexto del diagndstico de deficiencias asociadas con VKORC1 y para la deteccion de la resistencia a la
warfarina en humanos y roedores tales como las ratas.

Un diagnéstico comprende un compuesto seleccionado del grupo consistente en el acido nucleico de VKORC1 que
contiene al menos una anomalia de secuencia, preferentemente al menos una anomalia de secuencia seleccionada de
entre V29L, V45A, R58G, R98W, L128R, e Y139C; la sonda de ADN o de ARN dirigida contra el acido nucleico de
VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia, el cebador para PCR dirigido contra el acido nucleico de
VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia, y un anticuerpo dirigido contra el polipéptido VKORC1 que
contiene al menos una anomalia de secuencia; todos ellos definidos anteriormente. En caso de que la deficiencia
asociada con VKORC1, se deba a, o tenga correlacién con una anomalia de secuencia, es el principio de diagndstico
que se debe utilizar para la deteccion de aquella anomalia de secuencia en una sonda obtenida de un paciente. Los
métodos adecuados para utilizar el diagnéstico tal como se ha definido anteriormente se mencionan mas abajo.
Opcionalmente, el diagndstico comprende ademas un aditivo y/o auxiliar farmacéuticamente aceptable. Dicho
diagnéstico es util para diagnosticar deficiencias asociadas con VKORC1 especialmente la resistencia a la warfarina.

Si por otra parte la deficiencia asociada con VKORC1 se debe diagnosticar en base a la deteccién del nivel de expresion
del ARNm de VKORC1, ADNc de VKORC1 o polipéptido de VKORC1 en la muestra, estos niveles de expresion pueden
ser determinados mediante métodos generalmente conocidos del especialista en la técnica. Ejemplos de dichos
métodos para detectar la presencia de ARNm de VKORCH1 incluyen el andlisis por (Northern) blot de ARN, proteccion
con nucleasa, hibridacion in situ, PCR con transcriptasa reversa (RT-PCR; incluida la RT-PCR cinética cuantitativa). Los
microarreglos de ADNc y de oligonucledtidos estan incluidos también en estos métodos. Una libreria de expresion
procedente de un paciente puede ser estudiada también con un propédsito de diagndstico utilizando técnicas
generalmente conocidas del experto. La presencia del polipéptido VKORC1 puede ser determinada por métodos
generalmente conocidos del experto, algunos de los cuales se describen mas abajo. Opcionalmente, el diagndstico
comprende ademas un aditivo y/o auxiliar farmacéuticamente aceptable.

Tal como se utilizan aqui, “aditivo” y “auxiliar” no estén particularmente limitados, son conocidos generalmente por el
especialista en la técnica y comprenden, por ejemplo, una solucién salina fisiolédgica, agua desmineralizada, reactivos
estabilizadores de proteina basados en glicerol o gelatina. Alternativamente, los acidos nucleicos de VKORC1, sondas,
cebadores o polipéptidos de acuerdo con la presente invencion se puede liofilizar para su estabilizacion.

Un método para diagnosticar una deficiencia asociada con VKORC1 en un paciente comprende las etapas de:

. amplificar una muestra de ADN obtenida del paciente o la transcripcion inversa de una muestra de ARN
obtenida del paciente en un ADN y amplificar el ADN; y

1. analizar el ADN amplificado de la etapa (I) para determinar al menos una anomalia de secuencia en una
secuencia de acido nucleico que codifica para el polipéptido VKORC1 o en una secuencia de aminoacido del
polipéptido VKORC1;

donde la anomalia determinada de la secuencia indica que el paciente sufre una deficiencia asociada a VKORC1,
preferentemente resistencia a la warfarina; preferentemente la anomalia de secuencia ejerce un efecto sobre la
actividad del polipéptido VKORCH1, preferentemente la anomalia de secuencia se selecciona de entre V29L, V45A,
R58G, R98W, L128R e Y139C.

Los métodos para obtener muestras de un paciente y para aislar ARN total o ARNm son bien conocidos por el
especialista, algunos de los cuales han sido descritos mas arriba. Las técnicas para la amplificacion de ADN no estan
particularmente limitadas e incluyen técnicas PCR que han sido descritas también mas arriba. De la misma manera, se
han mencionado anteriormente técnicas para la transcripcion inversa, y no estan particularmente limitadas e incluyen la
transcripcion inversa por medio de protocolos convencionales y kits comercialmente disponibles que suelen emplear la
transcriptasa inversa y cebadores oligo-dT. El andlisis puede basarse también en el ADN gendmico aislado de una
muestra obtenida de un paciente.
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Cuando se amplifica, el ADN se analiza con el fin de determinar al menos una anomalia de secuencia en una secuencia
de acido nucleico que codifica para el polipéptido VKORC1. Los métodos para analizar el ADN amplificado no estan
particularmente limitados. Preferentemente, el ADN amplificado se analiza por medio de una técnica seleccionada de
entre el grupo consistente en analisis basado en PCR, utilizando preferentemente cebadores para PCR especificos de
la anomalia de secuencia, andlisis de digestién de restricciéon y andlisis de secuenciacién de ADN. En una realizacién
preferente, el &cido nucleico que porta la anomalia de secuencia codifica para una secuencia de VKORC1 que tiene una
anomalia de secuencia y se selecciona de entre el grupo compuesto de V29L (85 G>T), V45A (134 T>C), R58G (172
A>G), R98W (292 C>T) y L128R (383 T>G), Y139C (416 A>G). En una realizacion preferente del método de
diagnostico, el ADN amplificado codifica al menos una secuencia parcial del polipéptido VKORC1 de acuerdo con la
SEQ ID NO.1. Se proporciona en el Ejemplo 8 una forma de determinar una anomalia de secuencia que esta asociada
con una deficiencia asociada con VKORC1.

Se proporcionan secuencias de VKORC1 tal como se ha definido anteriormente, que contienen las mutaciones 85 G>T,
134 T>C, 172 A>G, 292 C>T y 383 T>G en las SEQ ID NO.3 a 7 y se pueden utilizar como sondas para diagnosticar
una deficiencia asociada con VKORC1 por medio del analisis basado en la técnica de hibridacion de muestras de acido
nucleico obtenidas de un paciente.

Como alternativa, la expresion de VKORC1 se puede detectar a nivel del polipéptido VKORC1. Por tanto, un método
para diagnosticar en un paciente la deficiencia asociada con VKORC1 comprende las etapas de:

l. proporcionar una muestra obtenida del paciente; y

1. detectar en la muestra un polipéptido VKORC1 con una anomalia de secuencia, utilizando el anticuerpo dirigido
contra el polipéptido VKORC1 que tiene una anomalia de secuencia, tal como se ha definido mas arriba,

donde la anomalia de secuencia determinada indica que el paciente padece una deficiencia asociada con VKORC1.
Preferentemente, la anomalia de secuencia se selecciona de entre el grupo consistente en V29L, V45A, R58G, R98W,
L128R e Y139C.

Ya se han descrito detalladamente métodos para obtener muestras. Los métodos para la deteccion del polipéptido
VKORC1 con una anomalia de secuencia no estan particularmente limitados, siempre que el método permita la
deteccién especifica de la proteina que porta la(s) anomalia(s) de secuencia. Ejemplos de dichos métodos incluyen
preferentemente la deteccidén inmunohistoquimica, inmunoblotting, preferentemente Western blotting, y ELISA del
polipéptido, con particular preferencia con anticuerpos especificos del polipéptido VKORC1 con una anomalia de
secuencia tal como se ha definido anteriormente. El analisis de anomalias de secuencia a nivel de la secuencia de
aminodcidos no esta particularmente limitado y se puede llevar a cabo por ejemplo por medio de los anticuerpos de
VKORC1 que reconocen especificamente y se unen al polipéptido VKORC1 que tiene una o mas anomalias de
secuencia.

Preferentemente, los métodos de diagndstico se utilizan para diagnosticar enfermedades y/o trastornos seleccionados
de entre resistencia a la warfarina, deficiencia familiar multiple del factor, trastorno o enfermedad asociada a la
coagulaciéon reducida o anulada de la sangre, tal como hemofilia y trastornos asociados a la calcificacion vascular
reducida, enfermedades y/o trastornos asociados a la gamma-carboxilacion alterada de las proteinas dependientes de
la vitamina K.

Ademas, los métodos de diagndstico se pueden utilizar también para diagnosticar trastornos y enfermedades asociadas
a un aumento de la coagulacién sanguinea, incluyendo pacientes y/o pacientes con un alto riesgo de desarrollar un
trombo debido a una anomalia de secuencia en el polipéptido VKORC1 o en su gen, enfermedades y/o trastornos
asociados con la gamma-carboxilacion mejorada de las proteinas dependientes de la vitamina K.

En otro aspecto, la presente solicitud proporciona un método para identificar un derivado de cumarina que ejerce un
efecto inhibidor sobre la actividad de un polipéptido VKORC1 con al menos una anomalia de secuencia, el cual
comprende las etapas de:

l. proporcionar una célula que expresa el polipéptido VKORC1, preferentemente un polipéptido codificado por
una secuencia seleccionada de entre el grupo consistente en 3, 4, 5, 6, 7, 14 y 94;

1. administrar un derivado de cumarina candidato a la célula;
M. determinar la actividad del polipéptido VKORC1 (valor de actividad de la anomalia de secuencia); y
V. comparar el valor de actividad de la anomalia de secuencia con el valor de actividad de la secuencia de control,

V. identificar el derivado de cumarina candidato como derivado de cumarina que ejerce un efecto inhibidor sobre
la actividad de un polipéptido VKORC1, cuando la administracion del derivado de cumarina candidato resulta
en un valor de actividad de la anomalia de secuencia que es significativamente mas bajo que el valor de
actividad de la secuencia de control.
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De forma especialmente preferente, el valor de actividad de la secuencia de control se determina por medio de un
método que comprende las etapas de:

l. proporcionar una célula que expresa el polipéptido VKORC1 de la reivindicaciéon 1, preferentemente un
polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO:1 6 12;

1. administrar cumarina a la célula;
M. determinar la actividad del polipéptido VKORC1 (valor de actividad de la secuencia de control).

La actividad del polipéptido VKORC1 se puede determinar tal como se describe detalladamente mas arriba, y se puede
adoptar el método a partir del método descrito en el Ejemplo 7. Dicho método de identificacién de un derivado de
cumarina sirve para identificar derivados de cumarina que se pueden utilizar como anticoagulantes en pacientes con
resistencia a la warfarina.

En otro aspecto, la presente solicitud proporciona un método de identificacion de un derivado de cumarina que es
toxicolégicamente eficaz en roedores resistentes a la warfarina, el cual comprende las etapas de:

I proporcionar un roedor resistente a warfarina;
1. administrar un derivado de cumarina candidato al roedor;

M. determinar la toxicidad del derivado de cumarina candidato sobre el roedor (valor de toxicidad del derivado de
cumarina candidato);

V. comparar el valor de toxicidad del derivado de cumarina candidato con un valor de toxicidad de una cumarina
control; e

V. identificar el derivado de cumarina candidato como derivado de cumarina toxicolégicamente eficaz, siempre
que el valor de toxicidad del derivado de cumarina candidato sea significativamente mas alto que el valor de
toxicidad de la cumarina control,

Preferentemente, el roedor resistente a warfarina es un roedor transgénico para el polipéptido VKORC1 tal como se ha
definido anteriormente, donde el polipéptido VKORC1 contiene al menos una anomalia de secuencia, que provoca la
resistencia a la warfarina, preferentemente un polipéptido codificado por la secuencia de acuerdo con la SEQ ID NO:14
0 una rata resistente a la warfarina comercialmente disponible o una rata salvaje capturada con resistencia a la
warfarina. En particular, el polipéptido VKORC1 es el polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO:12 y la anomalia de
secuencia se selecciona de entre el grupo consistente en V29L (85 G>T), V45A (134 T>C), R58G (172 A>G), R98W
(292 C>T), L128R (383 T>G) e Y139C (416 A>G).

La muestra puede ser cualquier érgano, tejido, fluido corporal o sonda siempre que contenga ADN gendmico o ARNm
procedente de la rata que ha de someterse a prueba. Preferentemente, la muestra es sangre, tejido de la cola o del
oido, orina o heces. Se proporcionan mas detalles sobre el método en el Ejemplo 9.

Se han descrito roedores resistentes a warfarina (Kohn & Pelz, 1999) y se pueden obtener de suministradores
comerciales (por ejemplo, The Federal Biological Research Center for Agriculture and Forestry, Institute for Nematology
and Vertebrate Research, Toppheideweg 88, 48161 Minster, Alemania). En un aspecto preferente, el roedor resistente
a warfarina es un roedor transgénico para el polipéptido VKORC1 que contiene al menos una anomalia de secuencia,
anomalia de secuencia que provoca la resistencia a la warfarina. En particular, el polipéptido VKORC1 que contiene al
menos una anomalia de secuencia es el polipéptido codificado por la secuencia de acido nucleico de acuerdo con las
SEQ ID NO:3 a 7, y 15, y la anomalia de secuencia se selecciona de entre el grupo consistente en V29L (85 G>T),
V45A (134 T>C), R58G (172 A>G), R98W (292 C>T), L128R (383 T>G) e Y139C (416 A>G). Se han descrito
anteriormente los métodos para generar el roedor, en particular ratones transgénicos para los polipéptidos de VKORC1
enumerados.

El uso de cebadores para PCR de acuerdo con las SEQ ID NO. 88 a 91 puede determinar si una rata tiene o no un
genotipo de resistencia a la warfarina en una muestra obtenida de una rata.

La administracion de cumarina y sus derivados no esta particularmente limitada. Las composiciones toxicolégicamente
eficaces que contienen tipicamente cumarina (warfarina) se formulan como composiciones granulares de cebo que
contienen aproximadamente de 50 a 300 ppm, preferentemente alrededor de 250 ppm, de cumarina y sus derivados. El
cebo se formula tipicamente con un 0,5% hasta un 2,5% de concentrado de warfarina en un ligante adecuado, tal como
aceite de maiz. Cuando se utiliza aceite de maiz como ligante, puede estar presente en una cantidad de
aproximadamente un 0,5% hasta aproximadamente un 2% de la composicion total. El ligante y la warfarina se mezclan
entonces, por ejemplo, con un producto basado en cereales, harina de maiz, avena arrollada, alimentos mixtos para
animales y productos similares conocidos en la técnica. La administracion, es decir la cantidad, formulacion, frecuencia
y duraciéon de la administracidon, puede seguir protocolos estandar para evaluar la toxicidad de la warfarina en los
roedores, preferentemente sigue protocolos estandar para evaluar el valor de dosis letal 50 (LDso) para determinado
veneno que ha de someterse a prueba, todo ello generalmente conocido por el especialista y descrito en el Ejemplo 9.
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Para que el derivado de cumarina sea toxicolégicamente eficaz es conveniente que se exijan multiples ingestiones para
matar el roedor, de forma que no desarrolle rechazo al cebo. Por tanto, es preferible repetir cierto nimero de veces la
administracion de las composiciones con el derivado de cumarina candidato. Normalmente, los roedores empiezan a
morirse después de cuatro o cinco dosis diarias de las composiciones. Ademas, puede resultar preferente suprimir el
dolor en las ratas con el fin de reducir su sufrimiento durante los experimentos mediante la administraciéon de agentes
supresores del dolor generalmente conocidos por el especialista. La inclusion de supresores del dolor en la composicion
de cumarina y del derivado de la cumarina puede resultar ademas ventajosa para suprimir también la posibilidad de que
los roedores desarrollen rechazo al cebo.

