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DESCRIPCION
Procedimiento para la deteccion de la miopatia equina por almacenamiento de polisacaridos

Antecedentes de la invencién

La miopatia por almacenamiento de polisacaridos (MAPS) es una enfermedad muscular debilitante en muchas y
diferentes razas de caballos. Los datos disponibles indican que aproximadamente el 10% de los caballos de raza
Quarter Horses y el 36% de los caballos de raza Belgian Draft Horses estan afectados. Los signos clinicos varian
aunque pueden ir desde atrofia muscular y debilidad progresiva en las razas Draft Horse hasta espasmos
musculares agudos tras el ejercicio y dafio celular en los Quarter Horses y en otras razas. Todas las formas de
MAPS en caballos estan fundamentalmente asociadas a depésitos de un polisacarido anormal en fibras musculares
esqueléticas que se aprecian por tincion histoquimica de biopsias musculares. La MAPS también se caracteriza por
unos niveles de hasta cuatro veces superiores a los niveles normales de glucégeno en el musculo esquelético. Se
sabe que las mutaciones en los genes del metabolismo de la glucosa y del glucégeno causan diversos tipos de
enfermedades por almacenamiento de glucégeno (glucogénesis) en seres humanos y en especies animales de las
cuales varias son similares histolégicamente a la MAPS. Sin embargo, ninguno de estos genes parecen ser
responsables de la MAPS.

El diagndstico actual de la MAPS en caballos se basa en los signos clinicos de espasmos musculares o atrofia
progresiva (dependiendo de la raza), frecuentemente con niveles séricos elevados enzimas musculares, combinado
con hallazgos histopatol6gicos de polisacarido anormal en estos cortes de biopsias de musculo esquelético.

Las biopsias musculares son invasivas, precisan de personal veterinario experto para su realizacion, son
relativamente caras para el propietario y requieren de un histopatélogo muscular especializado para su
interpretacion. Ademds, aunque el andlisis de la biopsia muscular ha sido una herramienta diagnostica
extremadamente fiable, no es 100% especifica ni sensible y nunca lo podra ser.

Por consiguiente, a pesar de lo anterior, existe una necesidad en la técnica de pruebas diagndsticas adicionales para
el diagnostico de la MAPS en caballos.

Sumario de la invencion

La presente invencién proporciona un procedimiento para la deteccién de la presencia de un biomarcador asociado a
la miopatia por almacenamiento de polisacaridos (MAPS). En una realizacién de la invencién, el procedimiento
implica la obtencién de una muestra fisiolégica de un caballo, en el que la muestra comprende acido nucleico y la
determinacion de la presencia del biomarcador. Como se usa en la presente memoria, el término “muestra
fisiolégica” se entiende que se refiere a una muestra bioldgica obtenida de un mamifero que contiene acido nucleico.
Por ejemplo, una muestra fisioldgica puede ser una muestra recogida de un caballo individual, tal como incluyendo,
pero sin limitacién, por ej., una muestra celular, tal como una célula sanguinea, por €j., un linfocito, una célula de
sangre periférica, una muestra recogida de la médula espinal, una muestra de tejido, tal como tejido cardiaco o tejido
muscular, por ej., misculo cardiaco o esquelético, una muestra de un érgano, por €j., higado o piel, una muestra de
pelo, por €j., una muestra de pelo con raiz y/o una muestra de liquido, tal como sangre.

Ejemplos de razas de caballos afectadas incluyen, pero sin limitacién, Quarter Horses, Percheron Horses, Paint
Horses, Draft Horses, Warmblood Horses u otras razas relacionadas o no relacionadas. El término “raza
relacionada” se usa en la presente memoria para referirse a razas que estan relacionadas con una raza, tal como
Quarter Horse, Draft Horse o Warmblood Horse. Dichas razas incluyen, pero sin limitacion, razas de cria, tales como
el American Paint, el Appaloosa y el Palomino. El término “Draft Horse” incluye muchas razas incluyendo, pero sin
limitacion, los caballos Clydesdale, Belgian, Percheron y Shire. El término “media sangre” es también un término
genérico que incluye varias razas diferentes. “Media sangre” simplemente distingue este tipo de caballo de los
caballos de “sangre fria” (caballos de tiro) y de los de “sangre caliente” (los pura sangre y los arabes). El
procedimiento de la presente invencion también incluye caballos de razas cruzadas o mixtas.

El término “biomarcador” se define generalmente como un indicador bioldgico, tal como una caracteristica molecular
particular, que puede afectar o estar relacionada con el diagnostico o prediccion de la salud de un individuo. Por
ejemplo, en determinadas realizaciones de la presente invencion, el biomarcador comprende un gen mutante de la
enzima glucdgeno sintasa 1 (GSY1) equina, tal como el alelo polimérfico de GYS1 que tiene una sustitucién de G
por A en el nucledtido 926 en el exdn 6. El gen GYS1 codifica para una enzima que tiene una sustitucion R (arginina)
por H (histidina) en el residuo aminoacido 309.

“Sonda oligonucleotidica” se puede referir a un segmento de acido nucleico, tal como un cebador, que es util para
amplificar una secuencia del gen GYS1 que es complementaria a, e hibrida especificamente con una secuencia
particular de GYS1, o con una region de acido nucleico que flanquea a GYS1.

Como se usa en la presente memoria, el término “acido nucleico” y “polinucleétido” se refiere a
desoxirribonucledtidos o ribonuclettidos y polimeros de los mismos en forma monocatenaria o bicatenaria,
compuesto por monémeros (nucleétidos) que contienen un azlcar, fosfato, y una base que es una purina o
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pirimidina. Salvo que se especifique concretamente, el término abarca los acidos nucleicos que contienen analogos
conocidos de nucleétidos naturales que tienen propiedades similares a las del acido nucleico de referencia y que se
metabolizan de manera similar a los nucleétidos naturales. Salvo que se indique otra cosa, una secuencia de acido
nucleico particular también abarca implicitamente variantes modificadas conservadoramente de la misma (por €j.,
sustitucion en un coddén degenerado) y secuencias complementarias, asi como la secuencia indicada explicitamente.
Especificamente, las sustituciones en un codén degenerado pueden conseguirse generando secuencias en las
cuales la tercera posicién de uno o mas codones seleccionado (o todos) esta sustituida con residuos de una base
mixta y/o desoxiinosina.

Un “fragmento de acido nucleico” es una fraccion de una molécula de acido nucleico dada. El acido
desoxirribonucleico (ADN) en la mayoria de los organismos es el material genético, mientras que el acido
ribonucleico (ARN) interviene en la transferencia de la informacion contenida en el ADN en proteinas. El término
“secuencia de nucleodtidos” se refiere a un polimero de ADN o ARN que puede ser monocatenario o bicatenario, que
contiene opcionalmente bases de nucleétidos sintéticas, no naturales o alteradas, capaces de incorporarse a
polimeros de ADN o ARN.

”ou ”ow

Los términos “acido nucleico”, “molécula de acido nucleico”, “fragmento de acido nucleico”, “secuencia o segmento
de acido nucleico” o “polinucleétido” pueden usarse también indistintamente con gen, ADNc, ADN y ARN codificado
por un gen, por ej., ADN gendémico e incluso secuencias de ADN sintético. El término también incluye secuencias
que incluyen cualquiera de los analogos de bases conocidos de ADN y ARN.

En una realizacion de la presente invencion, el procedimiento también incluye la puesta en contacto de la muestra
con al menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y la amplificacion del acido
nucleico hibridado. La “Amplificacion” utiliza procedimientos, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), ligacién y amplificacion (o reaccién en cadena de la ligasa, LCR), amplificacion por desplazamiento de hebra,
amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico y métodos de amplificacion basados en el uso de la Q-beta
replicasa. Estos métodos son bien conocidos y muy utilizados en la técnica. Los reactivos y el hardware para realizar
la PCR estan disponibles en el mercado. Por ejemplo, en determinadas realizaciones de la presente invencion el
exon 6 del gen de la enzima glucégeno sintasa 1 equina (también denominado GSY1), o una porcién del mismo, se
puede amplificar mediante PCR. En otra realizacion de la presente invencién, se inmoviliza al menos una sonda
oligonucleotidica en una superficie sélida.

Los procedimientos de la presente invencion se pueden usar para detectar la presencia de un biomarcador asociado
a la miopatia equina por almacenamiento de polisacaridos (MAPS) en un caballo, tal como un potro, por €j., un potro
neonato o un potro abortado, uno de una pareja reproductora de caballos, por €j., la madre y/o el padre o cualquier
caballo en cualquier etapa de la vida. El caballo puede estar vivo o muerto.

Ademas, la presente invencién proporciona un procedimiento para el diagndstico de la miopatia por almacenamiento
de polisacaridos (MAPS) en un caballo, implicando el procedimiento la obtencién de una muestra fisioloégica del
caballo, en donde la muestra comprende acido nucleico y la deteccién de la presencia de un biomarcador en la
muestra, en donde la presencia del biomarcador es indicativa de la enfermedad. Una realizacién del procedimiento
implica ademas la puesta en contacto de la muestra con al menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido
nucleico hibridado. Por ejemplo, en una realizacion, se amplifica el exén 6 del gen de la enzima glucégeno sintasa 1
equina o una porcién del mismo, por ejemplo, mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa, la amplificacion por
desplazamiento de hebra, la reaccion en cadena de la ligasa, métodos de amplificacion basados en el uso de la Q-
beta replicasa y/o amplificacién basada en la secuencia del acido nucleico. En una realizacién del procedimiento, el
biomarcador contiene un gen de la enzima glucégeno sintasa 1 equina que tiene una sustitucion de G por A en el
nucleotido 926 en el exdn 6 del gen de la enzima glucégeno sintasa 1 equina o un gen que codifica para una enzima
glucogeno sintasa que tiene una sustitucion R por H en el residuo aminoacido 309. El procedimiento se puede usar
para detectar la MAPS en un caballo.

Ademas, la presente invencién proporciona un kit que comprende una prueba diagnoéstica para la deteccién de la
presencia de la MAPS equina en un caballo que comprende un envase maternal que contiene, envasado por
separado, al menos una sonda oligonucleotidica capaz de formar una &cido nucleico hibridado con GYS1 e
instrucciones para el uso de la sonda de acuerdo con los procedimientos de la invencion.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1. Secuencia del ADN que codifica para la GYS1 equina normal (SEC ID NO:1). El exén 6 esta
indicado en negrita. El sitio de la mutacion G por A en la posicién del nucle6tido 926 esta subrayado. Esta
region de la secuencia se amplia a continuacion en la Figura 2.

Figura 2. Ex6n de GYS1 y secuencia de ADN flanqueante de caballos normales (SEC ID NO:2) y caballos
con MAPS (SEC ID NO: 3). El exén 6 en estas secuencias de ADN de la GYS1 equina contiene las
posiciones 33 - 150. En la posicion 135 una G en la secuencia de un caballo normal esta sustituida por una A
en la secuencia de un caballo con MAPS. Esto cambia el coddn de tres bases subrayado de uno que codifica
para una arginina (CGT) por uno que codifica para una histidina (CAT).
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Figura 3. Secuencias amino de la glucégeno sintasa codificadas por el exén 6 de los genes GYS1. Las
especies incluidas en el andlisis son humana, caballo control, chimpancé, canina, bovina, raton, rata, cerdo y
pez cebra. Todas las especies tienen secuencias de aminoacidos idénticas en esta regioén de la proteina
glucégeno sintasa de musculo esquelético (SEC ID NO:4), que representan los 39 aminoacidos codificados
por las posiciones de nucleétidos 33 — 150 en las secuencias de ADN de la Figura 2. Sin embargo, los
caballos con MAPS tienen una histidina (H) en la posicion de aminoacido 34 en este exén (subrayado) (SEC
ED NO:5), mientras que otras especies tienen una arginina (R). Este codon representa el nimero 309 en la
secuencia de codificacion completa.

Figura 4 . Secuencia de ADN gendmico del intrén 5, exdn 6 e intron 6 de la GYS1 equina, a partir de la cual
los cebadores de PCR que amplifican la mutacion de GYS1 de la MAPS serian derivados mas
adecuadamente (SEC ID NO:6). El exdn 6 esta indicado en negrita.

Figura 5. La secuencia nucleotidica completa que codifica para la GYS1 en la Figura 1 se tradujo para
obtener esta secuencia de aminoacidos (SEC ID NO:9). El sitio de la mutacién R por H en el codén 309 esta
subrayado.

Descripcion detallada de la invencion

Los caballos afectados con miopatia equina por almacenamiento de polisacaridos (MAPS) son generalmente
heterocigotos para el gen afectado.