Después de la administracién, se determina la toxicidad del derivado de cumarina candidato en el roedor, lo que resulta
en el valor de toxicidad del derivado de cumarina candidato. Los métodos para determinar la toxicidad de los derivados
de cumarina candidatos son generalmente conocidos por el especialista e incluyen el analisis de la LDsp, analisis de la
coagulacién sanguinea mediante la determinacién del tiempo de protrombina, por ejemplo, por medio del protocolo del
coeficiente internacional normalizado (INR). El valor determinado para la toxicidad del derivado de cumarina candidato
se compara entonces con un valor apropiado de toxicidad de la cumarina control determinado en base a someter un
espécimen diferente de roedor resistente a la warfarina al mismo tratamiento pero cambiando la administracion del
derivado de cumarina por la administracion de una composicidon estandar de cumarina para roedores a la que los
roedores son resistentes, comunmente utilizada para el control de plagas. Se utilizan para el control las mismas
condiciones experimentales descritas anteriormente para la administracion del derivado de cumarina candidato. Cuando
el valor de toxicidad del derivado de cumarina candidato es igual o, en particular, significativamente mas alto
estadisticamente que el valor de toxicidad de la cumarina control, el derivado de cumarina candidato representa un
derivado toxicolégicamente eficaz de la cumarina.

Una composicién para matar roedores comprende una cantidad toxicoldgicamente eficaz de los derivados de cumarina
identificados por el método descrito anteriormente. La formulacion de las composiciones de cebo que contienen
cumarina y su derivado de cumarina han sido descritas mas arriba. Una formulacién tipica tiene los constituyentes
siguientes: % de ingredientes: soporte de grano 94%; aceite de maiz 1,0%, cumarina o concentrado del derivado de
cumarin (0,5%) 5,0; total 100,0%.

Una composicidon coagulante farmacéutica comprende un compuesto seleccionado de entre el grupo consistente en el
polipéptido VKORCH1, el acido nucleico del VKORC1, la proteina de fusién tal como se ha definido anteriormente, el
vector tal como se ha definido mas arriba, la célula huésped tal como se ha definido anteriormente, opcionalmente
combinada con un soporte farmacéuticamente aceptable.

Un método para tratar un paciente con necesidad de dicho tratamiento comprende la etapa de administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz de la composiciéon coagulante farmacéutica. Se puede utilizar el método para
tratar a un paciente que sufre de deficiencia asociada con VKORC1.

Una composicion farmacéutica anticoagulante comprende un compuesto seleccionado de entre el grupo consistente en
el ARNsi y/o ARNsh tal como se han definido anteriormente, el ADN o ARN antisentido tal como se ha definido mas
arriba, el aptamero de ARN tal como se ha definido anteriormente, el anticuerpo tal como se ha definido mas arriba,
opcionalmente combinada con un soporte farmacéuticamente aceptable.

Un método para tratar a un paciente con necesidad de dicho tratamiento comprende la etapa de administrar al paciente
una cantidad terapéuticamente eficaz de la composicion farmacéutica anticoagulante.

La presente invencion se refiere a utilizaciones de un polipéptido VKORC1 o un &acido nucleico de VKORC1 para la
gamma-carboxilacion de polipéptidos dependientes de la vitamina-K, asi como a los métodos respectivos.
Preferentemente, el polipéptido dependiente de la vitamina-K gamma carboxilado es un polipéptido seleccionado de
entre el grupo consistente en el factor de coagulacién sanguinea Il, VII, IX, X, proteina C, proteina S, proteina Z,
proteina de matriz gla y la osteocalcina. En una realizacion preferente, se utiliza el VKORC1 en combinacion con al
menos un compuesto adicional preferentemente en un contexto celular, compuesto adicional que esta seleccionado de
entre el grupo compuesto de vitamina K, citocromo B5, y un acido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-
carboxilasa, para la epoxidehidrolasa microsomal, para la calumenina o para la glutation-S-transferasa.

A continuacion la invencion se ilustra con la ayuda de las figuras y los ejemplos, sin que la invencion se limite a los
mismos.

Ejemplos

Ejemplo 1: Caracterizacion de la region gendémica candidata

Se ha mapeado el locus para la deficiencia combinada del factor de coagulaciéon dependiente de la vitamina K de tipo 2
(VKCFD2) con la regién pericentromérica del cromosoma 16 entre los marcadores D16S3131 y D16S419 [Fregin y col.,
2002]. Esta region comprende aproximadamente 20 Mb. Los genes responsables de la resistencia a la warfarina en
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ratas (Rw) y ratones (War) habian sido mapeados en el cromosoma 1 [Kohn y col., 1999] y el cromosoma 7 [Wallace,
1976; Greavses & Ayres, 1967] en estrecha conexion con el gen de cadena ligera 2 de miosina (Myl2). El ortélogo
humano de Myl2, HUMMLC2B, se localiza en el cromosoma 16p11 dentro de la regiéon candidata de VKCFD2 y forma
parte de un grupo de enlace de genes conservados. En base a esta sintenia y a consideraciones bioquimicas, se
plantea la hipotesis de que VKCFD2 vy la resistencia a la warfarina pueden deberse a mutaciones alélicas del mismo
gen. Si es asi, esto reduciria el intervalo critico en humanos a una region de aproximadamente 4,5 Mb entre el gen
receptor de interleucina 4 (IL4R) y el gen de cadena alfa M integrina (ITGAM) en el brazo corto del cromosoma 16 (Fig.

1).

De acuerdo con el montaje del genoma, esta region contiene 141 genes Ensembl con aproximadamente 1.000 exones.
De entre estos genes, se anotaron como conocidos 117. Muchos de estos genes se pudieron excluir de otro analisis
debido a que su funcién estaba bien establecida y obviamente no relacionada con las etapas metabdlicas del ciclo de la
vitamina K. Por otra parte, se incluyen los genes aguas arriba y aguas abajo de esta region, los cuales se consideraban
como candidatos funcionales en el estudio de la mutacion.

Ejemplo 2: Estudio de la mutacién

Utilizando ADN gendmico procedente de dos sujetos con VKCFD2 y tres con WR, se inicié un estudio sistematico de la
mutacion mediante secuenciacion comparativa de los genes candidatos restantes. Se han descrito anteriormente los
datos clinicos de las familias con VKCFD2 [Oldenburg y col., 2000]. Se determinaron los pacientes resistentes a la
warfarina debido a su respuesta anormal a la administracion oral de warfarina durante el tratamiento o la prevencién
contra la trombosis. Los pacientes C y E son casos esporadicos. El paciente D tiene dos hermanos que padecen
también de resistencia a la warfarina. Los pacientes C y D necesitaron aproximadamente 150-250 mg de warfarina por
semana para conseguir un rango terapéutico de anticoagulacién oral, mientras que el paciente E no mostré ninguna
respuesta. Todos los pacientes dieron su consentimiento informado antes de su participacion.

Sorprendentemente, se encontraron mutaciones de sentido erroneo en un gen de funcion desconocida en todos los
sujetos con VKCFD2 y WR estudiados (Fig. 2). Este gen (IMAGE3455200) abarca una region gendmica de 5.126 pb y
comprende tres exones que codifican para una proteina de 163 aminoacidos. Se denomind proteina 1 de reciclaje de
vitamina K-epoxido (VKORC1). Se descubrié que ambos pacientes con VKCFD2 no relacionados y sus hermanos
afectados albergaban la misma mutacion de un punto homocigoto en el tercer exén (292 C>T) mientras que se
descubrié que los padres eran heterocigotos. La mutacion se debe a la sustitucién de arginina por triptéfano en el
residuo 98 de los aminoacidos (R98W). Las familias son de origen aleman y libanés. Los haplotipos en la regién de
homocigosidad alrededor del gen mutado eran diferentes en ambas familias, indicando eventos independientes de
mutacion. En los pacientes con WR, se descubrieron tres mutaciones heterocigotas diferentes conduciendo a una
sustitucion de valina por leucina (paciente C: V29L), una sustitucion de arginina por glicina (paciente D: R58G) y un
intercambio de leucina por arginina (paciente E: L128R). La mutacion R58G es compartida por los dos hermanos
afectados del paciente con indice D. No existian mutaciones de sentido erréneo en los 384 cromosomas de control. La
secuenciacion de los cromosomas de control reveld dos polimorfismos de un solo nucleétido no sinénimos (C43C;
L120L).

Se obtuvieron secuencias del genoma y su anotacion de NCBI, UCSC y Ensembl. Se disefiaron cebadores para el
estudio de la mutacién por medio del software Primer3 integrado en una rutina, el ExonPrimer, para permitir el disefio
automatico del cebador. Para el estudio de la mutacion, se amplificaron exones con cebadores intrénicos y se
analizaron fragmentos amplificados mediante secuenciacién directa con el kit de secuenciacion BigDye Terminator
Cycle (ABI). Se podia disponer de las secuencias de cebadores mediante solicitud. Se realizaron predicciones de la
topologia por medio de TMPRED y TMHM.

Ejemplo 3: Homologiay estructura proteica

Un ortélogo del gen VKORC1 estaba presente en los ratones (NM_178600) y los ortélogos en ratas y en Fugu rubripes
se establecieron por medio de busquedas de homologia y RT-PCR (Fig. 3). Las proteinas correspondientes comparten
del 79% al 84% de identidad con la proteina humana. Las busquedas en la base de datos no mostraron homologia con
un gen conocido ni tampoco con ningun dominio proteico caracterizado. Los programas de prediccion de la topologia
anticiparon tres dominios transmembrana (TM). El primer TM se sitla entre los residuos 10 y 29 en todos los programas
ensayados. Las predicciones son discordantes para el segundo y el tercer TM, que estan localizados entre los
aminoacidos 100 y 150. El servidor PSORTII predijo una sefial de retencién en la membrana del ER (KKXX o KXKXX)
en la posicion 159-163 del VKORC1 humano con una probabilidad del 67% [Jackson y col., 1990]. La secuencia de
consenso estaba presente también en las demas proteinas de VKORC1. Esto coincide con el emplazamiento probable
del complejo de VKORC1 dentro del sistema de membrana del RE [Cain y col., 1997].

Las busquedas Tblastn con VKORC1 detectaron un gen homoélogo humano (BC027734) y de raton (AK009497) que
mostraban cada uno un 50% de identidad de proteina. Ambos ARNm se predijeron erréneamente para codificar para
proteinas que no muestran homologia con VKORCH1. La proteina humana predicha empieza en la tercera metionina. La
secuencia de ARNm de ratén es incompleta con una proteina predicha en un marco de lectura diferente. Se establecio
el ADNc completo en ratén asi como en Fugu rubripes y parcialmente en rata. Estas proteinas se designaron proteina 1
de tipo VKORC1 (VKORC1L1). Las proteinas humana, de ratén y de rata VKORC1L1 comparten aproximadamente un
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84% de identidad entre si y aproximadamente un 50% de identidad con las proteinas de VKORC1 correspondientes. Se
detecté ademas una proteina homoéloga en Xenopus laevis (AAH43742) y, con una homologia mas débil (1e-14), en
Anopheles gambiae (EAA06271). Tres analisis sugirieron que ambas de estas proteinas son ortélogas al gen VKORCH1.

Ejemplo 4: Analisis de la expresion

Parece que VKORC1 se expresa ampliamente. La entrada correspondiente en UniGene contiene mas de 100 ESTs en
varios tejidos. La expresion de VKORC1 en tejidos humanos fetales y adultos se examina por analisis Northern blot. Con
este fin, los Northern blots de multiples tejidos humanos (Fetal Blot 1, Stratagene; Human 12-Lane, BD Clontech)
contenian 2 ug de poli(A)+-ARN. Se radioetiqueté ADNc humano de longitud completa de VKORC1 utilizando el sistema
de etiquetado de ADN con cebadores aleatorios (Invitrogen Life Technologies) y se hibridizd utilizando High-
Performance Hybridization Solution miracleHyb (Stratagene). Para la hibridaciéon de control, se utilizé6 una sonda de -
actina suministrada con el Northern blot de multiples tejidos.

Se pueden observar los niveles mas altos de expresion de VKORC1 en higado fetal y de adulto (Fig. 4). Se observaron
también altos niveles de expresion en corazén, rifién y pulmoén fetales, asi como en corazén y pancreas adultos. El
cerebro fetal, placenta adulta y misculo esqueletal mostraron niveles intermedios de expresion. Se detectaron niveles
menores de expresion en cerebro, pulmoén y rifion adultos.

Ejemplo 5: Clonacion de VKORC1 y construccion de los vectores de expresion

La amplificaciéon de la secuencia de codificacion completa de VKORC1 se realizé a partir de ADNc de higado y rifidén
humanos (Marathon-Ready cDNA, BD Biosciences Clontech) con los siguientes cebadores incluidos los sitios de
segmentacioén para Hindlll y EcoRlI:

VKORC1-HindllI-F: ATTAAGCTTCACCATGGGCAGCACCTGGGGGAGCCCT (SEQ ID NO:53);
VKORC1-EcoRI-R: ATTGAATTCCGTGCCTCTTAGCCTTGCCCTG (SEQ ID NO:54).

Se cloné el producto en el vector pBluescript Il (Stratagene) que se segmentd con las enzimas de restriccion
correspondientes y se comprobd por secuenciacion directa. Para los experimentos de inmunocitoquimica, se volvié a
clonar el inserto en vectores de expresion de mamiferos pEGFP-N1 (BD Biosciences Clontech) y pcDNA3.1/myc-His
(Invitrogen).

Para los estudios de expresion, el ADNc de VKORC1 se cloné en el vector pcDNA3 (Invitrogen) después de la
amplificacion con los cebadores VKORC1-pcdna3-F: GGGCGGAAGCTTGAGATAATGGGCA (SEQ ID NO:92) y
VKORC1-pcdna3-R: GCTTGAATTCAGGGCTCAGTGC (SEQ ID NO:93). Se realiz6 la mutagénesis por medio del kit de
mutagénesis QuikChange (Stratagene). Se volvieron a clonar los ADNc mutados y de tipo salvaje para la expresiéon en
pCEP4 (Invitrogen) utilizando los sitios Hindlll y Xhol. Se comprobaron todas los constructos por secuenciacion.

Ejemplo 6: Cultivo celular, transfeccion transitoria e inmunocitoquimica y localizacion subcelular

A partir de experimentos de fraccionacion bioquimica, se sabe que la actividad de VKORC1 se purifica con la fraccion
microsémica de membrana [Cain y col., 1997]. Ademas, se ha localizado la gamma-glutamil-carboxilasa en la
membrana del reticulo endoplasmico por inmunocitoquimica [Presnell, 2002#31]. Con el fin de estudiar la localizacién
subcelular del VKORC1 humano, se generaron constructos de la proteina de fusion de VKORC1 etiquetada con el
epitopo GFP y myc para experimentos de transfeccion transitoria de células COS-7. Se utilizaron anticuerpos primarios
contra las etiquetas con epitopos y anticuerpos secundarios etiquetados con fluorocromo para visualizar las proteinas
de fusioén. Un anticuerpo contra la proteina especifica del RE, la calnexina, sirvié de control. Con este fin se mantuvieron
células COS-7 (DSMZ, Braunschweig) en medio Eagle modificado por Dulbecco con un 10% de suero de ternera fetal.
Se colocaron las células sobre placas recubiertas de vidrio en placas de seis pocillos y, después de 18-24 horas en
cultivo, se transfectaron con los constructos del vector de expresion utilizando Effectene (QIAGEN) de acuerdo con las
especificaciones del fabricante. Tras 48-60 horas mas de cultivo, se lavaron las células con PBS y se fijaron en un 70%
de acetona / 30% de metanol a -20°C durante 15 minutos. Después de la fijacion, las células se permeabilizaron en
PBS, un 0,1% de Nonidet P-40 (SIGMA N-6507), y luego se bloquearon con PBS, un 2% de BSA y un 0,1% de NP-40 a
37°C. Los anticuerpos primarios, Living Colors A.v. (JI-8) (BD Biosciences Clontech), anticuerpo anti-myc (Invitrogen) y
anti-calnexina (SIGMA) se diluyeron (1:100) en la solucion bloqueante y se incubaron durante 45 minutos a 37°C. Las
plaquitas recubiertas se lavaron en PBS, un 0,1% de NP-40 durante 30 minutos. Se utilizaron los mismos
procedimientos de incubacion y lavado para los anticuerpos secundarios, es decir, anti-raton-IgG-FITC (SIGMA) y anti-
conejo-lgG F(ab')2 fragmento-Cy3 (SIGMA). Las placas recubiertas se contratifieron con DAPI (1:500) durante 1 minuto,
se lavaron con agua desionizada, se montaron en placas utilizando Vectashield (Vector) y se visualizaron por medio de
un microscopio de fluorescencia Leica.

La inmunofluorescencia verde de las proteinas de fusién de VKORC1 decoraba las estructuras de tipo malla del RE
dentro del citoplasma y se co-localizaron perfectamente con la etiqueta del marcador de RE, calnexina (rojo) (Fig. 5).
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Ejemplo 7: Ensayo para determinar la actividad enzimatica de VKORC1

Se cultivaron células HEK293-EBNA (Invitrogen) en MEM con un 10% de FCS. Para cada experimento, se colocaron en
placas 6 x 10° células en placas Petri de 94 mm. Después de 30 horas a 37°C y un 5% de CO,, se realizd la
transfeccion (20 ug de constructo de ADN por placa) utilizando el método de fosfato de calcio. Tras 40 horas a 35°C y
un 3% de COso, se lavaron las células transfectadas (casi cultivadas hasta confluencia) en PBS, se cosecharon y se
lisaron en 450 pl de imidazol 0,25 mM, (pH = 7,6), 0,5% de CHAPS. Se comprobd la eficacia de la transfeccion
mediante secuenciacién de los productos por RT-PCR de una parte alicuota de las células.

Se midio la actividad enzimatica de VKOR con 30 pl de los extractos de células totales, que se resuspendieron en 500 pl
de tampén A (0,25 mM imidazol, (pH = 7,6), 0,5% de CHAPS). Luego se afadieron 20 pl de DTT 125 mM con un minuto
de incubacién. Después se afadieron 5 pl de CaCl, 400 mM, y warfarina en 10 yl de DMSO (concentracion final de 0-80
MM). La reacciéon empezé por la adicion de 2 ul de vitamina K-2,3-epodxido (concentracion final de 5 uM) y se incub6 a
30°C durante una hora. Se interrumpid la reaccion con la extraccion del sustrato (vitamina K-2,3-epoxido) y de los
productos de reaccidon (vitamina K-quinona e hidroquinona) utilizando 1 ml de 2-propanol/hexano (3:2,
volumen/volumen); se recogié el sobrenadante organico, se secd y se redujo en 50 pl de metanol y se analizé con una
HPLC a 254 nm. La vitamina K-quinona se separo del epoxido por HPLC en columna C18 de fase inversa. Durante el
procedimiento de extraccion, la vitamina K-hidroquinona se oxidé cuantitativamente en forma de quinona. La produccién
de la HPLC se analizé automaticamente mediante el calculo de la zona por debajo de la linea de extincién de cada pico.
El porcentaje de conversion del sustrato se evalud fijando la zona del pico de sustrato residual (epoxido) mas el pico de
producto (quinona) como 100 por ciento. Las mediciones se realizaron por duplicado y la actividad se da como
porcentaje de sustrato convertido en quinona. Se preparé vitamina K-2,3-epdxido mediante oxidacion de la vitamina K-
quinona (Sigma-Aldrich) con H20.. Se afiadié warfarina (Sigma-Aldrich) en DMSO (< 1% en volumen).

La dosis-respuesta a la inhibicion de la warfarina se midié a 5 hasta 80 uM de concentracion final (Walin & Martin,
1985). Las células no transfectadas y mock-transfectadas mostraron baja actividad basal, lo cual demostraba la
sensibilidad a la warfarina. La sobreexpresion de VKORC1 de tipo salvaje resulté en un estimulo de choque de la
actividad de VKOR. La produccion de vitamina K-quinona aumenté en 14 a 21 veces en comparacion con las células no
tratadas y mock-transfectadas. La actividad fue inhibida por la warfarina de forma dosis-dependiente (Figura 10).

Se determind también la actividad de VKOR después de la transfeccidén con constructos de VKORC1 mutado (Figura
10). La expresion recombinante de la mutacion R98W observada en las dos familias de VKCFD2 aumenté solo
ligeramente la actividad de VKOR en las células HEK293. Los episodios espontaneos de sangrado y los altos niveles en
suero de vitamina K-epoxido en estos pacientes sugieren que la eficacia del reciclaje de vitamina K se reduce
drasticamente también in vivo (Oldenburg y col., 2000). Las cinco mutaciones de WR mostraron una actividad reducida
de VKOR que oscilaba entre el 5% en la variante L128R y el 96% en la mutacion V29L. Las mutaciones V45A, R58G e
Y139C mostraron aproximadamente un 23%, 21% y 48% de actividad respectivamente (Tabla 1). La actividad reducida
de VKOR asociada con la demanda mas alta en vitamina K, asi como la muerte por sangrado espontaneo se observé
en ratas Rw heterocigotas y homocigotas (Martin y col., 1979, Thijssen & Pelz 2001, Fasco y col., 1983b). De forma
similar, en nuestro sistema de expresion que imita condiciones homocigotas, las mutaciones de WR condujeron a una
eficacia funcional mas baja del complejo de VKOR. Mientras a nivel fenotipico todas las variantes de WR mostraron al
menos una resistencia parcial hacia el efecto de anticoagulacién de la warfarina, ambas proteinas de tipo salvaje y
mutantes fueron sensibles a la warfarina in vitro. A concentraciones por encima de 20 yM, las mutaciones V29L e
Y139C conservaron actividades de VKOR mas altas que el tipo salvaje, mientras que en las mutaciones V45A, R58G,
L128R, la actividad de VKOR cay6 por debajo del limite de deteccion (Figura 10).

Ejemplo 8: Método para diagnosticar una anomalia de secuencia de VKORC1 (Ejemplo de Referencia)

Se aisla el ADN gendémico del espécimen (paciente humano o mamifero) segun los procedimientos estandar bien
conocidos por el especialista. EI ADN gendémico del exdon deseado (1-3) de VKORC1 se amplifica por PCR utilizando
cebadores especificos que puede disefiar también el especialista. El producto de PCR se purifica entonces por medio,
por ejemplo, de SAP/Exo (fosfatasa alcalina del camardn y exonucleasa) en condiciones estandar. El ADN purificado se
somete entonces a procedimientos de secuenciacion estandar tales como: adicion de 0,3 ul de un cebador que es 10
pmol/pl (cebador hacia adelante o inverso) a 1 pl del producto purificado por PCR; seguido de la adicién de 8 pl de
DTCS-Mix (Beckman-Coulter) y 10,7 pl de agua, seguido de secuenciacion del ciclo a

Primera fase 96°C 60 segundos
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos

Alineamiento Cebadores especificos (55-60°C) 30 segundos

Alargamiento 60°C 4 minutos

Después de la secuenciacion del ciclo, sigue la purificacion por precipitacion:
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e afadir 2 yl de EDTA 100 Mm, 2 ul de NaOAc 5M (pH 4,8), 1 ul de Glycogen, agitar,
e afadir 60 pl de etanol al 95%, agitar,

e centrifugacion a 13.000 g (10 min),

e eliminar el sobrenadante,

e lavar los granulos con 180 pl de etanol al 70%

e secar los granulos,

e reducir los granulos en 35 pl de Solucion de Carga de Muestra (SLS).

Después, las sondas se pipetean en una placa de microvaloracion recubierta de una gota de aceite de parafina. Luego,
sigue la separacién en el secuenciador a 4,2V durante 60-120 minutos. Se analizan los datos en bruto y las secuencias
se alinean con las secuencias de control utilizando el software CEQ 2000 XL (Versién 4.3.9, Beckman Coulter). Las
diferencias entre las secuencias de control (preferentemente la secuencia de acido nucleico genémico de VKORC1 o su
secuencia de codificacion segun la SEQ ID NO:2) y el ADN secuenciado indican que la secuencia de las sondas
representa un acido nucleico de VKORC1 que contiene una anomalia de secuencia.

Ejemplo 9: Ensayo basado en PCR para determinar la resistencia a la warfarina en ratas (Ejemplo de
Referencia)

Para determinar si una rata (Rattus norvegicus) es o no es resistente a la warfarina, es decir si la secuencia de
codificacion de VKORC1 de acuerdo con la SEQ ID NO.13 porta una mutacién Y139C (416A>G), se empled el siguiente
ensayo basado en ARMS-PCR utilizando heces de rata como fuente de ADN gendmico de rata.

El principio del ensayo consiste en incluir en la reaccion PCR (1) un cebador para PCR (rVKORC1-innerF) que se
hibridiza especificamente a la secuencia de ADN que contiene el alelo mutado 416G resistente a la warfarina y (2) otro
cebador para PCR (rVKORC1-innerR) que se hibridiza especificamente a la secuencia de ADN de tipo salvaje que
contiene el alelo de tipo salvaje 416A. Ademas, estos dos cebadores estan orientados en direcciéon opuesta, de modo
que se emparejan con uno de dos cebadores adicionales para PCR incluidos en la reaccién. Estos ultimos cebadores
estan localizados a distintas distancias en direccion a y en direccion opuesta a con respecto al sitio 416 y, como
consecuencia, dependiendo de si el sitio 416 esta mutado o no, el cebador rVKORC1-innerR o el cebador rVKORC1-
innerF se alineara y la reaccion PCR resultara en ADN amplificado de un tamafio diferente, lo que indica el genotipo de
la rata cuyo ADN ha sido analizado. En ratas de tipo salvaje, la reaccion PCR resultara en una banda de 123 pb,
mientras que en ratas homocigotas a la mutacién 416G, la reaccion PCR producira una banda a 101 pb. Finalmente, en
ratas con un genotipo heterocigota, la reaccion PCR dara lugar a dos bandas, una banda a 101 y la otra a 123 pb.

El ADN gendmico se aisldé de las heces utilizando procedimientos estandar de aislamiento de ADN generalmente
conocidos por el especialista. Se combinaron los siguientes componentes en una reacciéon PCR: 1 pl de ADN (rata), 1 pl
de Betaina 5M (Sigma), 2 pmol de Cebador-outerF (1 pl de una dilucion al 1:50), 2 pmol de Cebador-outerR (1 pl de una
dilucién al 1:50), 10 pmol de Cebador-innerF (1 pl de una dilucién al 1:10), 10 pmol de Cebador-innerR (1 pl de una
dilucién al 1:10), 0,25 pl de Taqg/Pfu-Polimerasa (1,25 U Taq (Invitrogen) y 0,25 U Pfu (Stratagene)), afiadir 25 pl de
tampon de PCR (1 ml de tampdn de PCR contiene: 100 ul de 10 x tampdn de PCR (Invitrogen), 160 pl de solucion
madre de nucledtidos (1,25 mM de dNTPs), 30 pl de MgCl,, 610 pl de agua destilada). Las condiciones de PCR fueron:
95°C durante 3 min, seguido de 32 ciclos de 95°C durante 20 segundos, 62°C durante 20 segundos, y 70°C durante 10
segundos. Finalmente, la reaccién se incuba a 70°C durante 3 minutos. Los productos de PCR se separaron por
electroforesis en gel en un 3,5% de TAE-Agarosa-Gel con bromuro de etidio (10 pl de una solucion madre al 1% para
cada 100 ml). La electroforesis en gel se mantuvo durante 30 minutos a 130V.

Se utilizaron los siguientes cebadores:
e rVKORC1-outerF: ATC CTG AGT TCC CTG GTG TCT GTC GCT G (SEQ ID NO:88),
e rVKORC1-outerR: TCA GGG CTT TTT GAC CTT GTG TTC TGG C (SEQ ID NO:89),

e cebador "rVKORC1-innerF" para PCR especifico del alelo mutante 416G: TGA TTT CTG CAT TGT TTG CAT
CAC CAC ATG (SEQ ID NO:90),

e cebador "rVKORC1-innerR" para PCR especifico del alelo de tipo salvaje 416A: CAA CAT CAG GCC CGC ATT
GAT GGA AT (SEQ ID NO:91).

Para este ensayo se utilizaron ratas (Rattus norvegicus) con y sin resistencia a la warfarina. Los resultados de la PCR
se muestran en la Figura 13. Las ratas de tipo salvaje mostraban una banda a 123 pb, las ratas homocigotas a la
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mutacion mostraban una banda a 101 pb y, finalmente, las ratas con la mutacion heterocigota mostraban dos bandas,
una banda a 101 y la otra a 123 pb.