Un “alelo” es una variante de un gen particular. Por ejemplo, la presente invencion se refiere, entre otros, al
descubrimiento de que algunos alelos del gen GYS1 causan la MAPS en cabellos. Un “alelo de GYS1” se refiere a
un alelo normal del locus GYS1, asi como a un alelo que lleva una variacién(es) que predispone a un caballo a
desarrollar MAPS. La coexistencia de multiples alelos en un locus se conoce como “polimorfismo genético”.
Cualquier sitio en el que existen multiples alelos como componentes estables de la poblacion es por definicion
“polimérfico”. Un alelo se define como polimérfico si esta presente en una frecuencia de al menos el 1% en la
poblacién. Un “polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)” es una variacion de la secuencia del ADN que implica un
cambio en un Unico nucleétido.

" ou

Los términos “proteina”, “péptido” y “polipéptido” se utilizan indistintamente en la presente memoria.

La invencion abarca composiciones de acidos nucleicos aislados o sustancialmente purificados. En el contexto de la
presente invencion, una molécula de ADN “aislada” o “purificada” es una molécula de ADN que por intervencién
humana, existe fuera de su entorno natural y, por consiguiente, no es un producto natural. Una molécula de ADN
aislada puede existir en forma purificada o puede existir en un entorno no natural. Por ejemplo, una molécula de
acido nucleico “aislada” o “purificada”, o porcion de la misma, esta sustancialmente exenta de otro material celular o
medio de cultivo cuando se produce por técnicas de recombinacidn o sustancialmente exenta de precursores
quimicos o de otras sustancias quimicas cuando se sintetizan quimicamente. En una realizacion, un &cido nucleico
“aislado” esta exento de secuencias que flanquean de forma natural al acido nucleico (es decir, secuencias
localizadas en los extremos 5' y 3' del acido nucleico) en el ADN gendémico del organismo del cual deriva el acido
nucleico. Por ejemplo, en varias realizaciones, la molécula de &cido nucleico aislada puede contener menos de
aproximadamente 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb, 0,5 kb 0 0,1 kb de secuencias de nucleétidos que flanquean de forma
natural a la molécula de &cido nucleico en el ADN gendémico de la célula de la cual deriva el acido nucleico. En la
presente invencion también se abarcan fragmentos y variantes de las secuencias de nucleétidos divulgadas y
proteinas o proteinas de longitud parcial codificadas por las mismas.

Por “fragmento” o “porcion” de una secuencia se entiende una secuencia de nucleétidos de longitud completa o
inferior a la longitud completa de la secuencia de nucleétidos que codifica o la secuencia de aminoacidos de una
polipéptido o proteina. Como esta se relaciona con una molécula de &acido nucleico, la secuencia o segmento de la
invencion, cuando esta unida a otras secuencias para la expresion, “porcién” o “fragmento” significa una secuencia
gue tiene, por ejemplo, al menos 80 nucledtidos, al menos 150 nucleétidos o al menos 400 nucledtidos. Si no se
emplea para la expresién, una “porcion” o “fragmento” significa, por ejemplo, al menos 9, 12,15 o al menos 20,
nucleétidos consecutivos, por ej., sondas y cebadores (oligonucleétidos), que corresponden a la secuencia de
nucleétidos de las moléculas de acido nucleico de la invencidon. En otra alternativa, los fragmentos o porciones de
una secuencia de nucledtidos que son Utiles como sondas de hibridacién generalmente no codifican para fragmentos
de proteinas que conservan la actividad biologica. Por lo tanto, los fragmentos o partes de una secuencia de
nucleétidos pueden variar desde al menos aproximadamente 6 nucleétidos, aproximadamente 9, aproximadamente
12 nucledtidos, aproximadamente 20 nucleétidos, aproximadamente 50 nucledtidos, aproximadamente 100
nucleétidos 0 mas.

Una “variante” de una molécula es una secuencia que es sustancialmente similar a la secuencia de la molécula
nativa. Para las secuencias de nucleétidos, las variantes incluyen aquellas secuencias que, debido a la
degeneracion del cédigo genético, codifican la secuencia de aminoacidos idéntica a la de la proteina nativa. Las
variantes alélicas naturales como estas se pueden identificar mediante el uso de técnicas de biologia molecular bien
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conocidas como, por ejemplo, con la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y técnicas de hibridacién. Las
secuencias de nucledtidos variantes también incluyen secuencias de nucleétidos derivadas sintéticamente, tales
como las generadas, por ejemplo, utilizando la mutagénesis dirigida al sitio que codifican para la proteina nativa, asi
como las que codifican para un polipéptido que tienen sustituciones de aminoéacidos. En general, las variantes de las
secuencias de nucledtidos de la invencion tendran en al menos una realizacién, 40%, 50%, 60% a 70%, por €j.,
71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% a 79%, en general al menos 80%, por ej., 81%-84%, al menos 85%,
por ej., 86%, 87%, 88%, 89%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, a 98%, de identidad con la secuencia de
la secuencia de nucledtidos (endégena) nativa.

Polinucleétidos “sintéticos” son aquellos preparados por sintesis quimica. Una “molécula de ADN recombinante” es
una combinacién de secuencias de ADN que se unen entre si usando tecnologia y procedimientos de ADN
recombinante utilizados para unir entre si secuencias de ADN como se describe, por ejemplo, en Sambrook y
Russell (2001).

El término “gen” se usa en sentido amplio para referirse a cualquier segmento de acido nucleico asociado a una
funcién bioldgica. Los genes incluyen secuencias y/o secuencias reguladoras codificantes requeridas para su
expresion. Por ejemplo, gen se refiere a un fragmento de acido nucleico que expresa ARNm, ARN funcional o una
proteina especifica, tal como la enzima glucégeno sintasa 1, incluyendo sus secuencias reguladoras. Los genes
también incluyen segmentos de ADN no expresados que, por ejemplo, forman secuencias de reconocimiento para
otras proteinas. Los genes se pueden obtener de diferentes fuentes, incluyendo la clonacion de una fuente de
interés o sintetizando a partir de una informacién de una secuencia conocida o predicha y pueden incluir secuencias
designadas para tener los parametros deseados. Ademas, un “gen” o un “gen recombinante” se refiere a una
molécula de acido nucleico que comprende un marco de lectura abierto e incluyen al menos un exén y
(opcionalmente) una secuencia intron. El término “intrén” se refiere a una secuencia de ADN presente en un gen
dado que no se traduce en una proteina y que generalmente se encuentra entre exones.

“Natural”, “nativa” o “tipo silvestre” se usa para describir un objeto que se puede encontrar en la naturaleza a
diferencia del producido artificialmente. Por ejemplo, una secuencia de nucledtidos presente en un organismo
(incluido un virus), la cual se aisla de una fuente de la naturaleza y, la cual, no se ha modificado intencionadamente
en el laboratorio, es natural. Ademas, “tipo silvestre” se refiere al gen normal, u organismo existente en la naturaleza
sin ninguna mutacién conocida.

Una enzima glucégeno sintasa 1 (GYS1) “mutante” se refiere a la proteina o fragmento de la misma que es
codificada por un gen GYS1 que tiene una mutacion, por e€j., la que se produce en el locus GYS1. Una mutacion en
un alelo GYS1 puede dar lugar a una potenciacién o aumento de la actividad enzimatica en un caballo heterocigoto
para el alelo. El incremento de la actividad enzimatica se puede determinar mediante métodos conocidos en la
técnica. Las mutaciones en GYS1 pueden ser causa de la enfermedad en un caballo heterocigoto para el alelo
GYS1 mutante, por €j., un caballo heterocigoto para una mutacién que da lugar a un producto génico mutante, tal
como una mutacion por sustitucién en el exén 6 de GYS1, tal como el designado en la presente memoria como
G926A.

“Mutaciones somaticas” son aquellas que se producen sdélo en determinados tejidos, por €j., en tejido hepatico y no
se heredan en la linea germinal. Las mutaciones de la “linea germinal” se pueden encontrar en cualquiera de los
tejidos corporales y se heredan. La presente mutacion GYSEL es una mutacién de la linea germinal.

“Homologia” se refiere al porcentaje de identidad entre dos secuencias de polinucleétidos o dos secuencias de
polipéptidos. Dos secuencias de ADN o polipéptidos son “homélogas” entre si cuando las secuencias presentan al
menos aproximadamente de 75% a 85% (incluyendo 75%, 76%, 77%, 78%, 79%, 80%, 81%, 82%, 83%, 84% y
85%), al menos aproximadamente 90%, o al menos aproximadamente 95% a 99% (incluyendo 95%, 96%, 97%,
98%, 99%) de identidad con una secuencia contigua a lo largo de una longitud definida de las secuencias.

Los siguientes términos se utilizan para describir las relaciones entre secuencias entre dos 0 mas acidos nucleicos o
polinucleétidos: (a) “secuencia de referencia’, (b) “ventana de comparacion”, (c) “identidad de la secuencia” (d)
“porcentaje de identidad de la secuencia’ y (e) “identidad sustancial”.

(a) Como se usa en la presente memoria, “secuencia de referencia” es una secuencia definida usada como
base para la comparacién de la secuencia. Una secuencia de referencia puede ser un subgrupo o la totalidad
de una secuencia especificada, por ejemplo, como un segmento de un ADNc de longitud completa o
secuencia génica o el ADNc completo o la secuencia génica.

(b) Como se usa en la presente memoria, “ventana de comparacion” hace referencia a un segmento contiguo
y especificado de una secuencia de polinuclettidos, en donde la secuencia de polinucleétidos en la ventana
de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) comparado con la secuencia de
referencia (que no comprende adiciones ni deleciones) para la alineacion optima de las dos secuencias. En
general, la ventana de comparacion es de al menos una longitud de 20 nucleétidos contiguos y
opcionalmente puede ser 30, 40, 50, 100 o mas larga. El experto en la materia sabe que para evitar una
elevada similitud con una secuencia de referencia debido a la inclusién de huecos en la secuencia de
nucleotidos, generalmente se introduce una penalizacién por hueco y se resta del nimero de apareamientos.
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Los métodos para la alineacién de secuencias para comparaciéon son bien conocidos en la técnica. Por lo tanto, la
determinacién del porcentaje de identidad entre dos secuencias se puede realizar utilizando un algoritmo
matematico.

Se pueden utilizar aplicaciones informaticas de estos algoritmos matematicos para la comparacion de secuencias
para determinar la identidad de la secuencia. Dichas aplicaciones incluyen, sin limitacién: CLUSTAL en el programa
PC/Gene (Intelligenetics, Mountain View, California); el programa ALIGN (Version 2.0) y GAP, BESTFIT, BLAST,
FASTA y TFASTA del Wisconsin Genetics Software Package, Version 8 (Genetics Computer Group (GCG), 575
Science Drive, Madison, Wisconsin, USA). Las alineaciones que utilizan estos programas pueden utilizarse con sus
parametros por defecto.

El software para llevar a cabo los andlisis BLAST es de acceso publico a través del Centro Nacional de Informacion
Biotecnologica (véase la pagina web en ncbi.nim.nih.gov). Este algoritmo implica la identificacién en primer lugar de
pares de secuencia de altisima similitud (HSP) mediante la identificacion de palabras breves de longitud W en la
secuencia a analizar, (la cual coincide o satisface alguna puntuacion T del umbral valorado como positivo cuando se
alinea con una palabra de la misma longitud en una secuencia de una base de datos. T se refiere al umbral de
puntuacion de la palabra adyacente. Este acierto en la palabra adyacente inicial actia como semilla para iniciar
busquedas de HSP mas largas contenidas en las mismas. Las palabras encontradas se extienden a continuacién en
ambas direcciones a lo largo de cada secuencia hasta que se pueda aumentar la puntuacién de la alineacion
acumulada. Las puntuaciones acumuladas se calculan utilizando, para secuencias de nucleétidos, los parametros M
(puntuacion de recompensa para un par de residuos no coincidentes, siempre > 0) y N (puntuacion de penalizacién
para residuos con errores de apareamiento, siempre < 0). Para las secuencias de aminoacidos se utiliza una matriz
de puntuacion para calcular la puntuaciéon acumulada. La extension de las palabras encontradas en cada direccion
se mantiene cuando la puntuaciéon de alineacion acumulada se detiene cuando la puntuacion de alineacion
acumulada disminuye en la cantidad X desde su valor maximo alcanzado, siendo la puntuacién acumulada de hasta
cero o inferior debido a la acumulacion de una o mas alineaciones de residuos de puntuacion negativa o si se
alcanza el final de cualquiera de las secuencias.

Ademas de calcular el porcentaje de identidad de la secuencia, el algoritmo BLAST también realiza un andlisis
estadistico de la similitud entre dos secuencias. Una medida de la similitud proporcionada por el algoritmo BLAST es
la probabilidad de suma mas pequefia (P(N)) que proporciona una indicacion de la probabilidad por la cual se
produciria al azar una coincidencia entre dos secuencias de nucleotidos o aminoacidos. Por ejemplo, una secuencia
de acido nucleico a analizar se considera similar a una secuencia de referencia si la probabilidad mas pequefia en
una comparacion de la secuencia de acido nucleico a analizar con la secuencia de acido nucleico de referencia es
menos de aproximadamente 0,1, menos de aproximadamente 0,01 o incluso menos de aproximadamente 0,001.

Para obtener alineaciones con huecos para fines de comparacion, se puede utilizar Gapped BLAST (en BLAST 2.0).
Otra alternativa consiste en utilizar PSI-BLAST (en BLAST 2.0) para realizar una busqueda iterativa que detecte
relaciones distantes entre moléculas. Si se utiliza BLAST, Gapped BLAST o PSI-BLAST, se pueden usar los
parametros por defecto de los respectivos programas (por €j., BLASTN para las secuencias de nucleétidos, BLASTX
para las proteinas). El programa BLASTN (para secuencias de nucleétidos) utiliza como valores por defecto una
longitud de palabra (W) de 11, una expectativa (E) de 10, un valor de corte de 100, M=5, N=-4 y una comparacion de
ambas hebras. Para las secuencias de aminoacidos, el programa BLASTP utiliza como parametros por defecto una
longitud de palabra (W) de 3, una expectativa (E) de 10 y la matriz de puntuacién BLOSUM62. Véase la pagina web
en nchi.nim.nih.gov. La alineacién también se puede llevar a cabo manualmente mediante inspeccién visual.

Para los fines de la presente invencion, la comparacion de las secuencias de nucle6tidos para la determinacion del
porcentaje de identidad de la secuencia con las secuencias del promotor divulgadas en la presente memoria se hace
preferiblemente utilizando el programa BlastN (versién 1.4.7 o posterior) con sus parametros por defecto o con
cualquier programa equivalente. Por “programa equivalente” se entiende cualquier programa de comparacion de
secuencias que, para cualquiera de las dos secuencias en cuestion, genera una alineaciéon que tiene coincidencias
en residuos de nucleétidos o aminoacidos idénticos y un porcentaje de identidad de secuencia idéntico cuando se
compara con la correspondiente alineacion generada mediante un programa BLAST.

(c) Como se usa en la presente memoria, “identidad de la secuencia” o “identidad” en el contexto de dos
secuencias de acidos nucleicos o polipéptidos hace referencia a un porcentaje especificado de residuos en
las dos secuencias que son los mismos cuando se alinean para obtener la maxima correspondencia en una
ventana de comparacion especificada, medida mediante los algoritmos de comparacion de la secuencia o por
inspeccion visual. Cuando se utiliza el porcentaje de identidad de la secuencia en referencia a las proteinas,
se reconoce que las posiciones de residuos que no son idénticos frecuentemente difieren por sustituciones
conservativas de aminoacidos, en las que los residuos de aminoacidos se sustituyen por otros residuos de
aminoacidos con propiedades quimicas similares (por ej., carga o hidrofobicidad) y, por consiguiente, no
cambian las propiedades funcionales de la molécula. Cuando las secuencias difieren en sustituciones
conservativas, el porcentaje de identidad de la secuencia se puede ajustar al alza para corregir la naturaleza
conservativa de la sustituciéon. Las secuencias que difieren mediante dichas sustituciones conservativas se
dice que tienen “similitud de secuencia” o “similitud”. Los medios para realizar este ajuste son bien conocidos
para el experto en la materia. Habitualmente, esto implica la puntuacién de una sustitucion conservativa como
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un apareamiento parcial en lugar de un apareamiento total, aumentando de esta manera el porcentaje de
identidad de la secuencia. Asi, por ejemplo, cuando a un aminoacido idéntico se le da una puntuacion de 1y
a una sustitucién no conservativa se le da una puntuacion de cero, a una sustitucion conservativa se le da
una puntuacién entre cero y 1. La puntuacion de las sustituciones conservativas se calcula, por ejemplo,
mediante el programa PC/GENE (Intelligenetics, Mountain View, California).

(d) Como se usa en la presente memoria “porcentaje de identidad de la secuencia” significa el valor
determinado por comparacion de dos secuencias alineadas éptimamente a lo largo de una ventana de
comparacion, en donde la parte de la secuencia de polinucleétidos en la ventana de comparacion puede
comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) en comparacién con la secuencia de referencia (la cual
no comprende adiciones ni deleciones) para una alineacion 6ptima de las dos secuencias. El porcentaje se
calcula determinando el nimero de posiciones en las cuales existen bases de acidos nucleicos o residuos de
aminoacidos en ambas secuencias para obtener el nimero de posiciones coincidentes, dividiendo el nimero
de posiciones coincidentes por el nimero total de posiciones en la ventana de comparaciéon y multiplicando el
resultado por 100 para obtener el porcentaje de identidad de la secuencia.

(e)(i) El término “identidad sustancial” de las secuencias de polinucledtidos significa que un polinucleétido
comprende una secuencia que tiene al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% o0 79%; al
menos 80%, 81%, 82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88% 0 89%; al menos 90%, 91%, 92%, 93% 0 94% o
incluso al menos 95%, 96%, 97%, 98% o0 99% de identidad con la secuencia, comparado con una secuencia
de referencia usando uno de los programas de alineacion descritos utilizando los parametros estandar. El
experto en la materia reconocera que estos valores se pueden ajustar apropiadamente para determinar la
correspondiente identidad de las proteinas codificadas por dos secuencias de nucleétidos teniendo en cuenta
la degeneracion de los codones, la similitud entre aminoacidos, el posicionamiento del marco de lectura y
similares. Una identidad sustancial de las secuencias de aminoacidos para estos fines normalmente significa
una identidad de la secuencia de al menos 70%, o al menos 80%, 90% o incluso al menos 95%.

Otra indicacion de que las secuencias de nucleétidos son sustancialmente idénticas es si dos moléculas hibridan
entre si en condiciones estrictas (véase mas adelante). En general, se seleccionan condiciones estrictas de
aproximadamente 5°C inferiores al punto de fusién térmico (Tm) de la secuencia especifica para una fuerza ionica y
pH definidos. Sin embargo, las condiciones estrictas abarcan temperaturas en el intervalo de aproximadamente 1°C
a aproximadamente 20°C, dependiendo del grado deseado de rigor como por otra parte se establece en la presente
memoria. Los acidos nucleicos que no hibridan entre si en condiciones estrictas siguen siendo basicamente
idénticos si los polipéptidos que codifican son sustancialmente idénticos. Esto puede ocurrir, por €j., cuando se crea
una copia de un acido nucleico utilizando la maxima degeneracion de los codones permitida por el cédigo genético.
Una indicacion de que dos secuencias de acidos nucleicos son sustancialmente idénticos es cuando el polipéptido
codificado por el primer acido nucleico muestra reaccion cruzada inmunolégica con el polipéptido codificado por el
segundo acido nucleico.

(e) (ii) El término “identidad sustancial” en el contexto de un péptido indica que un péptido comprende una
secuencia con al menos 70%, 71%, 72%, 73%, 74%, 75%, 76%, 77%, 78% o 79%; al menos 80%, 81%,
82%, 83%, 84%, 85%, 86%, 87%, 88% 0 89%; o al menos 90%, 91%, 92%, 93%, o 94%; o incluso al menos
95%, 96%, 97%, 98% 0 99% de identidad de la secuencia con la secuencia de referencia a lo largo de una
ventana de comparacion especifica. Una indicacion de que dos secuencias de péptidos son sustancialmente
idénticas es que un péptido es inmunoldégicamente reactivo con anticuerpos obtenidos frente al segundo
péptido. Por lo tanto, un péptido es sustancialmente idéntico a un segundo péptido, por ejemplo, si los dos
péptidos difieren so6lo por una sustituciéon conservativa.

Para la comparacién de secuencias, habitualmente una secuencia actla como una secuencia de referencia con la
cual se comparan las secuencias a analizar. Cuando se usa un algoritmo de comparacion de la secuencia, las
secuencias a analizar y la de referencia se introducen en un ordenador y se designan coordenadas de la
subsecuencia en caso necesario y se designan los parametros del programa del algoritmo de la secuencia. El
algoritmo de comparacion de la secuencia calcula a continuacion el porcentaje de identidad de la secuencias para la
secuencia(s) a analizar respecto a la secuencia de referencia basandose en los parametros del programa
designados.

Como se ha sefialado anteriormente, otra indicacién de que dos secuencias de &cidos nucleicos son
sustancialmente idénticas es que las dos moléculas hibridan entre si en condiciones estrictas. La frase “hibrida
especificamente con” se refiere a la unién, formacién de diplex o hibridacion de una molécula sélo con una
secuencia de nucleétidos particular en condiciones estrictas cuando la secuencia esta presente en una mezcla
compleja de ADN o ARN (por ej. celular total). “Se une(n) sustancialmente” se refiere a la hibridacion
complementaria entre un acido nucleico sonda y un acido nucleico diana y abarca errores de apareamiento menores
que se pueden acomodar reduciendo las condiciones estrictas de los medios de hibridacion para lograr la deteccion
deseada de las secuencias de acido nucleico diana.

“Condiciones de hibridacion estrictas” y “condiciones de lavado de hibridacion estrictas” en el contexto de los
experimentos de hibridacion de los acidos nucleicos, tales como las hibridaciones Southern y Northern dependen de
la secuencia y son diferentes para los diferentes parametros ambientales. Secuencias mas largas hibridan
especificamente a temperaturas mas elevadas. La Ty, es la temperatura (para una fuerza iénica y pH definidos) para
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la cual el 50% de la secuencia diana hibrida con una sonda perfectamente coincidente. La especificidad esta
generalmente en funcion de los lavados poshibridacion, siendo los factores criticos la fuerza iénica y la temperatura
de la solucién de lavado final. Para los hibridos ADN-ADN, la T, se puede calcular a partir de la ecuacién de
Meinkoth y Wahl:

T 81,5°C + 16,6 (log M) +0.41 (24GC) - 0,61 (% form) - 500/L

donde M es la molaridad de los cationes monovalentes, %GC es el porcentaje de nucleétidos guanosina y citosina
en el ADN, % form es el porcentaje de formamida en la solucién de hibridacién y L es la longitud del hibrido en pares
de bases. T, se reduce en aproximadamente 1°C para cada 1% de errores de apareamiento; por lo tanto, para
hibridar secuencias de la identidad deseada se pueden ajustar la Tm, las condiciones de hibridacion y/o lavado. Por
ejemplo, si se buscan secuencias con >90% de identidad, la T, puede reducirse en 10°C. En general, las
condiciones estrictas se seleccionan para que sean aproximadamente 5°C inferiores al punto de fusion térmica (Tm)
para la secuencia especifica y se complementa para una fuerza iénica y pH definidos. Sin embargo, condiciones
muy estrictas pueden ser una hibridacion y/o lavado a 1, 2, 3 6 4°C inferior al punto de fusion térmico (Tm),
condiciones moderadamente estrictas pueden ser una hibridacion y/o lavado a 6, 7, 8, 9 6 10T inferior al punto de
fusion térmico (Tm), condiciones poco estrictas pueden ser una hibridaciéon y/o lavado a 11, 12, 13, 14, 15 o0 20C
inferior al punto de fusion térmico (Tnm). Utilizando la ecuacion, las composiciones para hibridacién y lavado, y el T
deseado, el experto en la materia comprendera que las variaciones en el rigor de las soluciones de hibridacién y/o
lavado estan intrinsecamente descritas. Si el grado deseado de errores de apareamiento da un T de menos de 45°C
(solucién acuosa) o 32°C (solucién de formamida), se prefiere aumentar la concentracion de SCC de modo que se
pueda utilizar una temperatura mas alta. En general, se seleccionan condiciones de hibridacion y lavado muy
estrictas de aproximadamente 5°C inferior al punto de fusién térmico (Tn) para la secuencia especifica para una
fuerza ionica y pH definidos.

Un ejemplo de condiciones de lavado muy estrictas es NaCl 0,15M a 72T durante aproximadamente 15 minu tos. Un
ejemplo de condiciones de lavado estrictas es un lavado con SSC 0,2X a 65°C durante 15 minutos. Frecuentemente,
un lavado muy estricto va precedido de un lavado poco estricto para eliminar la sefial de fondo de la sonda. Un
ejemplo de lavado moderadamente estricto para un duplex de por ej., mas de 100 nucledtidos, es SSC 1X a 45°C
durante 15 minutos. Un ejemplo de lavado poco estricto para un diplex de por €j., mas de 100 nucleétidos, es SSC
4-6X a 40°C durante 15 minutos. Para las sondas cortas (por ej., aproximadamente de 10 a 50 nucledtidos),
condiciones estrictas son generalmente concentraciones de sal de menos de aproximadamente 1,5M, mas
preferiblemente aproximadamente 0,01 a 1,0M, concentracién de ion Na (o de otras sales) a pH 7,0 a 8,3 y la
temperatura es habitualmente al menos 30°C y al menos 60°C para las sondas largas (por e€j., >50 nucleétidos).
Unas condiciones estrictas también se pueden alcanzar con la adicién de agentes desestabilizantes, tales como
formamida. En general, una relacién sefial-ruido de 2X (o mas) que la observada para una sonda no relacionada en
el ensayo de hibridacion en particular indica la deteccién de una hibridacién especifica. Los acidos nucleicos que no
hibridan entre si en condiciones estrictas siguen siendo sustancialmente idénticos si las proteinas para las que
codifican son sustancialmente idénticas. Esto ocurre, por ej., cuando se crea una copia de un acido nucleico
utilizando la maxima degeneracién de codones permitida por el cédigo genético.