Consecuentemente, estos datos demuestran que este ensayo se puede emplear para determinar si determinada rata es
0 no es resistente a la warfarina. Estos ensayos son muy versatiles con el fin de manejar el control de plagas en
determinada region, ya que el conocimiento de la frecuencia de ratas resistentes a la warfarina es critica para decidir
qué pesticida puede ser empleado eficazmente. Si en determinada regién predominan en gran medida las ratas
resistentes a la warfarina, la warfarina y analogos de la misma resultan ser un medio inadecuado para matar las ratas.
Sin embargo, si la frecuencia determinada de ratas resistentes a la warfarina es baja, se puede utilizar eficazmente la
warfarina para combatir los roedores.
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ggctggtgga

gttgcatctt

tcctgatget

tgttcttegt

gcctgatgtyg

ctacacacta

gctgagcetcec

gnfﬂrnfnnf

gctcagtttce

ccctggetgg

gcacgtgaag

cgccatcage

gecatgtgcetg

ctacacacta

gctgagetece

gctctatgat

gctecagttte

ES 2379764 T3

cagctattgt

ctggtgtctc

LLLLgeate

cggaaggtcc

30

gtgcggcteg

gcggcgegceyg

tgtteocgegeg

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtcte

ttctgcattg

cggaaggtce

taggttgect

tcgetggtte

tttotatcac
cLigtTattcac

aagaacccca

ctctttgeet

cccgggacceg

tettctecte

gcatcctcaa

taggttgect

tecgectggttce

tttgtatcac

aagaacccca

gcggacacgce

tgtctacctg

gggcaaggct

gacgggctta

ggattaccgc

caggtgggge

tcaatccaac

gtggacacgc

tgtctacctyg

cacctatgcet

gggcaaggct

300

492

60

120

180

240

300

360

420

480

492



atgggcagca

gtgctctege

gcgctectgeg

aggggtttecg

agcatattcg

tgggcectcetg

gcectggatcec

atcaacgtga

aagaggcact

cctgggggag

tctacgcget

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatctt

tcctgatget

tgttcttegt

gcctgatgtg

ga

<210> 5

<211>
<212>
<213>

<400>

492
ADN

Homo sapiens

5

atgggcagca

gtgectcectege

gcgectetgeg

aggggtttcg

agcatattcg

tgggcctctg

gecctggatcee

atcaacgtga

aagaggcact

cctgggggag

tctacgeget

acgcgggcac

ggctggtgga

gttgecatctt

tcctgatget

tgttettegt

gecctgatgtg

ga

ccctggetgg

gcacttgaag

cgcecatecagce

gcatgtgcectg

ctacacacta

gctgagctcce

gctctatgat

gctcagtttc

ccectggetgg

gcacgtgaag

cgccatcagc

gcatgtgetg

ctacacacta

gctgagcetece

gctctatgat

gctecagttte

ES 2379764 T3

gtgcggeteg

gcggegegeg

tgttcgegeg

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtcte

ttectgecattg

cggaaggtcc

gtgeggeteg

gcggegegeg

tgttecgegeg

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtcte

ttctgecattg

cggaaggtcce

31

ctectttgect

ccecgggaceg

tettetecte

gcatcctcaa

taggttgcect

tecgetggttce

tttgtatcac

aagaacccca

ctetttgect

cccgggaccg

tcttetecte

gcatcctcaa

taggttgcct

tcgetggtte

tttgtatcac

aagaacccca

gacgggctta
ggattaccgc
caggtggggc
tcéatccaac
gcggacacgce
tgtctacctg
cacctatget

gggcaaggct

gacgggctta
ggattaccgce
caggtggggc
tcaatcecaac
gcggacacgce
tgtctacctg

cacctatgct

gggcaaggct

60

120

180

300

360

420

480

492

60

120

180

240

300

360

420

480

492



10

<210> 6

<211> 492

<212> ADN

<213>

<400> 6

atgggcagca

gtgctctcge

gcgectetgeg

aggggtttcg

agcatattcg

tgggcctcetg

gcectggatcece

atcaacgtga

aagaggcact

<210> 7

<211> 492

<212> ADN

<213>

<400> 7

atgggcagca

gtgctetege

gcgcectetgeg

aggggtttcg

agcatattcg

Homo sapiens

cctgggggag

tectacgegcet

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatctt

tcectgatget

tgttcttegt

gcctgatgtg

ga

Homo sapiens

cctgggggag

tctacgeget

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatctt

ccctggetgg

gcacgtgaag

cgccatcagce

gcatgtgetg

ctacacacta

gctgagctce

gctctatgat

gctcagtttce

ceectggetgg

gcacgtgaag

cgeccatcage

gcatgtgctg

ctacacacta

ES 2379764 T3

gtgecggeteg

gcggcgegeg

tgttcgegeg

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtctce

ttctgcattg

cggaaggtec

gtgcggcteg

gcggegegeg

tgttecgegeg

ggacaggaca

cagctattgt

32

ctectttgecet

cccgggacceg

tcttctecte

gcatcctcaa

taggttgect

tegetggtte

tttgtatcac

aagaacccca

ctctttgect

cccgggaceg

tcttetecte

gcatcctcaa

taggttgect

gacgggctta

ggattaccgce

cgggtggggc

tcaatccaac

gcggacacgce

tgtctacctg

cacctatgct

gggcaaggct

gacgggetta

ggattaccge

caggtggggc

tcaatccaac

gcggacacge

60

120

180

240

300

360

420

480

492

60

120

180

240

300



10

15

ES 2379764 T3

tgggcctctg tecctgatget getgagectcece ctggtgtetc tecgetggtte tgtcetacctg

gcctggatcec tgttcttegt gegctatgat ttcoctgcattg tttgtatcac cacctatget

atcaacgtga gcctgatgtg gctcagtttc cggaaggtcc aagaacccca gggcaaggct

aagaggcact ga

<210> 8

<211> 492

<212> ADN

<213>

<400> 8

atgggcagca

gtgctctege

gcgetetgtg

aggggtttcg

agcatattecg

tgggcctcetg

gcctggatcee

atcaacgtga

aagaggcact

<210> 9
<211> 492
<212> ADN

<213>

<400> 9

atgggcagca cctgggggag ccectggetgg gtgeggcoctcg ctectttgect gacgggetta

Homo sapiens

cctgggggag

tctacgeget

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatctt

tcctgatget

tgttcttegt

gcctgatgtg

ga

Homo sapiens

ccctggetgg

gcacgtgaag

cgccatcage

gcatgtgctg

ctacacacta

gctgagctcc

gctctatgat

gctcagtttce

gtgcggeteg

gcggegegeg

tgttegegeg

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtctc

ttctgecattg

cggaaggtcc

33

ctctttgccet

ccecgggacceg

tcttctecte

gcatcctcaa

taggttgccect

tegectggtte

tttgtatcac

aagaacccca

gacgdggctta

ggattaccgce

caggtggggc

tcaatccaac

gcggacacgce

tgtctacctg

cacctatgct

gggcaaggct

360

420

480

492

60

120

180

240

300

360

420

480

492

60



gtgctctege
gcgctetgeg
aggggtttcg
agcatattcg
tgggcctctg
gcectggatcece
atcaacgtga

aagaggcact

<210> 10

<211> 176
<212> PRT
<213>

<400> 10

Met

Val

Ala

Ala Ala Pro Val Leu

Ala Arg Tyr Ala Val

Tyr His val Glu Arg

tctacgecget gcacgtgaag
acgtgggcac cgccatcagc
ggctggtgga geatgtgetg
gttgcatctt ctacacacta
tcctgatget getgagetee
thtcttcg; gctctatgat
gcctgatgtg gectcagttte

ga

Homo sapiens

Leu
5

Cys
20

Glu

35

Leu
50

Cys Asp Leu Gly Pro

Trp Gly Arg Gly Phe

Trp
55

Gly

ES 2379764 T3

gcggcgegeg
tgttcgegeg
ggacaggaca
cagctattgt
ctggtgtctce
ttectgecattg

cggaaggtcce

Arg
10

Ala
25

Lys
40

val

Leu

34

cccgggacceg

tcttctecte

gcatcctcaa

taggttgect

tcgctggtte

tttgtatcac

aagaacccca

Val Ser val Pro

Ala Gly Ile Leu

Glu Arg Asp Pro

Lys Cys Ser Ala

60

Leu Gly Ser Ile

ggattaccge

caggtggggce

tcaatccaac

gcggacacgce

tgtctacttg

cacctatgct

gggcaaggct

Trp Glu
15

Arg

Ser Ile
30

Leu

Glu
a5

His Arg

Ala

Leu Ala

Phe Gly Lys

120

180

240

300

360

420

480

492

Arg

Tyr

Ala

Ser

Asp



65

Gly val

Leu Gln

Leu Met

Tyr Ile

130

Thr Tyr

145

Val Tyr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

atggcggctce

gcagtgtgeg

gagcgggacc

gceettgect

ggtgtattaa

11

531

Leu Asn

Leu Leu
100

Thr Ser

115

Leu Tyr

Val Leu

Leu Asn

ADN

Homo sapiens

11

Gln

85

Leu

Ser

Phe

Asn

Glu
165

cecgteetget

ctgccggaat

ccgagcaceg

ccagatgggg

accagccaaa

70

Pro Asn

Gly

Ile

val

Phe

150

Ala

Met

Met

Leu

135

Leu

Trp

ES 2379764 T3

Ser

Thr

Ser

120

Lys

Leu

Lys

Val

Ala

105

Val

Glu

Leu

Arg

Phe

90

Ser

val

Phe

Ile

Gln
170

aagagtgteg gtgecgeggt

cctgctetce atctacgect

ggccctetge gacctgggge

tcgaggattt ggtcttttgg

cagtgtcttt ggacttatat

35

75

Gly Leu Ile Phe Tyr
95

Ala Val Ala Ala Leu
110

80

Ile

Ile

Gly Ser Leu Tyr Leu Ala

125

Cys Ile Ile Cys Ile Val

la0

Ile Asn Tyr Lys Arg Leu

155

160

Leu Gln Pro Lys Gln Asp

175

gggagcgggt ggcceggtat

accacgtgga gcgggagaag

cctgggtgaa gtgctecegece

gttcecatttt tggaaaggat

tttatatact acagttatta

60

120

180

240

300



cttggcatga cagcaagege tgtggcgget

gtcgtggggt ccctgtacct ggectacatt

atctgcateg tcacgtacgt getgaactte

gtttacttga acgaggcctg gaagcggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

Leu

Ile

Leu

65

Ser

Leu

12
161
PRT

Rattus norvegicus

12
Gly Thr Thr

Ala Gly Leu
20

Ala Arg Asn
35

Ser Cys S=r

50

Val Glu His

Ile Phe Gly

Arg Gly Arg

Trp

Ala

Glu

Arg

val

Cys

85

Trp

Leu

Asp

val

Leu

70

Met

Ala

ES 2379764 T3

Ser Pro Gly

Ser Leu Tyr
25

Tyr Arg Ala
40

Phe Ser Ser

55

Gly Ala Asp

Phe Tyr Thr

Ser Ile Leu

Arg
10

Ala

Leu

Arg

Ser

Ile

90

Leu

36

Leu

Leu

Cys

Trp

Ile

75

Gln

Ile

ttgatcctca tgacgtcctce

ctgtactttg tgctgaagga

cttcttetca ttatcaacta

ctgcaaccca agcaggactg

Arg

His

Asp

Gly

60

Leu

Leu

Leu

catcatgteg

gttctgeatce

caaacgacta

Leu Ala Leu
15

Val Lys Ala
30

Val Gly Thr
45

Arg Gly Phe

Asn Gln Ser

Leu Leu Gly

95

Ser Ser Leu

360

420

480

531

Cys

Ala

Ala

Gly

Asn
80

Cys

Val



100

ES 2379764 T3

Ser Val Ala Gly Ser Leu Tyr

115

Tyr Asp Phe Cys Ile Val Cys

130

135

Leu Met Leu Leu Ser Phe Gln

145

Pro

<210> 13

<211> 486

<212> ADN

<213>

<400> 13

atgggcacca

gcectetceac

gcgetectgeg

cggggctttg

agcatatttg

tgggcctcta

gcctggatcc

atcaatgcgg

ccctga

Rattus norvegicus

cctggaggag

tgtacgcact

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatgtt

tcctactgat

tgttctttgt

gcetgatgtt

150

ccctggacgt

gcacgtgaag

ggccatcage

gcacgtgtta

ctacaccata

cctgagttce

cctgtatgat

gecttagette

105

Leu Ala Trp Ile Leu

120

Ile Thr Thr Tyr Ala

140

Lys Val Pro Glu His

ttgcggettg

gceggegegeyg

tgtteccecgeg

ggagctgaca

cagctgttgt

ctggtgtcetg

ttctgeattg

cagaaggtge

37

155

cactatgecct

ccecgecaatga

tcttctecte

gcatcecteaa

taggttgctt

tcgctggtte

tttgcatcac

cagaacacaa

110

Phe Phe Vval Leu

125

Ile

Lys

cgcetggecta

ggattaccge

tcggtgggge

ccaatccaac

gaggggacgt

tctgtacctg

cacctatgec

ggtcaaaaag

Asn Ala Gly

Val Lys Lys

160

60

120

180

240

300

360

420

480

486



10

15

<210> 14

<211> 486

<212> ADN

<213>

<400> 14

atgggcacca
gccctcectcac
gcgctectgeg
cggggctttg
agcatatttg
tgggcétcta
geetggatcec
atcaatgcgg

ccctga

<210> 15

<211> 176
<212> PRT
<213>

<400> 15

Met

Vval

Rattus norvegicus

cctggaggag

tgtacgcact

acgtgggcac

ggctggtgga

gttgcatgtt

tecctactgat

tgttetttgt

gecctgatgtt

Rattus norvegicus

5

20

ccectggacgt

gcacgtgaag

ggccatcagce

gcacgtgtta

ctacaccata

cctgagttcece

cctgtatgat

gcttagette

ES 2379764 T3

ttgeggettg

gcggegegceg

tgtteceegeg

ggagctgaca

cagctgttgt

ctggtgtctg

ttctgecattg

cagaaggtgc

10

25

38

cactatgcect

cccgcaatga

tcttetecte

gcatcctcaa

taggttgctt

tcgectggtte

tttgcatcac

cagaacacaa

cgctggecta
ggattaccgc
tcggtggggce
ccaatccaac
gaggggacgt
tctgtacctg
cacctgtgee

ggtcaaaaag

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

486

Ala Ala Pro Val Leu Leu Arg Val Ser Val Pro Arg Trp Glu Arg

Ala Arg Tyr Ala Val Cys Ala Ala Gly Ile Leu Leu Ser Ile Tyr



Ala

Leu

Arg
65

Gly

Leu

Leu

Tyr

Thr
145

val

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Tyr

Cys
50

Trp

val

Gln

Met

Ile
130

Tyr

Tyr

16
531
ADN

His

35

Asp

Gly

Leu

Leu

Thr

115

Leu

val

Leu

val

Leu

Asn

Leu

100

Ser

Leu

Asn

Rattus norvegicus

16

Glu

Gly

Gly

Gln

85

Leu

Ser

Phe

Asn

Glu
165

Arg

Pro

Phe

70

Pro

Gly

Ile

Val

Phe

150

Ala

Glu

Trp

55

Gly

Asn

Met

val

Leu

135

Leu

Trp

ES 2379764 T3

Lys

40

val

Leu

Serxr

Thr

Ser

120

Lys

Leu

Lys

Glu

Lys

Leu

val

Ala

105

vVal

Glu

Leu

Arg

Cys

Gly

Phe

20

Ser

val

Phe

Ile

Gln
170

39

Asp

Ser

Ser

75

Gly

Ala

Gly

Cys

Ile

155

Leu

Pro

Ala

60

Ile

Leu

val

Ser

Ile

140

Asn

Gln

Glu

45

Ala

Phe

Ile

ala

Leu

125

Ile

Tyr

Pro

His

Leu

Gly

Phe

Ala
110

Tyx

Cys

Lys

Lys

Arg

Ala

Lys

Tyr

95

Leu

Leu

vVal

Arg

Glu
175

Ala

Ser

Asp

80

Ile

val

Ala

Thr

Leu

160

Asp



atggcggcge

gcagtgtgcg

gagagggacc

gccctggect

ggtgtattaa

cttggcatga

gtggtggggt

atctgegtea

gtttacttga

<210> 17

<211> 161
<212> PRT
<213>

<400> 17

Met

Leu

Arg Ala Arg Asp Glu Asn Tyr Arg Ala Leu

ccgtectget

ccgccgggat

cggagcaccyg

ccagatgggg

accagccaaa

cagccagcge

ctttgtacct

ccacatatgt

atgaggcctg

Mus musculus

s

20

35

Ile
50

gagagtgtceg

cctgctcectcee

ggccctetge

tcgaggattt

cagtgtcttt

agttgcagct

ggcctacatt

gctgaacttce

gaagcgacaa

55

ES 2379764 T3

gtgcegeggt

atctacgcct

gacctggggce

ggtcttttgg

ggacttatat

ctggteccteca

ctgtactttg

cttctectea

ctgcagccta

Ala Gly Leu Ala Leu Ser Leu Tyr Ala

25

40

Ser Cys Ser Arg Val Phe Ser Ser Arg

40

gggaacgggt

accacgtgga

cctgggtgaa

gttccatttt

tttatatact

tgacctecte

tgctgaagga

tcatcaacta

aggaagactg

Gly Thr Thr Trp Arg Ser Pro Gly Leu Val Arg
10

Leu His

Cys Asp

Trp Gly
60

ggcccggtat
gcgggagaag
gtgcteccgece
tggaaaagat
acagttatta
categtgtce
gtt;tgcatc

caaacgactg

Leu

val
30

val
45

Arg

Ala ILeu

15

Lys Ala

Gly Thr

Gly Phe

60

120

180

240

300

360

420

480

531

Cys

Ala

Ala

Gly



ES 2379764 T3

Leu Val Glu His Met Leu Gly Ala Asp Ser Val Leu Asn Gln Ser Asn
65 70 75 80
Ser Ile Phe Gly Cys Leu Phe Tyr Thr Leu Gln Leu Leu Leu Gly Cys
85 90 95
Leu Arg Gly Arg Trp Ala Ser Ile Leu Leu Val Leu Ser Ser Leu Val
100 105 110
Ser Val Ala Gly Ser Val Tyr Leu Ala Trp Ile Leu Phe Phe Val Leu
115 120 125
Tyr Asp Phe Cys Ile Val Cys Ile Thr Thr Tyr Ala Ile Asn Val Gly
130 135 140

Leu Met Leu Leu Ser Phe Gln Lys Val Pro Glu His Lys Thr Lys Lys
145 150 155 160
His
<210> 18
<211> 486
<212> ADN
<213> Mus musculus

<400> 18

atgggcacca cctggaggag ccctggactc gtgecggettg cactgtgect cgetggetta 60
gccctctecac tgtacgcact gcacgtgaag gcggcgcgcg cccgcgatga aaattaccgce 120

gcgctctgeg atgtgggcac ggccatcage tgttceegeg teottetecte

cggggctttg ggctggtgga gcacatgeta ggagcggaca gcgtcctcaa

41

teggtggggce 180

ccaatccaac 240



ES 2379764 T3

agcatatttg gttgectgtt ctacacctta cagectgttgt taggttgett gaggggacgt

tgggcctcta tcctactggt getgagttec ctggtgtccg tcgetggttce

gcetggatcce tgttctttgt gttatatgat ttctgeattg tgtgcattac

atcaatgtgg gtctgatgtt gecttagcttc cagaaggtac cagaacacaa

cactga
<210> 19
<211> 176
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 19

Met Ala

val Ala

Ala Tyr

Leu Cys
50

Arg Trp
65

Gly val

Ala Pro

Arg Tyr
20

His val

35

Asp Leu

Gly Arg

Leu Asn

val

Ala

Glu

Gly

Gly

Gln
85

Leu

val

Pro

Phe
70

Pre

Leu

Cys

Glu

Trp

55

Gly

Asn

Arg

Ala

Lys

40

val

Leu

Ser

Val Ser
10

Ala Gly

25

Glu Arg

Lys Cys

Leu Gly

Val Phe
S0

42

Val

Ile

Asp

Ser

Ser

75

Gly

Pro

Leu

Pro

Ala

60

Ile

Leu

cgtgtacctg

cacctatgcee

gaccaaaaag

Arg

Leu

Glu

45

Ala

Phe

Ile

Txrp Glu
15

Ser Ile

30

His Arg

Leu Ala

Gly Lys

Phe Tyr
95

300

360

420

480

486

Arg

Tyr

Ala

Ser

Asp

B8O

Ile



Leu Gln

Leu Met

Leu

Thr

L.eu Leu

100

Ser Ser

115

Ile
130

Tyr

Thr
145

Tyr

val Tyr

<210> 20

<211> 531

<212> ADN

<213>

<400> 20

atggeggege
gcagtgtgcg
gagagggacc
gcectggect
ggtgtattaa
cttggcatga
gtggtgggct

atctgcgtca

Leu

Val

Leu

Tyr Phe

Leu Asn

Glu
165

Asn

Mus musculus

ccgtectget

ccgcecgggat

cggagcaccg

ccagatgggg

accagccaaa

cagccagege

ctttgtacct

ccacatatgt

ES 2379764 T3

Gly Met

Ile val

Ser Val

Ser

val

120

VvVal Leu
135

Phe Leu
150

Ala Trp

gagagtgteg

cectgetetec

ggccctectge

tcgaggattt

cagtgtettt

agttgcagct

ggcctacatt

gctgaactte

Lys Glu

Leu Leu

Lys Arg

Phe

Ile

Gln
170

gtgccgegtt

atctacgecet

gacctgggge

ggtcttttgg

ggacttatat

ctggtcectca

ctgtactttg

ctcctectea

43

Ala Vval

Gly Ser

Ile
140

Cys

Ile
155

Asn

Leu Gln

gggaacgggt

accacgtgga

cctgggtgaa

gttccatttt

tttatatact

tgacctecte

tgctgaaaga

tcatcaatta

Ala

110

Leu
125

Ile

Tyr

Pro

ggcccggtat

gcgggagaag

gtgctecgee

tggaaaagat

acagttatta

cattgtgtct

gttttgecatc

caaacgacta

Ala Leu val

Tyr Leu Ala

Cys Val Thr

Lys Arg Leu

160

Lys Glu Asp
175

60

120

180

240

300

360

420

480
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gtttatttga atgaggcctg gaagcgacag ctgcagccta aggaagactg a

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>
Met

Phe

Glu

Ser

val

65

val

Leu

Val

21
163
PRT

Fugu rubripes

21
Ala Ile Pro

Gly Leu Leu
20

Arg Asn Pro
35

Cys Ser Lys
50

Gln Tyr Phe

Leu Gly Ile

Ser Arg Lys
100

Ala Gly Ser
115

Thr Trp

Leu Ser

Asp Tyr

Val Phe

Val Asp

70

Ile Phe
85

Ala Ala

Leu Tyr

Glu

val

Arg

Ser

55

Lys

Tyr

Leu

Leu

Arg Lys Val Arg Ile

Tyr Ala
25

Ala Met
40

Ser Arg

Asp Ser

Thr Leu

Phe Leu

105

Ala Ser
120

10

Leu

Cys

Trp

Pro

Gln

90

Val

Ile

44

His

Asp

Gly

Leu

75

Met

Phe

Leu

Val

Leu

Arg

60

Asn

Cys

Ser

Ala

Phe Leu

Glu Leu
30

Gly Glu
45

Gly Phe

Gln Pro

Leu Gly

Ser Trp

110

Phe val
125

Cys

15

Ser

Ser

Gly

Asn

Leu

85

val

Leu

531

val

Arg

Val

Leu

Ser

80

Ser

Ser

Gly



10

15

ES 2379764 T3

Asp Phe Cys Met Val Cys Val Ser Thr Tyr Leu Val Asn Phe Val Leu

130

140

Leu Phe Thr Asn Leu Lys Arg Arg Arg Ala Ile Glu Gly Leu Lys Glu

145

Lys
<210> 22

<211> 492

<212> ADN

<213>

<400> 22

atggcgatce

ttgtctgttt

atgtgcgacce

ggttttggee

gtgcttggca

gctgcgetgt

tcgattctag

aacttegtac

aagtctggat

<210> 23
<211> 175
<212> PRT

<213>

<400> 23

Ser Gly

Fugu rubripes

ccacatggga

acgegcteca

tgggggagte

tagtceagta

tcatttttta

ttttagtett

cgtttgttet

tgctetteac

ag

Fugu rubripes

150

cgtcgagceta

gagaaaagtg cgcatattte

tccecgagaga

tgtgagetge tctaaggttt

ctttgttgac aaagatagcce

cactctgcag atgtgtcttg

ctectectgg gtgtetgtgg

gggagacttc tgtatggtct

taacctgaaa cgacggagag

45

155

tectgtgtttt

gaaaccecgga

tcagetcececag

ctctgaacca

gactgtctct

ccggcteect

gtgtgtcaac

caattgaagg

tggattactt

ttacagggeg

atggggacgg

gcceaacagt

gtccagaaaa

ctatctggea

atatcttgtt

actgaaggag

160

60

120

180

240

300

360

420

480

492
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Met Ala Ala Pro Val Leu Arg Val Ser Thr Pro Arg Trp Glu Arg Ile

Ala Arg Val Leu Val Cys Leu Leu Gly Ile Leu Leu Ser Leu Tyr Ala
20 25 30

Phe His Val Glu Arg Glu His Ala Arg Asp Pro Ser Tyr Lys Ala Leu
35 40 45

Cys Asp Val Ser Ser Ser Ile Ser Cys Ser Lys Val Phe Gly Ser Arg
S0 55 60

Trp Gly Arg Gly Phe Gly Leu Leu Gly Ser Ile Phe Gly Asn Asp Ser
65 70 75 80

Ala Leu Asn Gln Pro Asn Ser Val Tyr Gly Ile val Phe Tyr Ala Phe
85 90 95

Gln Leu Leu Leu Gly Met Thr Val Ser Ala Met Ala Ala Leu Ile Leu
100 105 110

Met Thr Thr Ser Ile Met Ser VvVal vVal Gly Ser Leu Tyr Leu Gly Tyr
115 120 125

Ile Leu Tyr Phe val Leu Lys Asp Leu Cys Val Ile Cys Val Thr Thr
130 135 140

Tyr Ala Leu Asn Phe Ile Leu Phe Val Leu Asn Tyr Lys Arg Leu Val
145 150 155 160

Tyr Leu Asn Glu Ala Trp Lys Gln Lys Leu Gln Ala Lys Gln Asp
165 170 175

<210> 24
<211> 528
<212> ADN

<213> Fugu rubripes

<400> 24

46



atggcggcgce

gtgtgectcce

cgggatccca

ttcggetceca

gcactgaacc

ggaatgacgg

gtgggctege

tgcgtcacca

tacttgaacg

<210> 25

<211> 169
<212> PRT
<213>
<400> 25

Met

val

ccgtcctgag
tgggcatact
gttataaggc
ggtggggcceg
aacccaacag
tcagtg;gat
tctacctggg
cgtacgcgcet