Se seleccionan condiciones muy estrictas para que sean igual al T, para una sonda en particular. Un ejemplo de
condiciones estrictas para la hibridacion de acidos nucleicos complementarios que tienen mas de 100 residuos
complementarios en un filtro de una transferencia Southern o Northern es formamida al 50%, por e€j., hibridacion en
formamida al 50%, NaCl 1M, SDS al 1% a 37C y un lavado en SSC 0,1X a 60 a 65<C. Ejemplos de condiciones
poco estrictas incluyen la hibridaciéon con una solucién tampén de formamida al 30 al 35%, NaCl 1M, SDS al 1%
(dodecilsulfato sédico) a 37°C y un lavado en SSC 1X a 2X (SSC 20X = NaCl 3,0M/citrato trisédico 0,3M) a 50 a
55<C. Ejemplos de condiciones rigurosas moderadas i ncluyen la hibridacién en formamida al 40 al 45%, NaCl 1,0M
SDS al 1% 37°C y un lavado en SSC 0,5X a 1X a 55 a 60°C.

Por polipéptido “variante” se entiende un polipéptido derivado de la proteina nativa por delecién (denominado
truncado) o la adicién de uno 0 mas aminoacidos al extremo N terminal y/o C terminal de la proteina nativa; delecion
0 adicién de uno 0 mas aminoacidos a uno 0 mas sitios de la proteina nativa o sustitucion de uno o mas aminoacidos
a uno o mas sitios de la proteina nativa. Dichas variantes pueden ser el resultado, por ejemplo, de polimorfismo
genético o de la manipulacién humana. Métodos de este tipo de manipulaciones son generalmente conocidos en la
técnica.

Por lo tanto, los polipéptidos de la invencion se pueden alterar de varias maneras incluida las sustituciones,
deleciones, truncados e inserciones de aminoacidos. Los procedimientos para este tipo de manipulaciones son
generalmente conocidos en la técnica. Por ejemplo, las variantes de la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos
se pueden preparar mediante mutaciones en el ADN. Los procedimientos de mutagénesis y alteraciones de la
secuencia de nucleétidos son muy conocidos en la técnica. Las sustituciones apropiadas de aminoacidos que no
afectan a la actividad biolégica de la proteina de interés son bien conocidas en la técnica. Se prefieren las
sustituciones conservativas, tales como el intercambio de un aminoacido por otro con propiedades similares.
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Por lo tanto, los genes y las secuencias nucleotidicas de la invencion incluyen tanto secuencias naturales como las
formas mutantes. De igual modo, los polipéptidos de la invencion abarcan proteinas naturales, asi como variaciones
y formas modificadas de las mismas. Dichas variantes seguiran teniendo la actividad deseada. No se espera que las
deleciones, inserciones y sustituciones de la secuencia de polipéptidos abarcadas en la presente memoria
produzcan cambios radicales en las caracteristicas del polipéptido. Sin embargo, aunque es dificil predecir
anticipadamente el efecto exacto de la sustitucion, delecién o insercién, el experto en la materia sabra que el efecto
se evaluara mediante los ensayos rutinarios de deteccion.

Las sustituciones, deleciones o adiciones individuales que alteren, afiadan o eliminen un Unico aminoacido o un
pequefio porcentaje de aminoacidos (generalmente menos del 5%, mas generalmente menos del 1%) en una
secuencia codificada son “variaciones modificadas conservativamente”.

Las “variaciones modificadas conservativamente” de una secuencia de acido nucleico en particular se refieren a
aquellas secuencias de acidos nucleicos que codifican para secuencias de aminoacidos idénticas o esencialmente
idénticas o cuando la secuencia de acido nucleico no codifica para una secuencia de aminoacidos, a secuencias
esencialmente idénticas. Debido a la degeneracién del cédigo genético, un gran ndmero de acidos nucleicos
funcionalmente idénticos codifican para cualquier polipéptido dado. Por ejemplo, los codones CGT, CGC, CGA,
CGG, AGA y AGG codifican todos ellos para el aminoacido arginina. Por lo tanto, en cualquier posicién en la que
una arginina esté especificada por un codon, el codén puede alterarse por uno cualquiera de los correspondientes
codones descritos sin alterar la proteina codificada. Dichas variaciones de acidos nucleicos son “variaciones
silentes”, que son una especie de las “variaciones modificadas conservativamente”. Cada secuencia de &acido
nucleico descrita en la presente memoria que codifica para un polipéptido también describe cada variacion
posiblemente silente, salvo que se especifique de otra manera. El experto en la materia reconocera que cada coddn
de un acido nucleico (salvo ATG, que es habitualmente el (inico codén para metionina) se puede maodificar mediante
técnicas estandar para dar una molécula funcionalmente idéntica. Por consiguiente, cada “variacién silente” de un
acido nucleico que codifica para un polipéptido esta implicita en cada secuencia descrita.

El término “transformacion” se refiere a la transferencia de un fragmento de acido nucleico dentro del genoma de una
célula hospedadora, dando lugar a una herencia genéticamente estable. Las células hospedadoras que contienen
los fragmentos de &cido nucleico transformados se conocen como células “transgénicas” y los organismos que
comprenden células transgénicas se conocen como “organismos transgénicos”.

Una “célula hospedadora” es una célula que se ha transformado o que es capaz de transformacién mediante una
molécula de acido nucleico exdégena. Por lo tanto, “transformada”, “transgénica” y “recombinante” se refiere a una
célula hospedadora en la cual se ha introducido una molécula de acido nucleico heter6logo. La molécula de acido
nucleico puede integrarse establemente en el genoma generalmente conocido en la técnica. Métodos conocidos de
PCR incluyen, sin limitacion, métodos que utilizan cebadores emparejados, cebadores anidados, cebadores
especificos Unicos, cebadores degenerados, cebadores especificos de genes, cebadores especificos del vector,
cebadores parcialmente con errores de apareamiento y similares. Por ejemplo, se han obtenido células
“transformadas”, “transgénicas” y “recombinantes” mediante el proceso de transformacién y contienen un gen
extrafio integrado en su cromosoma. El término “no transformadas” se refiere a células normales que no se han
obtenido por el proceso de transformacion.

“Cassette de expresion” como se usa en la presente memoria, significa una secuencia de ADN capaz de dirigir la
expresion de una secuencia de nucle6tidos en particular en una célula hospedadora adecuada, que comprende un
cebador unido operativamente a la secuencia de nuclettidos de interés y que estd operativamente unido a las
sefiales de terminacién. También incluye generalmente secuencias requeridas para la traduccion adecuada de la
secuencia de nucledtidos. La regién codificante codifica habitualmente para una proteina de interés, aunque también
puede codificar para un ARN funcional de interés, por ejemplo, ARN antisentido o ARN no traducido, en la direccion
sentido o antisentido. El cassette de expresion que comprende la secuencia de nucleétidos de interés puede ser
qguimérico, lo que significa que al menos uno de sus componentes es heterélogo con respecto a al menos uno de sus
otros componentes. El cassette de expresion puede ser también uno natural, pero que se ha obtenido en una forma
recombinante (til para la expresiéon heterdloga. La expresion de la secuencia de nucleétidos en el cassette de
expresion puede estar bajo el control de un promotor constitutivo o de un promotor inducible que inicia la
transcripcidn sélo cuando la célula hospedadora esta expuesta a algunos estimulos externos en particular. En el
caso de un organismo multicelular, el promotor también puede ser especifico de un tejido u 6rgano en particular o de
una etapa del desarrollo.

Dichos cassettes de expresion tendran la regién de inicio de la transcripcion de la invencién unida a una secuencia
de nucledtidos de interés. Un cassette de expresion de este tipo contendra una pluralidad de sitios de restriccion
para la insercion del gen de interés que va a estar bajo la regulacion transcripcional de las regiones reguladores. El
cassette de expresion puede contener adicionalmente genes marcadores seleccionables.

El cassette de transcripcion incluird en la direccion 5'-3' de transcripcién, una region de inicio de la transcripcion y de
la traduccién, una secuencia de ADN de interés y una regién de terminacion de la transcripcion y de la traduccién
funcional en plantas. La region de terminacion puede ser nativa con la regién de inicio de la transcripcion, puede ser
nativa con la secuencia de ADN de interés y proceder de otra fuente.
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Los términos “secuencia de ADN heterologa”, “segmento de ADN exdgeno” o “acido nucleico heterdlogo”, se refieren
cada uno de ellos a una secuencia que procede de una fuente extrafia a la célula hospedadora particular o, si
procede de la misma fuente, estd modificada respecto a su forma original. Por lo tanto, un gen heterélogo en una
célula hospedadora incluye un gen que es enddgeno para la célula hospedadora en particular pero que se ha
modificado mediante, por ejemplo, el uso de mutagénesis de una Unica hebra. Los términos también incluyen copias
multiples no naturales de una secuencia de ADN natural. Por lo tanto, los términos se refieren a un segmento de
ADN que es extrafio o heterélogo para la célula, u homdlogo para la célula pero en una posicion dentro del acido
nucleico de la célula hospedadora en la cual no se encuentra normalmente el elemento. Los segmentos de ADN
exdgenos se expresan para dar los polipéptidos exégenos.

Una secuencia de ADN “homdloga” es una secuencia de ADN que esta asociada naturalmente con la célula
hospedadora en la cual se introduce.

“Genoma” se refiere al material genético completo de un organismo.

“Secuencia codificante” se refiere a una secuencia de ADN o ARN que codifica para una secuencia de aminoacidos
especifica y excluye las secuencias no codificantes. Por ejemplo, una “secuencia codificante” de ADN o “una
secuencia codificante” de un polipéptido en particular, es una secuencia de ADN que se transcribe y se traduce en
un polipéptido in vitro o in vivo cuando se coloca bajo el control de elementos reguladores apropiados. Los limites de
la secuencia codificantes se determinan por un codon de inicio en el extremo 5'y un coddn de parada en el extremo
3'. Una secuencia codificante puede incluir, pero sin limitacion, secuencias procariotas, ADNc de ARNm eucariota,
secuencias de ADN gendémico de secuencias de ADN eucariota (por ej., de mamifero) e incluso secuencias de ADN
sintéticas. Una secuencia de terminacion de la transcripcion estara habitualmente localizada en 3' respecto a la
secuencia codificante. Esta puede constituir una “secuencia de codificacion ininterrumpida”, es decir, que carece de
un intrén, tal como en el ADNc o puede incluir uno o mas intrones unidos mediante uniones de empalme adecuadas.
Un “intrén” es una secuencia de ARN que esta contenida en el trasncripto primario, pero que se ha eliminado por
corte y empalme del ARN en la célula para crear el ARNm que se puede traducir en una proteina.

Los términos “marco de lectura abierto” y “ORF” se refieren a la secuencia de aminoacidos codificada entre los
codones de inicio y finalizacion de la traduccién de una secuencia codificante. Los términos “codén de inicio” y
“coddn de terminacién” se refieren a una unidad de tres nucledtidos adyacentes (‘cod6n’) en una secuencia
codificante que especifica el inicio y la terminacion de la cadena, respectivamente, de la sintesis de proteinas
(traduccion del ARNm).

El término “transcrito de ARN" se refiere al producto resultante de la transcripcion catalizada por la ARN polimerasa
de una secuencia de ADN. Cuando el transcrito de ARN es una copia complementaria perfecta de una secuencia de
ADN, se refiere al transcrito primario o puede ser una secuencia de ARN derivada del procesamiento
postranscripcional del transcrito primario y se denomina ARN maduro. “ARN mensajero” (ARNm) se refiere al ARN
que esta sin intrones y que se puede traducir en una proteina por la célula. “ADNc” se refiere a un ADN
monocatenario o bicatenario que es complementario con y derivado del ARNm.

El término “secuencia reguladora” es conocido en la técnica y pretende incluir promotores, intensificadores y otros
elementos de control (por ej., sefiales de poliadenilacion). Dichas secuencias reguladoras son conocidas por los
expertos en la materia. Se entiende que el disefio del vector de expresion puede depender de este tipo de factores,
como la eleccion de la célula hospedadora a transfectar y/o la cantidad de proteina de fusién a expresar.

El término “elementos de control del ADN” se refiere colectivamente a promotores, sitios de unién a ribosomas,
sefiales de poliadenilacién, secuencias de terminacion de la transcripciéon, dominios reguladores en direccion 5',
intensificadores y similares, que en conjunto proporcionan la transcripcién y traduccién de una secuencia codificante
en una célula hospedadora. No todas estas secuencias de control tienen que estar siempre presentes en un vector
recombinante siempre que el gen deseado sea capaz de transcribirse y traducirse.

Un elemento de control, tal como un promotor, “dirige la transcripcion” de una secuencia codificante en una célula
cuando la ARN polimerasa se une al promotor y transcribe la secuencia codificante en ARNm, la cual se traduce a
continuacion en el polipéptido codificado por la secuencia codificante.

Una célula se ha “transformado” por un ADN exdgeno cuando dicho ADN exdgeno se ha introducido dentro de la
membrana celular. EI ADN exdgeno puede integrarse o no (uniéndose covalentemente) en el ADN cromosémico
pasando a formar parte del genoma de la célula. En procariotas y levaduras, por ejemplo, el ADN exdgeno se puede
mantener en un elemento episoma, tal como un plasmido. Con respecto a las células eucariotas, una célula
transformada establemente es aquella en la cual el ADN se ha integrado en el cromosoma de modo que lo heredan
las células hijas mediante la replicacién cromosémica. Esta estabilidad queda demostrada por la capacidad de la
célula eucariota de establecer lineas celulares o clones que tienen una poblacion de células hija que contienen el
ADN exdgeno.

“Unido operativamente” se refiere a la asociacién de secuencias de acido nucleico en un Unico fragmento de acido
nucleico de modo que la funcion de una se ve afectada por la otra, por €j., una disposicién de elementos, en la que
los componentes asi descritos estan configurados de tal forma que llevan a cabo su funcién habitual. Por ejemplo, se
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dice que una secuencia de ADN reguladora esta “operativamente unida a” o “asociada a” una secuencia de ADN que
codifica para un ARN o un polipéptido si las dos secuencias estan situadas de tal forma que la secuencia de ADN
reguladora afecta a la expresion de la secuencia de ADN codificante (es decir, que la secuencia codificante o el ARN
funcional esta bajo el control transcripcional del promotor). Las secuencias codificantes pueden estar operativamente
unidas a secuencias reguladoras en orientacion sentido o antisentido. Los elementos de control unidos
operativamente a una secuencia codificante son capaces de efectuar la expresion de la secuencia codificante. Los
elementos de control deben estar contiguos a la secuencia codificante, siempre y cuando funcionen para dirigir la
expresion de la misma. Por lo tanto, por ejemplo, entre un promotor y la secuencia codificante pueden existir
secuencias intermedias no traducidas aunque si transcritas y el promotor sigue considerandose “unido
operativamente” a la secuencia codificante.

“Fragmento de parada de la transcripcién” se refiere a las secuencias de nucleétidos que contienen una o mas
sefiales reguladoras, tales como las secuencias de la sefial de poliadenilacion, capaces de finalizar la transcripcion.
Ejemplos incluyen las regiones no reguladoras 3' de genes que codifican para la nopalina sintasa y la subunidad
pequefia de la ribulosa bisfosfato carboxilasa.

“Fragmento de parada de la traduccion” o “codén de parada de la traduccion” se refiere a las secuencias de
nucleétidos que contienen una o mas sefiales reguladoras, tales como uno 0 mas codones de terminacion en los tres
marcos, capaces de terminar la traduccién. La insercion de un fragmento de parada de la traduccién adyacente a o
cercano al coddn de inicio en el extremo 5' de la secuencia codificante tendrd como resultado la no traduccién o una
traduccion incorrecta. El cambio de al menos un nucle6tido en una secuencia de acido nucleico puede dar lugar a la
interrupcion de la secuencia codificante del gen, por ej., un codén de parada prematuro. Dichos cambios en la
secuencia pueden provocar una mutacién en el polipéptido codificado por un gen GYSL1. Por ejemplo, si la mutacion
es una mutacion sin sentido, la mutacion da lugar a la generacion de un coddn de parada prematuro, provocando la
generacion de un polipéptido GYS truncado.

Acidos nucleicos de la invencién

Las fuentes de secuencias de nucleétidos de las que se pueden obtener las presentes moléculas de acido nucleico
incluyen cualquier fuente procariota o eucariota. Por ejemplo, se pueden obtener de una fuente celular de un
mamifero, tal como un equino. Otra alternativa es la obtencion de las moléculas de acido nucleico de la presente
invencion a partir de una biblioteca, tal como la biblioteca CHORI- 241 Equine BAC o la biblioteca BAC desarrollada
en el INRA, Centre de Recherches de Jouy, Laboratoire de Genetique biochimique et de Cytogenetique,
Departement de Genetique animale, 78350 Jouy-en-Josas Cedex, Francia.

Como se ha descrito anteriormente, los términos “aislado y/o purificado” se refieren al aislamiento in vitro de un acido
nucleico, por ej., una molécula de ADN o ARN de su entorno celular natural y de la asociacion con otros
componentes de la célula, tales como un acido nucleico o un polipéptido, de modo que se puedan secuenciar,
replicar y/o expresar. Por ejemplo, “acido nucleico aislado” puede ser una molécula de ADN que es complementaria
o que hibrida con una secuencia de un gen de interés, es decir, una secuencia de acido nucleico que codifica para
una enzima glucégeno sintasa equina y que permanece unida de forma estable en condiciones estrictas (como se ha
definido en los procedimientos bien conocidos en la técnica). Por lo tanto, el ARN o el ADN se “aisla” en la medida
gue esta libre de al menos una fuente de acido nucleico contaminante con el cual normalmente esta asociado en la
fuente natural de ARN o de ADN y en una realizacion de la invencion esta sustancialmente libre de cualquier otro
ARN o ADN de mamifero. La frase “libre de al menos una fuente de &cido nucleico contaminante con el cual
normalmente estd asociado” incluye el caso en el que el acido nucleico se vuelve a introducir en la fuente de la
célula natural pero esta en una localizacion cromosémica diferente o si de otra manera esta flanqueado por
secuencias de acido nucleico que normalmente no se encuentran en la célula, por ej., en un vector o plasmido.

Como se usa en la presente memoria, el término “acido nucleico recombinante”, por ej., “secuencia o segmento de
ADN recombinante” se refiere a un acido nucleico, por €j., al ADN que se ha derivado o aislado de cualquier fuente
celular apropiada, que puede alterarse posteriormente in vitro, de modo que su secuencia no es natural ni
corresponde a secuencias naturales que no estan situadas como estarian situadas en un genoma que no se ha
transformado con ADN exogeno. Un ejemplo ADN preseleccionado “derivado” de una fuente seria una secuencia de
ADN que esté identificada como un fragmento util dentro de un organismo dado y que a continuacién se sintetiza en
forma esencialmente pura. Un ejemplo de este tipo de ADN “aislado” de una fuente que seria una secuencia de ADN
util que se escinde o se elimina de dicha fuente por medios quimicos, por €j., mediante el uso de endonucleasas de
restriccion, de modo que se pueda manipular, por ej., amplificar, para su uso en la invencion, mediante la
metodologia de ingenieria genética.

Por lo tanto, la recuperacion o aislamiento de un fragmento dado de ADN a partir de una digestiéon de restriccion
puede emplear la separacion del digerido en poliacrilamida o agarosa por electroforesis en gel, identificacion del
fragmento de interés por comparacion de su movilidad frente a la de los fragmentos de ADN del marcador de peso
molecular conocido, retirada de la seccién de gel que contiene el fragmento deseado y separacion del gel del ADN.
Por consiguiente, “ADN recombinante” incluye secuencias de ADN totalmente sintéticas, secuencias de ADN
semisintéticas, secuencias de ADN aisladas de fuentes bioldgicas y secuencias de ADN derivadas de ARN, asi
como mezclas de las mismas.
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Las moléculas de acido nucleico que tienen sustituciones en las bases (es decir, variantes) se preparan mediante
diversos procedimientos conocidos en la técnica. Estos métodos incluyen, sin limitacién, aislamiento de una fuente
natural (en el caso de variantes de secuencias naturales) o la preparacion mediante mutagénesis mediadas por
oligonucledtidos (o dirigidas al sitio), mutagénesis por PCR y mutagénesis de cassette de una versién variante o no
variante preparada anteriormente de la molécula de acido nucleico.

Métodos de amplificaciéon de &cidos nucleicos

De acuerdo con los procedimientos de la presente invencion, la amplificacion del ADN presente en una muestra
fisiolégica puede llevarse a cabo mediante cualquier medio conocido en la técnica. Ejemplos de técnicas de
amplificacion adecuadas incluyen, sin limitacion, la reaccion en cadena de la polimerasa (incluyendo, para la
amplificacién del ARN, la reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa), la reaccion en cadena de
la ligasa, la amplificacién por desplazamiento de la hebra, la amplificacién basada en la transcripcion, la replicacién
de secuencia autosostenida (o “3SR”), el sistema de la replicasa QB, la amplificacion basada en la secuencia del
acido nucleico (o “NASBA"), la reaccion en cadena con reparacion (o “RCR") y la amplificacion del ADN boomerang
(o “BDA").

Las bases incorporadas en la amplificacion del producto pueden ser bases naturales o modificadas (modificadas
antes o después de la amplificacion) y las bases se pueden seleccionar para optimizar pasos de deteccion
electroquimica posteriores.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se puede llevar a cabo de acuerdo con las técnicas conocidas.
Véase, por ejemplo, las patentes US-4.683.195; US-4.683.202; US-4.800.159 y 4.965.188. En general, la PCR
implica, primero, el tratamiento de una muestra de acido nucleico (por ej., en presencia de una ADN polimerasa
termoestable) con un cebador de oligonucléotidos para cada hebra de la secuencia especifica a detectar en
condiciones de hibridacion, de modo que se sintetiza un producto de extension de cada cebador que es
complementario con cada hebra de acido nucleico, con los cebadores suficientemente complementarios con cada
hebra de la secuencia especifica a hibridar, de modo que el producto de extension sintetizado a partir de cada
cebador, cuando se separa de su complementario, puede servir como molde para la sintesis del producto de
extensién del otro cebador y posteriormente el tratamiento de la muestra en condiciones desnaturalizantes para
separar los productos de extension del cebador de sus moldes si la secuencia o secuencias a detectar estan
presentes. Estos pasos se repiten ciclicamente hasta que se obtiene el grado de amplificacién deseado. La
deteccion de la secuencia amplificada se puede llevar a cabo afiadiendo al producto de reaccién una sonda
oligonucleotidica capaz de hibridar con el producto de reaccién (por e€j., una sonda oligonucleotidica de la presente
invencion), llevando la sonda un marcador detectable y detectando posteriormente el marcador de acuerdo con las
técnicas bien conocidas. Cuando el acido nucleico a amplificar es el ARN, la amplificacién se puede llevar a cabo
mediante la conversion inicial en ADN por la transcriptasa inversa de acuerdo con las técnicas conocidas.

La amplificacion por desplazamiento de la hebra (SDA) se puede llevar a cabo de acuerdo con las técnicas
conocidas. Por ejemplo, la SDA se puede llevar a cabo con un Unico cebador de amplificacion o con un par de
cebadores de amplificaciéon, consiguiéndose la amplificacion exponencial con estos Ultimos. En general, los
cebadores para amplificacion SDA comprenden, en direccion 5' a 3', una secuencia flanqueante (cuya secuencia de
ADN no es critica), un sitio de restriccion para la enzima de restriccion empleada en la reaccién y una secuencia de
oligonucledtidos (por ej., una sonda oligonucleotidica de la presente invencion) que hibrida con la secuencia diana a
amplificar y/o detectar. La secuencia flanqueante, la cual sirve para facilitar la unién de la enzima de restriccion al
sitio de reconocimiento y que proporciona una sitio de cebado para la ADN polimerasa después de haber hecho una
mella en el sitio de restriccién, tiene una longitud de aproximadamente 15 a 20 nucleétidos en una realizacién. El
sitio de restriccion es funcional en la reaccion de SDA. La parte de la sonda oligonucleotidica tiene una longitud de
aproximadamente 13 a 15 nucledtidos en una realizacion de la invencion.

La reaccién en cadena de la ligasa (LCR) se puede llevar a cabo también de acuerdo con las técnicas conocidas. En
general, la reaccioén se lleva a cabo con dos pares de sondas de oligonucleétidos: un par se une a una hebra de la
secuencia a detectar y el otro par se une a la otra hebra de la secuencia a detectar. Cada par junto solapa
completamente con la hebra a la que corresponde. La reaccion se lleva a cabo primero desnaturalizando (por ej.,
separando) las hebras de la secuencia a detectar, haciendo reaccionar a continuacion las hebras con los dos pares
de sondas de nucledtidos en presencia de una ligasa termoestable de modo que cada para de sondas de
oligonucleétidos se ligan entre si, separando a continuacion el producto de reaccion y repitiendo ciclicamente el
procedimiento hasta que la secuencia se ha amplificado el grado deseado. La deteccién se puede llevar a cabo a
continuacion de la manera descrita anteriormente para la PCR.