aggcctggaa

Xenopus laevis

5

20

agtatccacc

gctgtctetg

tttgtgcgac

aggatttgga

cgtctacggg

ggcggcceccectyg

ctacatcecte

gaacttcatc

gcagaagctc

ES 2379764 T3

cctcggtggg

tacgeccttece

gtcagtagct

ctettggget

atcgtectttt

atcctcatga

tactttgtee

ctttttgtee

caggccaagce

10

25

47

aaagaatagc

acgtggagag

ccatcagcetg

ccatttttgg

acgccttecca

ccacgtccat

tcaaggacct

tcaactacaa

aggactaa

ccgggtectce

ggaacatgct

ttctaaagtg

gaatgacagc

gcttttacta

catgteggtg

gtgcgtceatc

gcgactggtt

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

528

Ser Val Pro Gly Trp Glu Arg Pro Val Arg Leu Leu Leu Cys Ser

Gly Ile Ala Leu Ser Leu Tyr Ala Phe His Val Glu Thr Ser Arg



Glu

Ser

val
€5

vVal

Gly

Ile

Asp

Leu
145

Lys

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Axrg

cys
50

Glu

Phe

Ser

Gly

Phe

130

Leu

His

26

510
ADN

Asp

35

Ser

Gln

Gly

Leu

Gly

115

Cys

Leu

Lys

Pro

Lys

Phe

val

Ala

100

Serxr

Val

Asn

Asn

Xenopus laevis

26

Asp

Val

Leu

Leu

85

Ala

Met

Ile

Leu

Lys
165

Tyr

Phe

Gly

70

Phe

Ala

Tyr

Cys

Lys

150

Arg

Thr

Thir

55

Gln

Tyr

Ser

Leu

Val

135

Lys

ES 2379764 T3

Ala

40

Ser

Gln

Gly

Thr

Ala

120

Ser

Leu

Lys

Leu

Arg

Ser

Leu

Leu

105

Tyr

Thr

Ser

Asn

Cys

Trp

Leu

Gln

90

Leu

Ile

Tyr

Ser

48

Asp

Gly

Leu

75

Leu

Gly

Leu

val

Leu
155

Ile

Arg

60

Asn

Leu

Thr

val

Leu
140

Asn

45

Gly

Gln

Leu

Ser

125

Asn

Ala

Pro

Phe

Pro

Gly

Leu

110

Val

Leu

Pro

Ser

Gly

Asn

Phe

85

Met

Leu

Leu

Pro

Ile

Leu

Ser

80

Ser

Ser

Leu

Lys
160



atgtetgtge

ctgtcactat

ctgtgtgaca

ggatttggge

gtgtttggag

gccgecteca

tatatcctgg

aacctecctee

aagcacaaga
<210> 27
<211> 176
<212> PRT
<213>

<400> 27

Met

Val

val

cgggctggga

atgccttcca

tcaaccccetce

tcgtggagca

tcctgttcta

cgctactggg

tctatgtact

tcetectget

acaaacgcaa

Anopheles gambiae

5

20

35

Ile
50

gaggecagtg

tgtagagacc

catcagctgce

attcctgggg

cggectgcag

aacgtctctg

gcgcgactte

caacctcaag

gaagaactaa

55

ES 2379764 T3

aggctgttgce

tccecgggaaa

tccaaggtet

cagcagagtt

ctecectgetgg

atgtcecateg

tgcgttatet

cgcctgtect

Ser Ile Leu Ala Gly Asn Cys Lys Cys Thr
10

25

Glu Leu Arg Ala Glu His Asp His Thr Tyr

40

Ser Glu Arg Ile Ser Cys Thr Lys Val Phe

49

tgtgctctgt

gagaccccga

tcacttccag

tgctgaatca

gtttcagegg

ggggctccat

gcgtecteccac

ccctcecgage

Tyr

Gly Leu Sexr Val Cys Gly Phe Leu Leu Ser Leu

Gln

Thr
60

gggtattgec

ctatacegct

atgggggcga

gcccaacagce

atccetgget

gtacttggce

ctacgtectg

gccceccaaa

Thr Leu aAla
15

Tyr Thr Ser

30

Ala Met Cys

45

Ser Arg Tyr

60

120

180

240

300

360

420

480

510

Leu

TYyTr

Asp

Gly



Arg Gly Phe Gly

65

Asn

Gly

Leu

Tyr

Val
145

Ile

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

val Pro Asn

Leu Ser Phe

100

Ile Leu Leu

115

Phe Val Leu
130

Asn Leu Val

Arg Glu Glu

28
528
ADN

Ile val
70

Gly Phe
85

Ser Asn

Ser Asn

Gln Asp

Ser Leu

150

Gln val
165

Anopheles gambiae

28

Gly

Tyr

Asn

Gly

Met

135

Ile

Met

ES 2379764 T3

Pro

Gly

Leu

Leu
120

Cys

Leu

Arg

Leu Leu

Ile Phe
90

Ala Val

105

Ser Leu

Val val

Ala Leu

Ala Leu
170

Gly Asp
75

Tyr Tyr

Ser Arg

Tyr Leu

Cys Val
140

Gln Lys
155

Lys Val

Asp

Phe

Leu

Ala

125

Thr

Ile

Gly

Ser

Leu

Thr
110

Tyr

Thr

Gln

Lys

Leu

val

85

Ser

Leu

Ala

Ala
175

atgagcatcc tggcgggcaa ctgcaaatge acgtacacge tcgecgetegt cggectgage

gtgtgegget ttetgectgtce getgtacacg tectacgtgg agctgcggge cgagcacgac

catacctacc aggccatgtg cgacattagc gagcgcatca gctgcaccaa agtgtttace

50

Leu
80

Ala

Tyr

Leu

Ala

Leu

160

Lys

60
120

180
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15

20

25

30

tccaggtacg
aacgtgccga
agcaacaatc
tcgctctacce
accacgtacg

atccgggagg

<210> 29
<211> 21
<212> ARN

<213>

<220>

<223>
(Hs_VKORC1)

<400> 29

ggcgtggttt
acgggttcta
tggcegtcte
tcgcectacct
cggtcaatct

agcaggtaat

Secuencia artificial

tggcattgtc
cggcatcttc
gcggctgacc
gctctacttc
ggtcagcctg

gcgcgcgctco

gguugcaucu ucuacacacu u

<210> 30
<211> 21
<212> ARN
<213>

<220>

<223>
(Hs_VKORC1)

<400> 30

Secuencia artificial

uuccaacgua gaagaugugu g

<210> 3
<211> 57
<212> ADN
<213>
<220>
<223>

Secuencia artificial

reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 31

ES 2379764 T3

gggécgttgc
tactacttcc
agctacctca
gtgctgcagg
atactggcgc

aaggttggca

tcggcgacga
tagtggccgg
tactgctgtc
acatgtgcgt
tgcagaaaat

aggcaaag

ctcgctagctg
cctcagcttc
caacgggctg
cgtgtgcgte

tcaggctctg

caaaaactgt aaaaaggttg catcttctac acacggtgtt tegtecttte cacaaga

<210> 32

51

240

300

360

420

480

528

Secuencia 1 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo de vitamina K-epoxido reductasa de Homo sapiens

21

Secuencia 2 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo de vitamina K-ep6xido reductasa de Homo sapiens

21

Cebador 1 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido

57
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<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 2 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 32

caaaaactgt aaaaagtgtg tagaagatgc aaccggtgtt tcgtcctttc cacaaga 57
<210> 33

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 3 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 33
gucucucgcu gguucugucu u 21
<210> 34
211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 4 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 34

uucagagagc gaccaagaca g 21
<210> 35

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 3 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 35

52
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caaaaactgt aaaaagtctc tcgectggtte tgteggtgtt tegtceccttte cacaaga 57
<210> 36

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 4 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epodxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 36

caaaaactgt aaaaagacag aaccagcgayg agacggtgtt tcgtcctttc cacaaga 57
<210> 37

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 5 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORCH1)

<400> 37

ggccuggauc cuguucuucu u 21
<210> 38

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 6 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 38

uuccggaccu aggacaagaa g 21
<210> 39

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

53
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<223> Cebador 5 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 39
caaaaactgt aaaaaggcct ggatcctgtt ctteggtgtt tegtectttec cacaaga 57

<210> 40
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 6 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoéxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 40

caaaaactgt aaaaagaaga acaggatcca ggccggtgtt tcgtcocttte cacaaga 57

<210> 41
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 7 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 41

gauccuguuc uucgugcucu u 21
<210> 42

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 8 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 42

uucuaggaca agaagcacga g 21
<210> 43

<211> 57

<212> ADN

54
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 7 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoéxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 43

caaaaactgt aaaaagatcc tgttcttegt gctcggtgtt tcgtecttte cacaaga 57
<210> 44

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 8 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoéxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 44

caaaaactgt aaaaagagca cgaagaacag gatcggtgtt tcgtecttte cacaaga 57
<210> 45

211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 9 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epoxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 45
gcauuguuug uaucaccacu u 21
<210> 46
211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 10 de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 46

uucguaacaa acauaguggu g 21

55
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<210> 47
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 9 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 47

caaaaactgt aaaaagcatt gtttgtatca ccacggtgtt tcgtccttte cacaaga 57
<210> 48

<211> 57

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 10 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 48

caaaaactgt aaaaagtggt gatacaaaca atgecggtgtt tcgtecttte cacaaga . 57
<210> 49

<211> 21

<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia 11 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epéxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 49
gcucaguuuc cggaaggucu u 21
<210> 50
<211> 21
<212> ARN

<213> Secuencia artificial

<220>

56
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<223> Secuencia 12 de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

<400> 50
uucgagucaa aggccuucca g 21

<210> 51
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 11 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 51
caaaaactgt aaaaagctca gtttccggaa ggtcggtgtt tcgtccttte cacaaga 57

<210> 52
<211> 57
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador 12 aguas abajo para la secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del complejo vitamina K-epdxido
reductasa de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

<400> 52

caaaaactgt aaaaagacct tccggaaact gagcggtgtt tcgtcctttc cacaaga 57

<210> 53
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para la amplificacion de la secuencia de codificacion completa de la subunidad 1 del complejo
vitamina K-epodxido reductasa de Homo sapiens (VKORC1-HindllI-F)

<400> 53

attaagcttc accatgggeca gcacctgggg gagccct 37
<210> 54

<211> 31

<212> ADN

57
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para la amplificacion de la secuencia de codificacion completa de la subunidad 1 del complejo
vitamina K-epoxido reductasa de Homo sapiens (VKORC1-EcoRI-R)

<400> 54

attgaattcec gtgectetta gececttgeect g 31

<210> 55
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para Hs_VKORC1-Ex1-F

<400> 55

caatcgccga gtcagagg 18
<210> 56

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para Hs_VKORC1-Ex1-R
<400> 56

taatcatctg gcatcctgace 20

<210> 57
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para Hs_VKORC1-Ex2-F
<400> 57

caaggcactg ggttgacag 19

<210> 58
<211> 18

58
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<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

ES 2379764 T3

ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs VKORC1-Ex2-R
58

gagtggggct gagctgac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

59
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_VKORC1-Ex3-F
59

gacatcatgg agtgttcggg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

60
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs VKORC1-Ex3-R
60

cttaggcaag gctcacatgce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

61
18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_ VKORC1-ADNc-F
61

ggcacgaggg ttttctcc

<210>
<211>

62
19

59

18

20

20

18
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<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
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ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_ VKORC1-ADNc-R
62

ctcacatgcc aaagcaaag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

63
18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1-ADNc-F
63

ggecgggttet tccctett

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

64
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1-ADNc-R
64

catgtgctaa ggcaaagcaa

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

65
21
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1-ADNc-F-nes
65

ttgtgtctge gctgtactgt c©

<210>

66

60

19

i8

20

21
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>
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18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1-ADNc-R-nes
66

gtcagcctgg catgaggt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

67
22
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1-ADNc-F
67

tecttttcecat ttgattggtc ct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

68
21
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1-ADNc-R
68

tcagtttagt cgcacctcet g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

69
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1-ADNc-F-nes
69

gtggccatct gagcagaaac

61

1R

22

21

20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

ES 2379764 T3

70
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1-ADNc-R-nes
70

tgctggattt cagtgggaac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

71
18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_VKORC1L1-ADNc-F
71

tgggteggge ccegacgg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

72
22
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_VKORC1L1-ADNc-R
72

tttaaatcca teggctaaaa ac

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

73
16
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_ VKORC1L1-ADNc-F-nes
73

62

20

18

22
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ggcggctgag gtggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

74
21
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Hs_VKORC1L1-ADNc-R-nes
74

agcaatggtt gctcacttta c

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

75
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1L1-ADNc-F
75

cgagctccct gegtatgtat

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

76
26
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1L1-ADNc-R
76

gacgttgttg tttgtttatt tgattt

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

77
21
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1L1-ADNc-F-nes

63

16

21

20

26
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77

cgtatgtatg cgtgtctcca g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

78
18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Fr_VKORC1L1-ADNc-Rnes
78

ttttcaccge cgttctga

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

79
18
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1L1-ADNc-F
79

ggeggegtcet gagtggag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

80
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Rn_VKORC1L1-ADNc-R

80

acaggtttaa atccatcgge

<210>
<211>
<212>
<213>

81
17
ADN

Secuencia artificial

64

21

18

20

18
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<220>
<223> Cebador de PCR para Rn_VKORC1L1-ADNc-F-nes

<400> 81
ctgagtggag gcggagg
<210> 82
<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para Rn_VKORC1L1-ADNc-R-nes

<400> 82

tttcatgttc atgatcacat tttg
<210> 83
<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para Rn_VKORC1L1-ADNc-R-corto

<400> 83
ctggctgtca tgccaagtaa
<210> 84
<211> 18
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador de PCR para Mm_VKORC1L1-ADNc-F
<400> 84

ggaagatggc ggcgeceg

<210> 85

65

17

24

20

18
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<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>
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20

ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Mm_VKORC1L1-ADNc-R

85

tctgctgtea acactgcacc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

86
17
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Mm_VKORC1L1-ADNc-F-nes
86

ggtatgcagt gtgcgcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>
<400>

87
20
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para Mm_VKORC1L1-ADNc-R-nes
87

gcatttccca agatgttctg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

88
28
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para rVKORC1-outerF

88

66

20

17

20
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atcctgagtt ccctggtgte tgtcgctg

<210> 89
<211> 28
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para rYKORC1-outerR

<400> 89
tcagggcttt ttgaccttgt gttetgge
<210> 90
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para rVKORC1-innerF

<400> 90

tgatttctge attgtttgeca tcaccacatg

<210> 91
<211> 26
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para rVKORC1-innerR

<400> 9N
caacatcagg cccgcattga tggaat

<210> 92
<211> 25
<212> ADN

67

28

28

30

26
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<213>
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<400>
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Secuencia artificial

Cebador de PCR para VKORC1-pcdna3-F

92

gggcggaagce ttgagataat gggca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

93
22
ADN

Secuencia artificial

Cebador de PCR para VKORC1-pcdna3-R

93

gcttgaatte agggctecagt ge

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

94

492

ADN

Secuencia artificial

VKORC1 de Homo sapiens con mutacién 416A>G de resistencia a warfarina de rata

94

68

25

22



atgggcagca

gtgctctege

gcgectetgeg

aggggttteg

agcatattcg

tgggcetctg

gcectggatcee

atcaacgtga

aagaggcact

cctgggggag

tctacgeget

acgtgggeac

ggctggtgga

gttgcatctt

tcctgatget

tgttecttegt

gcctgatgtg

ga

ccectggetgg

gcacgtgaag

cgccatcagce

gcatgtgcectg

ctacacacta

gctgagctcee

gctctatgat

gctcagttte

ES 2379764 T3

gtgcggctceg
gcggegegeg
tgttegegeg
ggacaggaca
cagctattgt
ctggtgtcte
ttctgcagté

cggaaggtcce

69

ctctttgecet

cccgggaccg

tcttctecte

gcatccteaa

taggttgect

tcgcectggtte

tttgtatcac

aagaacccca

gacgggctta

ggattaccge

caggtggggc

tcaatccaac

gcggacacge

tgtctacctg

cacctgtgcet

gggcaaggct

60

120

180

240

300

360

420

480

492



10

15

20

25

30

35

40

(a)

(b)
(c)

(d)

ES 2379764 T3

REIVINDICACIONES

Método para la gamma-carboxilacion de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped
que comprende la introduccién en dicha célula huésped de un acido nucleico que codifica VKORC1 de manera
que el acido nucleico que codifica VKORC1 se exprese de forma recombinante en dicha célula, caracterizado
porque el acido nucleico que codifica VKORC1 codifica:

una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO:
17;

una secuencia polipeptidica de un alelo de la secuencia polipeptidica definida en (a);

una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 90% de identidad con la secuencia polipeptidica definida en
(a) o (b), donde la secuencia polipeptidica tiene actividad de VKORC1; y

una secuencia polipeptidica de un fragmento de la secuencia polipeptidica definida en (a), (b) o (c) que tiene
actividad de VKORCH1,

donde la expresién de dicho VKORC1 en dicha célula huésped incrementa la actividad basal del VKORC1 de
dicha célula huésped, y donde dicho método no es un método para el tratamiento del cuerpo humano o animal
por cirugia o terapia.