En una realizacién de la invencién, cada exdén del gen GYS1 se amplifica mediante PCR usando los cebadores
basados en la secuencia conocida. Los exones amplificados se secuencian a continuacion utilizando secuenciadores
automatizados. De esta manera, los exones del gen GYS1 de caballos con sospecha de padecer MAPS en su
pedigri se secuencian hasta encontrar una mutacion. Ejemplos de dichas mutaciones incluyen las mutaciones en el
exon 6 del ADN del GYS1. Por ejemplo, una mutacion consiste en la sustitucion de una G por una A en la base
nucleotidica 926 del exén 6. Utilizando esta técnica, se pueden identificar mutaciones adicionales que causan la
MAPS.
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De acuerdo con el procedimiento diagnéstico de la presente invencion, se detecta la alteracion en el locus GYS1 de
tipo natural. “Alteracion de un gen de tipo natural” abarca todas las formas de mutaciones incluyendo deleciones,
inserciones y mutaciones puntuales en las regiones codificantes y no codificantes. Las deleciones pueden ser del
gen entero o so6lo de una parte del gen. Las mutaciones puntuales pueden dar lugar a codones de parada,
mutaciones por desplazamiento de marco o sustituciones de aminoacidos. Los acontecimientos mutacionales
puntuales se producen en regiones reguladoras, tales como en el promotor del gen, lo que conduce a pérdida o
disminucion de la expresion del ARN. Las mutaciones puntuales también pueden abolir el procesamiento adecuado
del ARN, dando lugar a la falta de expresion del producto del gen GYS1 o disminuir la estabilidad del ARNm o la
eficacia de la traduccién. La MAPS es una enfermedad causada por una mutaciéon puntual en la posicion 926 del
acido nucleico. Los caballos predispuestos o que tienen MAPS s6lo necesitan tener un alelo mutado.

Las técnicas diagnosticas que son Utiles en los métodos de la invencion incluyen, sin limitacion, la secuenciacion
directa del ADN, el andlisis PFGE, el estudio de oligonucledtidos especificos del alelo (ASO), la transferencia de
puntos (dot blot) y la electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante, son todas bien conocidas por el experto en
la materia.

Existen varios métodos que se pueden usar para detectar una variacion en la secuencia de ADN. La secuenciacion
directa del ADN, por secuenciacion manual o por secuenciacion fluorescente automatizada puede detectar la
variacion en la secuencia. Otro método es el ensayo de polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCA). Este
método no detecta todos los cambios de una secuencia, especialmente si el tamafio del fragmento de ADN es mayor
de 200 pb, pero se puede optimizar para detectar la mayoria de las variaciones de la secuencia de ADN. Esta menor
sensibilidad de la deteccion es una desventaja, pero el mayor rendimiento que se puede conseguir con el ensayo
SSCA le convierte en una alternativa atractiva y viable para dirigir la secuenciacién para la deteccién de la mutacién
en un contexto de busqueda. Los fragmentos con movilidad desplazada en los geles de SSCA se secuencian a
continuacion para determinar la naturaleza exacta de la variacién de la secuencia del ADN. Otros método basados
en la deteccion de errores de apareamiento entre las dos hebras complementarias de ADN incluyen electroforesis en
gel desnaturalizante constante (CDGE), analisis de heterodiplex (HA) y escision quimica de errores de
apareamiento (CMC). Una vez que se conoce la mutacién, se puede utilizar un método de deteccion especifica de
un alelo, tal como la hibridacion de oligonucledtidos especifica del alelo (ASO) para cribar rapidamente y detectar la
misma mutacion en grandes cantidades de otras muestras. Dicha técnica puede utilizar sondas que se marcan con
nanoparticulas de oro para obtener un resultado visual con color.

La deteccién de las mutaciones puntuales se puede llevar a cabo por clonacion molecular del alelo(s) GYS1 y
secuenciacion del alelo(s) utilizando técnicas bien conocidas en la técnica. Otra alternativa consiste en amplificar
directamente las secuencias génicas de una preparacion de ADN gendémico de tejido equino utilizando técnicas
conocidas. A continuacién se puede determinar la secuencia de ADN de las secuencias amplificadas.

Existen seis métodos bien conocidos para un analisis mas completo, aunque todavia indirecto, para confirmar la
presencia de un alelo mutante: 1) ensayo de polimorfismo conformacional de cadena simple (SSCA), 2)
electroforesis en gel con gradiente desnaturalizante (DGGE), 3) ensayos de proteccion de ARNasa, 4) hibridacion de
oligonucledtidos especifica del alelo (ASO), 5) el uso de proteinas que reconocen errores de apareamiento de
nucleétidos, tales como la proteina mutS de E. coli. Para la PCR especifica del alelo, se utilizan cebadores que
hibridan en sus extremos 3' con una mutacién de GYS1 particular. Si la mutacién particular no esta presente, no se
observa un producto de amplificacién. También se puede usar el Sistema de amplificacion resistente a mutaciones
(ARMS). Las inserciones y deleciones también se pueden detectar mediante clonacién, secuenciaciéon y
amplificacion. Ademas, se pueden usar sondas de polimorfismos de longitud de fragmento de restriccion (RFLP)
para el gen o los genes marcadores circundantes para determinar la alteraciéon de un alelo o una insercién en un
fragmento polimoérfico. Se pueden usar otras técnicas para detectar inserciones y deleciones conocidas en la técnica.

En los tres primeros métodos (SSCA, DGGE y ensayo de proteccion de la ARNasa), aparece una nueva banda
electroforética. EI SSCA detecta una banda que migra diferencialmente debido a que el cambio en la secuencia
produce una diferencia en el apareamiento de bases intramolecular en la hebra sencilla. La proteccion de ARNasa
implica la escision del polinucledtido mutante en dos o mas fragmentos mas pequefios. La DGGE detecta diferencias
en las velocidades de migracion de las secuencias mutantes comparado con las secuencias de tipo silvestre,
utilizando un gel de gradiente desnaturalizante. En un ensayo de oligonucleétidos especifico de alelo, se disefia un
oligonucleétido que detecta una secuencia especifica y el ensayo se realiza detectando la presencia o ausencia de
una sefial de hibridacion. En el ensayo mutS, la proteina se une sélo a secuencias que contienen un error de
apareamiento de nucleétidos en un heterodlplex entre las secuencias mutantes y de tipo silvestre.

Los errores de apareamiento de acuerdo con la presente invencion son duplex de acidos nucleicos hibridados en los
cuales dos hebras no son 100% complementarias. La falta de homologia total puede deberse a deleciones,
inserciones, inversiones o sustituciones. La deteccién de los errores de apareamiento puede usarse para detectar
mutaciones puntuales en el gen o en su producto ARNm. Aunque estas técnicas son menos sensibles que la
secuenciacion, son mas sencillas de realizar en un niumero mayor de muestras. Un ejemplo de una técnica de
escisién de un error de apareamiento es el procedimiento de protecciéon de ARNasa. En la practica de la presente
invencion, el procedimiento implica el uso de una ribosonda marcada que es complementaria con la secuencia
codificante del gen GYS1 de tipo silvestre de caballo. La ribosonda y el ARNm o el ADN aislados del tejido tumoral
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se unen (hibridan) entre si y posteriormente se digieren con la enzima ARNasa A que es capaz de detectar algunos
errores de apareamiento en una estructura de ARN diplex. Si la ARNasa A detecta un error de apareamiento, lo
escinde en el sitio del error de apareamiento. Por lo tanto, cuando la preparacion de ARN hibridada se separa en
una matriz de electroforesis, si se ha detectado un error de apareamiento y este se ha escindido por la ARNasa A,
se observara un producto ARN que es mas pequefio que el ARN duplex de longitud completa para la ribosonda y el
ARNmM o ADN. La ribosonda no tiene por qué tener la longitud completa del ARNm ni del gen GYS1, puede ser un
segmento o ambos. Si la ribosonda comprende sélo un segmento del ARNm o del gen GYS1, seria deseable utilizar
varias de estas sondas para cribar toda la secuencia de ARNm a la basqueda de errores de apareamiento.

De modo similar, se pueden utilizar sondas de ADN para detectar errores de apareamiento mediante escision
enzimatica o quimica. Otra alternativa es detectar los errores de apareamiento por los desplazamientos en la
movilidad electroforética de los duplex mal apareados respecto a los duplex apareados. Tanto con ribosonda como
con sondas de ADN, el ARNm o el ADN celular que pudiera contener una mutacién, se puede amplificar utilizando la
PCR antes de la hibridacion.

En la presente invencién también se puede utilizar el andlisis de acidos nucleicos mediante la tecnologia de
microchip.

Las secuencias de ADN del gen GYS1 que se han amplificado mediante el uso de la PCR también se pueden cribar
utilizando sondas especificas. Estas sondas son oligdmeros de acidos nucleicos, cada una de las cuales contiene
una region de la secuencia del gen GYS1 que alberga una mutacién conocida. Por ejemplo, un oligédmero puede
tener aproximadamente 30 nucleétidos de longitud, lo que corresponde a una parte de la secuencia del gen GYSL1.
Mediante el uso de una bateria de este tipo de sondas especificas del alelo, se pueden cribar los productos de
amplificacién de la PCR para identificar la presencia de una mutacién previamente identificada en el gen GYSL1. La
hibridacion de las sondas especificas del alelo con secuencias GYS1 amplificadas se puede realizar, por ejemplo, en
un filtro de nylon. La hibridacién con una sonda en particular en condiciones de hibridacion estrictas indica la
presencia de la misma mutacién en los tejidos que en la sonda especifica del alelo.

La alteracion de la expresion del ARNm de GYS1 se puede detectar mediante cualquier técnica conocida en la
técnica. Estas incluyen analisis de transferencia Northern, amplificacion mediante PCR y proteccion de ARNasa. La
disminucion de la expresion del ARNm indica una alteracion del gen GYS1 de tipo silvestre.

La alteracion de los genes GYS1 de tipo silvestre también se puede detectar cribando para buscar la alteracion de la
proteina GYS1 de tipo silvestre, o una parte de la proteina GYS1. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales
inmunorreactivos con GYS1 (o con una parte especifica de la proteina GYS1) se pueden usar para cribar un tejido.
La ausencia del antigeno cognato seria indicativo de una mutacion. Los anticuerpos especificos de los productos de
alelos mutantes también podrian usarse para detectar el producto del gen GYS1 mutante. Dichos ensayos
inmunolégicos se pueden realizar en cualquier formato conveniente conocido en la técnica. Estos incluyen
transferencias Western, ensayos inmunohistoquimicos y ensayos ELISA. Se puede usar cualquier medio para la
deteccion de una proteina GYS1 alterada para detectar la alteracion de los genes GYS1 de tipo silvestre. Se pueden
usar ensayos funcionales, tales como la determinacién de la union a proteinas. Ademas, se pueden usar ensayos
que detecten la funcién bioquimica de GYS1. La deteccion de un producto génico GYS1 mutante indica la alteracion
de un gen GYS1 de tipo silvestre.

Los genes GYS1 o los productos génicos mutantes se pueden detectar en diversas muestras fisiolégicas recogidas
de un caballo. Ejemplos de muestras adecuadas incluyen una muestra celular, tal como una célula sanguinea, por
ej., un linfocito, una célula de sangre periférica, una muestra recogida de la médula espinal, una muestra de tejido,
tal como tejido cardiaco o tejido muscular, por ej., musculo cardiaco o esquelético, una muestra de un érgano, por
ej., higado o piel, una muestra de cabello, especialmente una muestra de cabello con raices, una muestra de liquido,
tal como la sangre.

Los procedimientos de diagnostico de la presente invencion son aplicables a cualquier enfermedad equina en la cual
GYS1 desempefie algin papel. EI método diagndstico de la presente invencién es util, por ejemplo, para
veterinarios, asociaciones de criadores, o criadores individuales, para que puedan decidir un ciclo apropiado de
tratamiento y/o para determinar si un animal es un candidato adecuado como yegua para cria o semental.

Sondas oligonucleotidicas

Como se ha sefialado anteriormente, el procedimiento de la presente invencidn es Util para detectar la presencia de
un polimorfismo en ADN equino, en particular, la presencia de una sustitucion de un nucleétido G por A en la
posicion 926 del exon 6 de la secuencia de GYS1 equina codificante (SEC ID NO:1). Esta sustitucién tiene como
resultado la sustitucion de un aminoéacido arginina (R) en el coddn 309 por una histidina (H) en la proteina glucégeno
sintasa (SEC ID NO:9).

Los pares de cebadores son Utiles para la determinacion de una secuencia de nucledtidos de un alelo GYS1
particular utilizando PCR. Los pares de cebadores de ADN monocatenario se pueden hibridar con secuencias dentro
del gen GYS1 o en sus alrededores con el fin de cebar la amplificacion de la sintesis de ADN del propio gen GYS1.
Un conjunto completo de estos cebadores permite la sintesis de todos los nucleétidos de las secuencias codificantes
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de GYS1, es decir, los exones. El conjunto de cebadores permite preferiblemente la sintesis tanto de secuencias de
intrén como de exdn. También se pueden utilizar cebadores especificos del alelo. Dichos cebadores se hibridan sélo
con alelos mutantes de GYS1 particulares y, por lo tanto, s6lo amplificardn un producto en presencia del alelo
mutante como molde.