Método para la gamma-carboxilacion de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped
que comprende la introduccién en dicha célula huésped de un acido nucleico que codifica VKORC1 de manera
que el acido nucleico que codifica VKORC1 se exprese de forma recombinante en dicha célula, caracterizado
porque el acido nucleico que codifica VKORC1 codifica:

una secuencia polipeptidica seleccionada de entre el grupo consistente en la SEQ ID NO: 12 y la SEQ ID NO:
17;

una secuencia polipeptidica de un alelo de la secuencia polipeptidica definida en (a);

una secuencia polipeptidica que tiene al menos un 90% de identidad con la secuencia polipeptidica definida en
(a) o (b), donde la secuencia polipeptidica tiene actividad de VKORC1; y

una secuencia polipeptidica de un fragmento de la secuencia polipeptidica definida en (a), (b) o (c) que tiene
actividad de VKORC1,

donde la expresion de dicho VKORC1 en dicha célula huésped incrementa la actividad basal del VKORC1 de
dicha célula huésped y donde dicha célula es una célula seleccionada de entre el grupo consistente en células
HEK293-EBNA, células de E. coli, hepatocitos primarios, células de levadura, células de insectos, células COS,
lineas celulares de hepatocitos, y células madre embrionarias no humanas.

Método segun la reivindicacién 1 6 2, caracterizado porque dicha proteina dependiente de la vitamina K se
selecciona de entre el grupo consistente en factor de coagulaciéon sanguinea Il, VII, IX, X, proteina C, proteina
S, proteina Z, proteina de matriz gla y osteocalcina.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque dicho acido nucleico que codifica VKORC1 se
expresa en combinacién con un acido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-carboxilasa.

Método segun la reivindicacion 1 6 2, caracterizado porque dichas células que expresan dicho VKORC1 tienen
una actividad basal incrementada de VKORC1 que aumenta aproximadamente en un 15% o mas en
comparacién con la actividad basal de VKORC1 de dicha célula en ausencia de la expresion recombinante de
dicho VKORCH1 en tal célula huésped.

Utilizacion de un acido nucleico recombinante de VKORC1 que codifica una secuencia polipeptidica
seleccionada de entre el grupo consistente en:

a) una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo consistente en una secuencia de acuerdo con las
SEQ ID NO: 12y 17;

b) una secuencia polipeptidica de un alelo de la secuencia polipeptidica definida en (a);

70
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una secuencia polipeptidica con al menos un 90% de identidad con la secuencia polipeptidica definida
en (a) o (b), donde la secuencia polipeptidica tiene actividad de VKORC1; y

una secuencia polipeptidica de un fragmento de la secuencia polipeptidica definida en (a), (b) o (c) con
actividad de VKORC1,

para la gamma-carboxilacion de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped, donde
la expresion de dicho VKORC1 en dicha célula huésped incrementa la actividad basal de VKORC1 y
donde dicha utilizacion no es una utilizacion para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante
cirugia o terapia.

Utilizacion de un acido nucleico recombinante de VKORC1 que codifica una secuencia polipeptidica
seleccionada de entre el grupo consistente en:

(a)

(b)
(©)

(d)

una secuencia polipeptidica seleccionada del grupo consistente en una secuencia de acuerdo con las
SEQ ID NO: 12y 17;

una secuencia polipeptidica de un alelo de la secuencia polipeptidica definida en (a);

una secuencia polipeptidica con al menos un 90% de identidad con la secuencia polipeptidica definida
en (a) o (b), donde la secuencia polipeptidica tiene la actividad de VKORC1; y

una secuencia polipeptidica de un fragmento de la secuencia polipeptidica definida en (a), (b) o (c)
con la actividad de VKORCA1,

para la gamma-carboxilacion de un polipéptido dependiente de la vitamina K en una célula huésped, donde
la expresion de dicho VKORC1 en dicha célula huésped incrementa la actividad basal de VKORC1 y
donde dicha célula es una célula seleccionada de entre el grupo consistente en células HEK293-EBNA,
células de E. coli, hepatocitos primarios, células de levadura, células de insectos, células COS, lineas
celulares de hepatocitos y células madre embrionarias no humanas.

Utilizacion segun la reivindicacion 6 6 7, caracterizada porque dicho polipéptido dependiente de la vitamina K
se selecciona de entre el grupo consistente en factor de coagulacion sanguinea Il, VII, IX; X, proteina C,
proteina S, proteina Z, proteina de matriz gla y osteocalcina.

Utilizacion segun la reivindicacion 6 6 7, caracterizada porque dicho acido nucleico de VKORC1 se utiliza en
combinacién con un acido nucleico que codifica para la gamma-glutamil-carboxilasa.

Utilizacion segun la reivindicacion 6 6 7, caracterizada porque dichas células que expresan dicho VKORCA1
tienen una actividad basal incrementada de VKORC1 que aumenta aproximadamente en un 15% o mas en
comparacién con la actividad basal de VKORC1 de dicha célula en ausencia de la expresion recombinante de
dicho VKORCH1 en tal célula huésped.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 4
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FIGURA 5
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FIGURA &

Secuenclas de ARNsi para VKORC1 de Homo sapiens y cebadores para

expresarlas utilizando por ejemplo el Sistema de Interferencia por ARN en
Cassette siLentGene™ US

Secuencia Secuencia diana [Coincidencia cassett
Terminador (an megrita) U& (cursiva)
(subrayadao)
aneran
lones | Posicién
r Secusncia de ARNsl odlficades dol | LouCkn
RNsi para 8u Us® goc ancia
t omo controles
IEGUDGCAUCUUCUACACACUY (SEQ ID
HO:29)
| 19 hases 249-268 EEE
UUCCRACGURGAAGADGUGUG (SEQ ID
Qe300
Cebador A aguas abajo;  5' CARARACTGTARARR GGTTGCATCTICTACACAC
leETETTFCGTOCTTICCACAAGA 3' (SEQ ID NO:3L)
ICebador B aguas abaje: 5 CARRARCTGTAARRA GTGTGTAGARGATGCAACC
|GETGTTTCGTCCTTTOCACAAGA 3 (SEQ 1D NO:32)

UCRCUCECUGEENDCoEUCOD  (5ED

15 bases 135-354 5%

Cebador A aguas abajo; 5" CARRARCTGTARAAA GTCTCTCGCTGETTCTETE
EETETTICETCCTTTOCACALSA 3 (SEQ ID KO:15)
{Cebadar B agquas abajo;  2"CRAALAACTGTARRAL GRCAGAMCCRECGAGRGAT

GETGTTTCGTCOTTTOCACAAGA 3" (SEQ ID NO:36)
!| I |

e —— e
I'GGCCUGS.FLUCC OGUICURCom {3EQ
ID HO:37)
19 bases 159-378 fgg'
UUCCGGACCUAGGACARGARG (SEQ ID
MO 36

Cebador A aguas ebajo: 5'CARAARCTGTAARAA GECCTGGATCCTCTTCTTC
(GETETTTCGTCCTTTCCACAAGA 3' (SEQ ID HNO:39)

Cebador B aguas abajo.  ='CAAARARCTGTAMARA GAAGRACAGGATCCAGGCC
CETETTICSTCCTTTOCACARGA 3' (SBEQ ID HO:4d)

—— — — -

F ot = e = e m— ——

GAUCCUGUUCUUCGUGCUCUY  (SEQ

ID WO:dl) 53%
1% bases 365-184

OUCTRGERCARGARGCACGAG (SEQ

77
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[0 No:42) i I

GGETETTICGTOCTTTOCACAAGE 3 (SEQ ID MO:43)

GG‘TGTTTC‘GTCCTETCCACM ¥ (SEQ ID HO:44)

Cebador A aguas abajo: 5 CABABACTGTAAALA GATCCTGTTCTTCGTGCTC

IEE‘bﬂdﬂ'r B aguas abajo: 5'CRARARARCTGTARALE GAGCACGAACGARCAGGATC

.

GCARUTGUUOGDAUCACCACIY (5EQ
ID Ho:45)

13 bases 304-413
DUCGUARCARRACAUAGUGGEUG (SEDQ ID
M0 468

a42%,

Cebader A aguas abajo: : 5 ' CARARACTGTARRLEA GCATTETTTGTATCACCAC
GETSTTTCSTCCTTTOCACAAGA 3 (SED ID MO:47)

: ST

Cebador B aguas abajo; - - CRAAMACTGTAAMRA GTGETEATACAAACANTGE
EETETTTCGTCCT TTCCACARGE ¥ (SEQ 1D WO:48)

-EGC

GCUCRGDUUCCEGEARGGEUCTD (SEQ
ID HO:49)

1% bases 440450
DUCGAGUCARAGGTCUUCCAG (SEQ
ID HO:50)

lcebador A aguas abajo: © ' CARARACTGTRARAA GCTCAGTTTCCGGAAGETC
GETETTTCETCOTTICCACAAGA 3' (SBQ ID HO:51)
Cebador B aguas abajo: . 5' CAARARCTGTARAAA GACCTTCCGEAARCTGREC
FETETTTCGTCCTTTCCACAAGA 3 (SEQ ID KO:52)

.

i
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FIGURA 7

Localizaciones de las dianas de ARNsi en la secuencias de codificacion de

la subunidad 1 del complejo vitamina K-epéxido reductasa de Homo

(Hs_VKORC1)

sapiens
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FIGURA 8

Secuencias de cebadores y condiciones de PCR para VKORC1 de Homo
sapiens y VKORC1L1 de Homo sapiens

——— = —r

|

"7'87 " Hs_VKORC1-EX2-F CAAGGCACTGGGTTGACAS  58°C
58 Hs VKORC1-Ex2-R GAGTGGGGCTGAGCTGAC
F e ' - GACRTCATGRAGIGETCEGG .| | 56,0
LBl ot A HCITAGECHAGSATCACAIGE: |
61 Hs_VKORCl-cDNA-F GGCACGRGEGTTTTCTCC 55°C
62  Hs_ VEORC1-cDNR-R CTCACATGCCARAGCARRG '

T ""‘"‘- [ T g _1.— o
L R

a-h-p.
|

Temp. de
Cebador Secuenci alineamiento
: L CRRICCLpGRCTALH hw_ TSR

_r_ - 7 TARTCATCTGECATECTREC |

ﬁﬁcsﬁeﬁcmm: ST -
T, R ALSTOr FAACEAAR A, o e
55 Rn W{DRL:l cDRA-F-nes TTGTGTCTG“GCTGTFLETGTC &0°c
B6 Rn_'l.r'KDRCl cONR-R=nes G""EH.GCCTEGCRTGMGT

: ”'ﬂ"ﬂ‘?{l@ SR fﬁﬂ;m-ﬁ

&9  Fr_VKORCl-CDRA-F-nes ETGG-:::A*MGAG::AM:
70 Fr_VKORC1-cDNA-R-nes  TGCTGGATTTCAGTGGGAAC

! R L B s L\H =R "hi:‘.l'
T ‘u‘KﬂRL‘lLl COHA-F-nes COTATGIATGOGTGTCTC RS

FI VKDECILl“GDNR Rnas _TTTTCACCGCCGTTCTGH

T ECCBECETCTARGTREAG

L BCACEPTTANATECRPEGEC

el - e

"1 Bn_VKORCIL1-cDNA-F-nes CTGAGTGGAGGCGGAGS

BZ Rn_VKORC1L1-cDRA-R-nes TTTCATGITCATGATCACATITTG

B3  Rn_VEORCILl-cDNA-R-
short

.:-ﬁ-d. e ﬁﬂﬂt:tmmma-f.
ity b

85" 3ii GRORCLISCONAR

BE Mm_VKORC1L1-cDWA-F-nes GGTATGEHGTGTECGCE
g7 Hm‘¥KGRE1L1 cDRA-R-nes GCATTTCCCARGATGTTCTG

CTGGCTGTCATGCCARGTAR

;- GEARGETEGECEELGCCTE
A CTeCTOICARCACTCRCE .

Hs, Homo aupiei;;; Bn, rattus nervegicus; Fr, fugu ‘:u.t-r_'i_pes,-l
Mm, mus musculus; nes, cebador para PCR anidada
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FIGURA 9

TABLA DE SECUENCIAS

1
SEQIDNO: |

~ Nombre [

1

Secuencia proteica de la subunidad 1 del
|complejo vitamina K-epoxido reductasa
(Hs_VKORC1) |

" [Factor de coagulacién dependiente de la _|_

Homo sapiens

Secuencia de codificacion de la subunidad
|1 del complejo vitamina K-epéxido
reductasa de Homo sapiens
| (Hs_VKORC1)

| vitamina K, de tipo 2 (VKCFD2)-mutacion
|(292C>T: R98W) de la secuencia
|Hs_VKORC1

—

F-

Homo sapiens

Homo sapiens

'[Resis’féﬁ:ﬁl_aﬁéﬁérin‘a (WR)-secuencia 1
|de mutacion (85G>T, V28L) de la
secuencia de Hs_VKORC1

Homo sapiens

Resistencia a warfarina (WR)-secuencia 2
de mutacion (134T>C; V45A) de la
secuencia de Hs VKORC1

e e

Resistencia a warfarina (WR)-secuencia 3 |
de mutacion (172A>G; R58G) de la
secuencia de Hs VKORCA1

l

I

|
Homo sapiens |

- _,.d._-gf

Homo sapiens

'Resistencia a warfarina (WR)-secuencia 4
de mutacion (383T>G; L128R) de la
secuencia de Hs_VKORC1

e —————

Homo sapiens

Polimorfismo de nucleétido tnico (SNP) 1
{(129C=T, C43C) de la secuencia de la

epoxido reductasa de Homo sapiens |
{Hs VKORC1)

subunidad 1 del complejo vitamina K- | Homo sapiens

SNP 2 (358C=>T, L120L) de la secuencia
de la subunidad 1 del complejo vitamina
K-epbxido reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

81
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|Seeuencia_'|:_+r"5‘ta€a de la proteina 1de |
10 I‘tipn VKORC1 de Homo sapiens (Hs_-
| VKORC1L1)
TS_ea:encia de codificacién de la proteina 1|
11 | de tipo VKORC1 de Homo sapiens (Hs_-
'VKORC1L1)

—_——— e = = e

Homao sapiens

Homo sapiens

| Secuencia proteica de la subunidad 1 del
12 : complejo vitamina K-epdxido reductasa de
| Rattus norvegicus (Rn_VKORC1)

|1 del complejo vitamina K-epdxido
:reductasa de Rattus norvegicus
[(Rn_VKORC1)

13

: Secuencia de cod iﬁﬂaﬂifﬂﬂ de la Saban_iﬂad’ S _—|

Rattus norvegicus

|
|
Rattus norvegicus

Resistencia a warfarina de la rata {_Hw]l-
14 secuencia de mutacion (416A>G; Y139C)
Ide la secuencia de Rn_VKORC1

Rattus norvegicus

|

|

i | Secuencia proteica de la proteina 1 de
: 15 (tipo VKORC1 de Rattus norvegicus
|
|
|

| (Rn_VKORC1L1)
| Secuencia de codificacidn de la proteina 1|

16 | de tipo VKORC1 de Rattus norvegicus '
[(Rn_VKORC1L1)