El primer paso del proceso implica la puesta en contacto de una muestra fisiolégica obtenida de un caballo, donde
esta muestra contiene acido nucleico con una sonda oligonucleotidica para formar un ADN hibridado. Las sondas
oligonucleotidicas que son Utiles en los métodos de la presente invencion pueden ser cualquier sonda comprendida
entre aproximadamente 4 6 6 bases hasta aproximadamente 80 6 100 bases o mas. En una realizacion de la
presente invencion, las sondas son de entre aproximadamente 10 y aproximadamente 20 bases.

Los propios cebadores se pueden sintetizar utilizando técnicas que son bien conocidas en la técnica. Generalmente,
los cebadores se pueden obtener utilizando sintetizadores de oligonucleotidos comerciales. Dada la secuencia de la
secuencia codificante expuesta en SEC ID NO:1, el disefio de cebadores particulares es bien conocido por el
experto en la materia.

Las sondas oligonucleotidicas se pueden preparar teniendo una amplia variedad de secuencias de bases de
acuerdo con las técnicas bien conocidas en la técnica. Bases adecuadas para preparar la sonda oligonucleotidica se
pueden seleccionar de bases de nucleétidos naturales tales como la adenina, citosina, guanina, uracilo y timina y de
bases de nucledtidos no naturales o “sintéticas”, tales como 7-desazaguanina, 8-0xo-guanina, 6-mercaptoguanina,
4-acetilcitidina, 5-(carboxihidroxietil)uridina, 2'-O-metilcitidina, 5-carboximetilaminometil-2-tioridina, 5-
carboximetilaminometiluridina, dihidrouridina, 2'-O-metilpseudouridina, p,D-galactosilqueosina, 2'-O-metilguanosina,
inosina, N6-isopenteniladenosina, 1-metiladenosina, 1-metilpseudouridina, 1-metilguanosina, 1-metilinosina, 2,2-
dimetilguanosina, 2-metiladenosina, 2-metilguanosina, 3-metilcitidina, 5-metilcitidina, N6-metiladenosina, 7-metilgua-
nosina, 5-metilaminometiluridina, 5-metoxiaminometil-2-tiouridina, p,D-manosilqueosina, 5-metiloxicarb-
onilmetiluridina, 5-metoxiuridina, 2-metiltio-N6-isopenteniladenosina, N-((9-P-D-ribofuranosil-2-metiltiopurina-6-
il)carbamoil)treonina, N-((9-P-D-ribofuranosilpurina-6-il)N-metil-carbamoil)treonina, estér metilico del acido uridina-5-
oxiacético, acido uridina-5-oxiacético, wybutoxosina, pseudouridina, queosina, 2-tiocitidina, 5-metil-2-tiouridina, 2-
tiouridina, 5-Metiluridina, N-((9-beta-D-ribofuranosilpurina-6-il)carbamoil)treonina, 2'-O-metil-5-metiluridina, 2'-O-
metiluridina, wybutosina y 3-(3-amino-3-carboxipropil)uridina. Se puede emplear cualquier estructura de
oligonucledtido, incluyendo ADN, ARN (aunque el ARN es menos preferido que el ADN), azlicares modificados, tales
como carbociclos, y azlGcares que contienen sustituciones en 2', tales como fluoro o metoxi. Los oligonuclettidos
pueden ser oligonucledtidos en los que al menos uno, o todos, los internucleétidos que unen los residuos fosfato son
fosfatos modificados, tales como metil-fosfonatos, metil-fosfonotionatos, fosforoinorfolidatos, fosforopiperazidatos y
fosforamidatos (por ej., se pueden modificar uno si y otro no de los internucleétidos que unen residuos fosfato). El
oligonucleétido puede ser un “acido nucleico péptido” como se describe en Nielsen et al.; Science, 254, 1497-1500
(1991).

El Unico requisito es que la sonda oligonucleotidica posea una secuencia, al menos una parte de la cual sea capaz
de unirse a una parte conocida de la secuencia de la muestra de ADN.

En algunas aplicaciones puede ser deseable poner en contacto la muestra de ADN con diferentes sondas
oligonucleotidicas que tienen diferentes secuencias de bases (por €j., donde hay dos o0 méas acidos nucleicos diana
en la muestra, o donde un Unico acido nucleico diana hibrida con dos 0 mas muestras en un ensayo “sandwich”).

Las muestras de acido nucleico proporcionadas por la presente invencion son Utiles para diferentes fines. Las
sondas se pueden usar para detectar los productos de amplificacién de PCR. También se pueden usar para detectar
errores de apareamiento con el gen o el ARNm de GYS1 utilizando otras técnicas.

Metodologia de hibridacién

La muestra de ADN (o acido nucleico) se puede poner en contacto con la sonda oligonucleotidica mediante
cualquiera de los métodos conocidos por el experto en la materia. Por ejemplo, la muestra de ADN se puede
solubilizar en solucién y poner en contacto con la sonda oligonucleotidica solubilizando la sonda oligonucleotidica en
solucién con la muestra de ADN en condiciones que permitan la hibridacién. Las condiciones adecuadas son bien
conocidas por los expertos en la materia. Otra alternativa es solubilizar la muestra de ADN en solucién con la sonda
oligonucleaotidica inmovilizada en un soporte sélido, donde la muestra de ADN se puede poner en contacto con la
sonda oligonucleotidica sumergiendo el soporte sdlido que tiene la sonda oligonucleotidica inmovilizada en el mismo
en la solucién que contiene la muestra de ADN.

Ejemplo 1. Método de deteccion de una mutacion del A DN asociada a la miopatia equina por
almacenamiento de polisacaridos

La presente invencion se refiere a mutaciones en el gen GYS1 y a su uso en el diagndstico de la MAPS y a la
deteccion de un alelo GYS1 mutante en un caballo.

Los presentes inventores han descubierto una mutacion en el gen GYS1 equino (que codifica para la enzima
glucégeno sintasa del misculo esquelético) que esta presente en muchas poblaciones de caballos afectados de
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MAPS estudiados hasta la fecha. Esto fue posible derivando primero las secuencias de ADN codificantes de la
proteina del gen GYS1 equino del ARNm aislado de musculo esquelético tanto de un caballo afectado como de un
caballo control. En ambos caballos, la longitud de la secuencia desde el codén de inicio (ATG) hasta el codén de
parada (TAA) fue de 2.124 bases (Figura 1) y codificaria para una proteina de 737 aminoacidos. La Unica diferencia
entre las secuencias de un caballo con MAPS y de un caballo control era una sustitucién de una G por una A en el
exon 6 en el nucledtido de la posicién 926.

La diferencia en la secuencia del ADN en la posicién 926 de la secuencia codificante de GYS1 presente en el ARNm
de musculo esquelético se confirmé posteriormente en el ADN genémico de varios caballos. En la Figura 2 se
muestra una vista ampliada del exén 6 con su secuencia intrénica flanqueante del ADN gendmico. La Figura 2
también muestra que el cambio de una G por una A en la secuencia de ADN provoca la sustitucién de un
aminoacido arginina (R) en el codon 309 por una histidina (H) en la proteina glucégeno sintasa. Por lo tanto, se hace
referencia a esta mutacién como la mutacion ADN G926 por A926 o la mutacion del aminoacido R309 por H309. Los
alelos normales de este gen se pueden denominar como G926, R 0 R309 y los alelos mutantes como A926, H o
H309.

Hasta la fecha no se ha observado ninguna otra mutacién en el gen GYS1 que cause la enfermedad por
almacenamiento de glucdgeno en seres humanos o0 en otras especies animales. El gen relacionado GYS2 que
codifica para la forma hepatica de la glucégeno sintasa que se expresa en tejidos que no son el muasculo, tiene
varias mutaciones conocidas que conducen a la deficiencia de esta enzima y la hipoglucemia en ayunas. Sin
embargo, al contrario de lo que sucede con las mutaciones de GYS2 que reducen en gran medida la actividad de la
enzima glucégeno sintasa y que tienen herencia recesiva, la mutacién de GYS1 muscular en un caballo con MAPS
no reduce la actividad de la glucégeno sintasa, sino que parece dar lugar a un aumento de la actividad de la
glucogeno sintasa y tiene herencia dominante (véase la Tabla 1 siguiente). Esta region de la secuencia de
aminoacidos de la glucégeno sintasa muscular contenida en el exén 6 estd muy conservada en todo el reino animal,
lo que respalda que su mutacion en los caballos con MAPS es una mutacion causativa (Figura 3).

Los inventores han descubierto la mutacion GYS1 R por H en caballos Quarter Horses, Draft horses y Warmbloods
afectados de MAPS (Tabla 1) y es probable que también haya que ampliar este descubrimiento a méas razas de
caballos. Aproximadamente el 80% de los Quarter Horses y Belgian Draft Horses fueron diagnosticados de MAPS
mediante el método de biopsia de muisculo y son homocigotos (tienen dos copias del alelo H; H/H) o son
heterocigotos (un alelo H y un alelo R; R/H). Los caballos con MAPS con el alelo H pueden ser de cualquiera de los
dos sexos, lo cual es consistente, aunque no determinante de una herencia autosémica dominante. Sélo el 4% de
los Quarter Horses y el 14% de los Belgian Draft con resultados negativos en la biopsia eran heterocigotos. Los
inventores creen que esto en parte refleja menos del 100% de exactitud del método diagnéstico actual, aunque
podria reflejar también una penetrancia incompleta, es decir, los portadores del alelo H no siempre van a desarrollar
sintomas de la enfermedad debido a otros factores genéticos y ambientales.

Tabla 1. Frecuencias genotipicas de GYS1 en la MAPS y ¢ aballos control de diferentes razas

Genotipo | PSSM QH | Control QH | PSSM Belgian Control MAPS Control
Belgians Warmblood Warmblood
R/R 18 85 4 29 1 4
R/H 67 4 28 5 3 0
H/H 4 0 4 0 0 0

El que aproximadamente el 20% de los Quarter Horses y el 11% de los Belgians con polisacaridos anormales en las
biopsias de musculo y signos clinicos de MAPS no sean portadores del alelo H de GYS1, sugiere que podrian existir
otras causas para la MAPS. En otras palabras, la mutacion de GYS1 parece explicar la mayoria, aunque no todos
los casos, de MAPS equina, y probablemente existe otro gen responsable de una forma no GYS-1 de MAPS que
requiera ser objeto de una investigacion adicional.

Los investigadores han determinado la frecuencia genotipica de GYS1 en poblaciones de caballos al azar obtenida
de muestras remitidas para cumplir con los requisitos de registro de la raza. Se tomaron muestras de la raiz pilosa
de una de cada 10 muestras enviadas para garantizar una distribucion uniforme en todo el territorio de los EEUU. La
Tabla 1 indica que la mutacion de GYS1 esta muy representada en cuatro razas importantes examinadas hasta la
fecha, aunque no en los pura sangre. La distribucion del genotipo de GYS1 en los Quarter Horses y en los Paint
Horses es similar en el 6-7% de los heterocigotos, con pocos homocigotos para el alelo H. Sin embargo,
aproximadamente el 42% de los Percheron son heterocigotos y el 14% son homocigotos para el alelo H. Puesto que
el alelo GYS1 H parece ser dominante, prevemos que aproximadamente el 7% de todos los Quarter Horses y Paint
horses, 36% de todos los Belgians y el 56% de todos los Percheron son realmente genéticamente susceptibles a la
MAPS.

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2382827713

Tabla 2. Frecuencias genotipicas de GYS1 en poblacion  es al azar de diferentes razas

Genotipo Quarter Horses | Paint Horses Belgian Percheron Pura sangre
R/R 313 (93%) 180 (92%) 20 (61%) 22 (44%) 96 (100%)
R/H 21 (6%) 14 (7%) 13 (26%) 21 (42%) 0 (0%)
H/H 1 (<1%) 1 (<1%) 5 (10%) 7 (14%) 0 (0%)

La secuencia de ADN casi completa del gen GYS1 del caballo (GYS1 de caballo intron 5, exén 6 e intron 6, Figura 4)
se ensambl6 a partir de las secuencias depositadas en el archivo de trazas del NCBI en el centro de secuenciacion
del Broad Institute durante su proyecto reciente para la secuenciacion aleatoria del genoma equino completo (SEC
ID NO:6). A continuacion, se predijeron los intrones y los exones de la secuencia del gen GYS1 de caballo a partir de
las secuencias del exén del GYS1 homélogo de otros mamiferos. El intron 5 de esta secuencia comprende las bases
1 a 471. El exdn 6 de esta secuencia esta resaltado y comprende las bases 472 a 589. El intron 6 de esta secuencia
comprende las bases 590 a 886. La mutacién G por A en el exén 6 que causa la mutacion del aminoacido R por H
en el codon 309 esta subrayada y es en la base 574.