Rattus norvegicus

Rattus norvegicus

i Secuencia proteica de la subunidad 1 del |
17 | complejo vitamina K-epéxido reductasa de ,

Mus musculus (Mm_VKORC1)

1 del complejo vitamina K-epbxido |
. reductasa de Mus musculus ;
. {(Mm_VKORC1)

Secuencia proteica de la proteina 1 de
| 18 tipo VKORC1 de Mus musculus

| (Mm_VKORC1L1)

18

Secuencia de codificacién de la subunidad|

—_— e — i e e e

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

iSecuencia de codificacion de la proteina 1!
20 | de tipo VKORC1 de Mus musculus
| (Mm_VKORC1L1)

Mus musculus
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| 21

22

]_e Fugu rubripes {Fr VKORC1)

| Secuencia proteica de la subunidad 1 del |
|complejo de vitamina K-epéxido reductasa

—

Fugu rubripes

Secuencia de codificacion de la subunidad
| 1 del complejo de vitamina K-epoxido
reductasa de Fugu mbnpes {Fr VKORC1)

Fugu rubripes

|

iSecuenr;La proteica de la pmtema 1de
tipo VKORC1 de Fugu rubripes
I{Fr__"n.ﬂ'KDRC1L‘1]|

24

Fugu rubripes |

'Secuencia de codificacion de la -pdrEtEi'r-la_‘I
| de tipo VKORC1 de Fugu rubripes |
l{Fr_VKORC1L1)

Fugu rubripes

m— =

25

| Secuencia proteica de la subunidad 1 del
|complejo de vitamina K-epdxido reductasa |
'de Xenopus laevis (XI_VKORC1)

26

| Secuencia de codificacién de la subunidad |

11 del complejo de vitamina K-epoxido |
reductasa de Xenopus laevis
Xl _VKORCT)

| Secuencia proteica de la subunidad 1 del |

Xenopus laevis

B

|
Xenopus lasvis

|
e

'complejo de vitamina K-epoxido reductasa | Anopheles gambiae |

de Anopheles gambiae (Ag_VKORC1L1)

Secuenma de codificacién de la subunidad |

1 del complejo de vitamina K-epoxido '
| reductasa de Anopheles gambiae

|(Ag_VKORCIL1)

''Secuencia 1 de ARNsi de Ja subunidad 1 |

del complejo de vitamina K-epoxido i
reductasa de Homo sapiens
l (Hs_VKORC1)

| Anopheles gambiae |

Secuencia 2 de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epoxido

reductasa de Homo sapiens |
| (Hs_VKORC1)
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| Cebador 1 aguas abajo para la secuencia
de ARNsi de la subunidad 1 del complejo |
| de vitamina K-epoxido reductasa de Hnmr:::
| sapiens (Hs_VKORC1) I

| Cebador 2 aguas abajo para la secuencia
de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo |
de vitamina K-epoxido reductasa de Homo |
sapiens (Hs_VKORC1)

33

34

Secuencia 3 de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epoxido
reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1) |

Secuencia 4 de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epéxido
|reductasa de Homo sapiens
{Hs_VKORC1)

Cebador 3 aaugé_ aEaTﬂEara la secuencia
de ARNsi de la subunidad 1 del complejo
de vitamina K-epoxido reductasa de Homo
sapiens (Hs_VKORC1)

'Cebador 4 aguas abaijo para la secuencia
de ARNsi de la subunidad 1 del complejo
|de vitamina K-epoxido reductasa de Homo

'sapiens (Hs_VKORC1)

37

LSS ——

38

| Secuencia 5 de ARNsi de la subunidad 1
:d&l complejo de vitamina K-epéxido
lreductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

]

'Secuencia 6 de ARNsi de |a subunidad 1
' del complejo de vitamina K-epdxido |

reductasa de Homo sapiens
| (Hs_VKORC1)

'de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo

| de vitamina K-epdxido reductasa de Homo
|

| sapiens (Hs_VKORC1)

- |
| Cebador 5 aguas abajo para la secuencia |
|
I
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; | Cebador 6 aguas abajo para la secuencia
'de ARNsi de la subunidad 1 del compigjo
. | de vitamina K-epéxido reductasa de Homo |
'sapiens (Hs_VKORC1) |

| Secuencia 7 de ARNsi de la subunidad 1
'del complejo de vitamina K-epéxido
lreductasa de Homo sapiens

' (Hs_VKORC1) i

41

——— e —]

=
|

S Ts_ecuerﬁiaﬁ de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epoxido
reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

|
|
42 |
[
[

Cebador 7 aguas abajo para la secuencia |
de ARNSsi de la subunidad 1 del complejo |
de vitamina K-epbxido reductasa de Homo
sapiens (Hs_VKORC1) '

43

———rm

| Cebador 8 aguas abaijo para la secuencia
|de ARNsi de la subunidad 1 del complejo |
de vitamina K-epéxido reductasa de Homo
sapiens (Hs_VKORC1)

44

'Secuencia 9 de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epéxido
reductasa de Homo sapiens
(Hs_VKORC1)

45

Secuencia 10 de ARNsi de la subunidad 1
del complejo de vitamina K-epoxido
reductasa de Homo sapiens

|

| 45

| (Hs_VKORC1)
|

|

|

|

|

Cebador 9 aguas abajo para la secuencia
'de ARNSi de la subunidad 1 del complejo |
|de vitamina K-epdxido reductasa de Homo |
'sapiens (Hs_VKORC1) |

47

{ e w——— S —

Cebador 10 aguas abajo para la |
| secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del |
‘complejo de vitamina K-epéxido reductasa |
ide Homo sapiens (Hs_VKORC1)

48
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' Secuencia 11 de ARNSsi de la subunidad 1 |
| del complejo de vitamina K-epéxido |
‘reductasa de Homo sapiens

(Hs_VKORC1)

|
I
I
|
|
|
50

51

"~ TCebador 11 aguas abajo para Ia

Secuencia 12 de ARNsi de la subunidad 1 |

| del complejo de vitamina K-epoxido
: reductasa de Homo sapiens
|(Hs_VKORC1)

isecuencia de ARNsi de la subunidad 1 del
| complejo de vitamina K-gpdxido reductasa
de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

52

Cebador 12 aguas abajo parala
secuencia de ARNsi de la subunidad 1 del
complejo de vitamina K-epdxido reductasa
de Homo sapiens (Hs_VKORC1)

53

de la secuencia de codificacion completa
de la subunidad 1 del complejo de |
vitamina K-epdxido reductasa de Homo |
sapiens (VKORC1-Hindlll-F) |

o4

56

| sapiens (VKORC1-Hindlll-F)

Cebador para PCR para la amplificacion |
de la secuencia de codificacién completa
de la subunidad 1 del complejo de

vitamina K-epdxido reductasa de Homo

Cebador para PCR para la amplificacion |

| Cebador para PCR para la amplificacion
:de la secuencia de Homo sapiens
‘Hs_VKORC1-Ex1-F

' Cebador para PCR para la amplificacion
:de la secuencia de Homo sapiens i
Hs_VKORC1-Ex1-R

57

| Cebador para PCR para la amplificacion
 de la secuencia de Homo sapiens
|Hs_VKORC1-Ex2-F
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58

| Cebador para PCR para la amplificacion
ide la secuencia de Homo sapiens
|Hs_VKORC1-Ex2-R

| Cebador para PCR para la amplificacién
| de la secuencia de Homao sapiens
Hs_VKORC1-Ex3-F

| Cebador para PCR para la amplificacién

| de la secuencia de Homo sapiens
(Hs_WVKORC1-Ex3-R

61

| Cebador para PCR para la amplificacion
| de la secuencia de Homo sapiens
'Hs_VKORC1-ADNc-F

62

63

I E—

| Cebador para PCR para la amplificacion |

'de la secuencia de Homo sapiens
|Hs_VKORC1-ADNc-R

| Cebador para PCR para la amplificacion

| de la secuencia de Rattus norvegicus
! Rn_VKORC1-ADNc-F

:Cebadnr para PCR para la amplificacion
| de la secuencia de Rattus norvegicus
'Rn_VKORC1-ADNe-R

| Cebador para PCR para la amplificacion
(de la secuencia de Rattus norvegicus
Rn_VKORC1-ADNc-F-nes

g7

68

Cebador para PCR para la amplificacion
de la secuencia de Rattus norvegicus
Rn_VKORC1-ADNc-R-nes

'Cebador para PCR para la amplificacion
de la secuencia de Fugu rubripes
Fr VKORC1-ADNc-F

Cebador para PCR para la amplificacién
de la secuencia de Fugu rubripes
Fr VKORC1-ADNc-R

69

Cebador para PCR para la amplificacion
de la secuencia de Fugu rubripes
Fr VKORC1-ADNc-F-nes
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70 ' de la secuencia de Fugu rubripes

| Cebador para PCR para la amplificacion |
[ [
| Fr_VKORC1-ADNc-R-nes .

| Cebador para PCR para la amplificacion |

71 | de la secuencia de Homo sapiens
'Hs_VKORC1L1-ADNc-F

| Cebador para PCR para la amplificacion
72 de la secuencia de Homo sapiens
|Hs VKORC1L1-ADMc-R

Cebador para PCR para la amplificacion
73 de la secuencia de Homo sapiens
'Hs_VKORC1L1-ADNc-F-nes

Cebador para PCR para la amplificacion
74 'de la secuencia de Homo sapiens _
|Hs_VKORC1L1-ADNc-R-nes i

' Cebador para PCR para la amplificacion
75 | de la secuencia de Fugu rubripes
Fr_VKORC1L1-ADNc-F

| Cebador para PCR para la amplificacion |
i} de la secuencia de Fugu rubripes
{Fr_VKORC1L1-ADNc-R .

——————— —_—

~ | Cebador para PCR para la amplificacion |
77 ide la secuencia de Fugu rubripes I
'Fr_VKORC1L1-ADNc-F-nes '

e

- ———— e e e

! |

| Cebador para PCR para la amplificacion |

78 ‘de la secuencia de Fugu rubripes |
(Fr_ VKORC1L1-ADNc-R-nes

| Cebador para PCR para la amplificacion |
78 | de la secuencia de Raftus norvegicus i
f Rn_VKORC1L1-ADNc-F ,

| Cebador para PCR para la amplificacion |
80 | de la secuencia de Rattus norvegicus '
'Rn_VKORC1L1-ADNc-R

Cebador para PCR para la amplificacion |
81 ' de la secuencia de Rattus norvegicus
'Rn_VKORC1L1-ADNc-F-nes

88



ES 2379764 T3

[ Cebador para PCR para la amplificacion
a2 | de la secuencia de Rattus norvegicus
| Rn_VKORC1L1-ADNc-R-nes
| Cebador para PCR para la amplificacion |
83 | de la secuencia de Rattus norvegicus |
| Rn_WKORC1L1-ADNc-R-corto

! ~ I Cebador para PCR para la ampiificacién
| B4 de la secuencia de Mus musculus
' | Mm_VKORC1L1-ADNc-F

| Cebador para PCR para la amplificacion
' 85 | de la secuencia de Mus musculus
. [Mm_VKORC1L1-ADNc-R .
— | Cebador para PCR para la amplificacién |
. 86 | de la secuencia de Mus musculus
| | Mm_VKORG1L1-ADNc-F-nes
|Cebador para PCR para la amplificacien |

B7 | de la secuencia de Mus musculus

| Mm_VKORGILIADNcR-nes |
' 88 |Cebadur para PCR para rvKORC1-outerF |
L EEP B |Cebador para PCR para WKORCA outarR
a0 |Cebadur para PCR para a 'VKORC1 mnerF
a1 | Cebador para PCR para 'WVKORC1- mnerR ,
| | Cebador para PCR para VKORC1-
92 |
| pednad-F ;
o Jirce—uaaﬁ;a PCR para VKORC - |
| pcdnaﬁ -R '

b, e — e

! UI{DHC1 de Homo sapiens con mutacién
|41GA>G de resistencia a warfarina en rata |

89
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FIGURA 10

Actividades'de VKOR de células HEK293 transfectadas con constructos de

ADNc de VKORC1
Warfarina [uM]

Mutacién Fenotipo 0 5 10 20 40 80

WT normal 20.29 B.66 6.39 433 2.71 0.88
RO8W VKCFD2 1.81 0.73 0.42 018 <0.10 <0.10
W28L WR 19.59 6.34 508 5.26 4 69 2.19
W45A WR 4.67 1.12 1.14 0.57 <010 <010
R58G WR 4.20 1.02 1.03 072 040 =010
L12BR WR 1.05 0.30 0.30 0.31 =0.10 <0.10
Y139C Rw 874 1044 9.47 B77 B.23 B.71

90



ES 2379764 T3

FIGURA 11

Secuencia de aminodcidos del polipéptido de reciclaje de vitamina K-

Lew
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Ile

ser

Leu

Tyr

Leu
145

Lys

epdxido de Homo sapiens (HS_VKORC1; SEQ ID NO:1)

Gly Ser Thr

Thr
Ala
Ser

50

Val

Arg
Leu
Asp
130

Met

Arg

Gly

Glu

Fhe

Thr
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115

Phe

Trp

His

Leg
20
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His
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100

Gly

Cys

Trp Ely Ser Pro Gly Trp

5
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Arg Asp

Arg Val

Val Leu
0

Cys Ile
8BS
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150

Ser
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55

Gly
Fhe
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Cys

135
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Leu
Arg
40
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Gln
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120

Ile
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Tyr
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Thr
Leu
105
Ala

Thr

Val

91

10

Ala

Leu

Arg

Ser

Leu

Met

Trp

Thr

Gln

Val Arg
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Cys Asp

Trp Gly
60

Ile Leu
75

Gln Leu
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Tyr Rla
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Glu Pro
155
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Val

45
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Leu
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FIGURA 12

Secuencia de codificaciéon de acido nucleico del polipéptido de reciclaje de
vitamina K-epéxido de Homo sapiens (HS_VKORC1; SEQ ID NO:2)

atggucagca
&0
gtgctctege
120

gegetetageg
1an

aggggtttcg
240

agcatatteg
300

tgggcctoig
el

geooctggatcoe
420

atcaacgtga
480

sagaggcact
492

cctgggggag ccoccotggoigg gtgoggctcocg ctotttgect gacgggotta

tctacgeget

acgtgggeac

ggctggotaga

gttgcatctt

toctgatget

tgttcttegt

gooctgatgtg

g3

gcacgtgaag

cgecatcage

gcatgtgetyg

ctacacacta

getgagetcoe

gotoctatgat

gotecagtttc

gcgacgogoeg

tgttegogey

ggacaggaca

cagctattgt

ctggtgtotc

ttctgeattg

cggaaggtes

92

ccocgggaccyg

tcttcteete

geatccteoaa

taggttgcoet

tocgotggttc

tttgtatcac

aagaacccca

ggattacoge

caggtggugc

tcaatooaac

gocggacacgas

tgtctacctyg
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FIGURA 13
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