Utilizando la secuencia de GYS1, se desarrollan cebadores para PCR que pueden amplificar la mutacion de GYS1
en la MAPS. Por ejemplo, un par de cebador para PCR que se ha usado con éxito y de forma fiable para amplificar
esta region de las muestras de ADN de caballo aisladas estd en los intrones 5 y 6 y las localizaciones en la
secuencia también se han subrayado (Figura 4). Estas secuencias son 5'-TGAAACAT- GGGACCTTCTCC-3' (SEC
ID NO:7) y 5'-AGCTGTCCCCTCCCTTAGAC-3' (SEC ID NO:8). Son posibles muchos otros pares de cebadores.

Utilizando los cebadores para PCR anteriores para amplificar la region, se puede obtener el genotipo de cualquier
caballo (G/G, G/A o A/A para la secuencia de ADN y R/R, R/H y H/H para la secuencia de aminoacidos). En este
procedimiento, la enzima de restriccion HypCH4V corta el alelo H de GYS1 en el sitio del exén (base 574), asi como
en un sitio intrénico a 100 pb de distancia existente tanto en el alelo R como H que sirve para controlar la eficiencia
de la enzima. Los productos se separan mediante electroforesis en gel de agarosa y se visualizan por tinciéon con
bromuro de etidio bajo luz ultravioleta. Son posibles muchos otros métodos de deteccion del nucleétido G o A en
esta posicion de la secuencia GYS1 equina.

El analisis de ADN basado en la presente invencidon proporciona ahora a los veterinarios y a los pat6logos
veterinarios un medio para determinar con mayor exactitud si un caballo con signos clinicos de MAPS tiene la forma
heredable y mas frecuente de la enfermedad que se puede atribuir especificamente a esta mutacion en el gen
GYSL1. Todo lo que se necesita es una muestra de tejido que contenga el ADN del individuo (generalmente raiz
pilosa o sangre) y una tecnologia PCR y para el analisis de la secuencia adecuadas para detectar el cambio del
nucleétido unico G por A. Dichos cebadores para PCR estan basados en el exén 6 y en sus secuencias intronicas
flanqueantes, como se muestra en la Figura 2, secuencias cercanas a esta regiéon mostradas en la Figura 1 o en otra
secuencia de ADN de los intrones de este gen.

Asimismo, el analisis de ADN ofrece a los propietarios y criadores un medio para determinar si se puede esperar que
cualquier caballo tenga descendencia con esta forma de MAPS. Un caballo H/H produciria un 100% de potros
afectados, mientras que un caballo H/R produciria un 50% de potros afectados cuando se cruzase con un caballo
R/R. El cruce de caballos H/H y H/R producirian un 75% de potros afectados. Los programas de cria podrian
incorporar esta informacion en la seleccion de parentales que eventualmente podria reducir e incluso eliminar esta
forma de MAPS en sus rebafios.
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atgcctctaa
gaactecgace
ggtggcatet
aactactace
gageccceccaa
gtatattteg
gcotcagocet
gtgcocctggt
ctectgggeg
gagtggttgg
atcttcacca
tacaacaacc
cgttactgeca
atcacecgeca
ggacrtgaatg
aaggoocgaa
gataagacce
graocrcctgyg
acgatggtcy
aaggggcaaqg
gggaggaage
gacaaggagg
cceccbgtgt
cgtcgaateqg
tccetetect
cacctitggyy
gttatgggea
cacatcqgoayg
gatgattcct
cagcgcatca
ctaggaoeggt
ttcacctacy
tegghgecte
gaggagecece
gccgccaagg
tcttccacga

accgcackttt
tggagaacac
acacqgtgect
tggtgggace
cococggcoct
dggogetgget
gggecctgga
acgaccegtga
agkbtecctbgge
cgggcatcgy
coccacgocac
tggagaattt
tggagcgggce
ttgaggctea
tgaagaagtt
tccaggagtt
tgtatttctt
aggccttbtggea
cctickcat
ccgtgocgoaa
tttacgaatce
atttcactat
gcacocacaa
gcctcttecaa
ccacgagceco
tLtttcccete
tcecaccagtat
acccctcage
gctcgcaget
tccageggaa
actatatgte
agecccocgega
cgtcgecete
gggacgtgce
accggcgceaa
gcgggagcaa
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gtecatgtce
agtgctateeo
acagacgaag
atacacggag
gaagaggacg
gatcgagggg
acgctggaag
ggecaacgac
ccagageygay
gctetgeeeyg
gctgetggag
caacgtggac
qgcagcceac
qeaccekbacte
ctctgoeatyg
tgtgcgtggco
tatcgecgge
ccggaetcaac
catgccgget
gcagctctgy
cctgetggtee
gatgaagaga
tatgctggac
tagtagtgct
cetgcoctcoee
ctactatgag
ctecaccaac
ttacggcatc
tacctcettc
cogecacggag
cgcgogoeac
ggctgatgeg
actgtcacga
gcccgatgaa
catccgogcoo
gegeggetey

tcactgecay
gaggtggcct
gcgaaggtga
caaggegtga
crggactcca
ggeccccctgg
ggagagcbtt
qecogrteettt
gagaagecac
tgcegtgeocog
cgatacctgt
aaggaagcetyg
tgocactcacy
aagaggaaac
catgagttce
catttttatd
cgctacgagt
Ltatctgerca
cggaccaaca
gatacggcega
gggagectoc
gccatctttyg
gactectegy
gacagggteca
gtggactatg
ccttgaaget
ctotcegget
tacattctgyg
ctctacaget
cgecteteocg
atggcgctgy
acccagggct
cactcgagec
gacagtgage
ccggagtgge
gtggacacgg

gactggacga
gagaggtgge
caggggatga
ggacccaggt
tgaacagcaa
tggtgctect
gggacacctg
ttggecttcocct
atgtggttge
ggeggetgee
gtgceggtge
gtgagaggca
tcttoactac
cagatateogt
agaacctcca
agecacctgga
tcteocaacaa
gagtaaatgg
actteracgt
acacagtgaa
cggacatgaa
ccacgoagoey
accctatect
aggtgatttt
aggagtttgt
acacaQcage
tcggetgett
accggeggth
tctgccageca
accttectgga
ccaaggceett
accgctacce
cgcaccagay
gctacgacga
cgogtogoge
ggccctocayg

ttgggaggat
caacaaggtg
abtggggogac
ggagetgctc
gggctgcaay
ggatgtgggg
caacateggqg
caccacctgg
acacttccac
tgtggctaca
tgtggacttc
aatttatcac
cgrtgteoccag
gacccccaat
tgctcagage
cttcaacttg
gggggctgac
cagcgagcag
ggaaaccctc
ggagaagtte
caagatgctg
gcagtectttt
gaccaccatc
ccacecagayg
ccgtggctge
tgagtgcoacg
catggaggaa
cocgecagcctyg
gageccggegg
ctggaaatac
tccageacat
acggcectgea
cgaggacgag
ggacgaggag
ctcctgcace
cteogocteadc

60
120
180
240
300
360
120
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
11490
1200
1260
1320
1380
1440
1500
15640
1620
16580
1740
1800
leed
1920
1280
2040
2100
2180

tcttccacga gcgggagcaa gcocdocggctcg gtggacacgg agecctocag ctogotcage 2160
acccccageg ageccoccteag ceccogecage tocetgggeqg aggagegeaa ctaa

<210>2

<211>231

<212> ADN

<213> Equus caballus

<400> 2

ttgaaacatg gggccttetce
dgaagaagttc tctgccatge
ccaggagttt gtgcgtggcc
gaggtggggg ttgggtgeee

<210>3

<211>231

<212> ADN

<213> Equus caballus

<400> 3

2214

ccccatgoct agatatcgtg acccccaatg gactgaatgt 60

atgagttcca gaacctccat gctcagagca aggcccgaat 120
atttttatgg gtatgtgggc cagataccca ggtbcttgaga 180
agactcccgg gtctaagggg gggacagcta a

18

231



10

15

20

ES 2382827713

ttgaaacatg gggcettcteo
gaagaadttce tctgeccatge
ccaggagttt gtgcatggce
gaggtggggy ttgggtgcec

<210>4

<211> 39

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400> 4

ceccatgect agatatcgtg acccccaatg
atgagttcca gaacctccat gctcagagca
attctttatgg gtatgtggge cagataccca
agactcceogg gtctaagggg gggacageta a

gactgaatgt 60
aggcecgaat 120
ggtcttgaga 180

231

Ile Val Thr Pro Asn Gly Leu Asn Val Lys Lys Phe Ser Ala Met His

1 S 10

1s

Glu Phe Gln Asn Leu His Ala @ln Ser Lys Arg Arg Ile Gln Glu Phe

20 25
Val His Gly His Phe Tyr Gly
35

<210>5

<211> 39

<212> PRT

<213> Organismo desconocido

<220>

<223> Descripcion del organismo desconocido: secuencia de aminoacidos de GYS desconocida de diferentes

especies

<400> 5

30

Ile val Thr Pro Asn Gly Leu Asn Val Lys Lys Phe Ser Ala Met His

1 5

Val Arg Gly His Phe Tyr Gly
35

<210>6

<211>886

<212> ADN.

<213> Equus caballus

<400> 6

gtggggcata
ccgtacecaak
gatggoctge
tttgacatte
ctgaaagagg
cattettece
gccteEctggetr
cattgatctg
cceccaatgg
ctcagagcaa
agatacccag
gggacagctg
caggagatcc
gtactgtcta
ctagagggtg

ggagggggtc
tetcttattg
atatgaggect
atttcagaaa
atggaggttc
aggctatage
ggccagetec
aatgaagaag
actgaatgtg
ggacccgaatc
gtcttgagag
ggggctcaga
ccgtttaagg
agatgttctt
aggatcttgg

ccgagacatg
taaagagcag
gecegagetgt
agggaaaatt
actggatttt
atcaattcte
ttaatattccec
tgaaacatgg
aagaagttct
¢aggagretyg
aggtgggggt
ctcttgagtc
agaaaagagy
tgcccocckgtg
cttcacacoty

aatgaggtag
agaactacaa
accctagagg
attttattgg
gtttttgaga
aaktggatgtyg
tggaattacc
gaccttctea
ctgcecatgca
tgcgtggcca
tgggtgccca
cctgagegte
cacaagtcee
gcttctggag
tctegtggee

19

10.

ttgacggtct
ctcccagaag
ctaatgggag
ctaaggtgga
aaagcagtgt
agaactacaa
ttcatttatt
cccatgeocta
tgagttccag
tttttatggg
gactcccygg
agaacaatgg
atgagtccca
ttEgtagtke
ttetag

1s

acgccaagge
accctaagtt
gtgtagttte
tattggtctt
tagaaccagt
ctocccagaag
cattcaacca
gatatcgtga
aaccteccatg
catgtgggec
tctaagggayg
ccgagtattg
tgatgcctct
tgagcecagdyg

60

120
18Q
249
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
gas6
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<210>7

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400>7
tgaaacatgg gaccttctcc 20

<210>8

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 8
agctgtcccc tcecttagac 20

<210>9

<211>737

<212> PRT

<213> Equus caballus

<400>9

20
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Met Pro Leu Asn Arg Thr Leu Ser Met Ser Ser Leu Pro Gly Leu Asp
Asp Trp Glu Asp Glu Phe Asp Leu Glu Asn Thr Val Leu Phe Glu val
20 25 a0

Ala Trp Glu Val Ala Asn Lys Val Gly Gly Ile Tyr Thr Val Leu Gln
s 40 45

Thr Lys Ala Lys Val Thr Gly Aap Glu Trp Gly Asp Asn Tyxr Tyr Leu
S0 55 &0

Val Gly Pro Tyr Thr Glu OGlan Gly Val Arg Thr Gln Val Glu Leu Leu
65 70 75 B0

Glu Pro Pro Thr Pro Ala Leu Lys Arg Thr Leu Asp Ser Met Asn Ser
a5 90 95

Lys Gly Cys Lys Val Tyr Phe Gly Arg Trp Leu Ile Glu Gly Gly Pro
100 108 110 )

Leu Val Val Leu Leu Asp Val Gly Ala Ser Ala Trp Ala Leu Glu Axg
115 120 125

Trp Lys Gly Glu Leu Trp Asp Thxy Cys Asn Ile Gly Val Pro Trp Tyr
130 135 140

Asp Arg Glu Ala Asgn Asp Ala Val Leu Phe Gly Phe Leu Thr Thr Trp
145 150 155 160

Phe Leu Gly Glu Phe Leu Ala Gln Ser Glu Glu Lys Pro His Val Vval
165 170 175

Ala His Phe His Glu Trp Leu Ala Gly Ile Gly Leu Cys Leu Cys Arg
180 185 190

Ala Arg Arg Leu Pro Val Ala Thr Ile Phe Thr Thr His Ala Thr Leu
1is 200 208

Leu Gly Axrg Tyr Leu Cye Ala Gly Ala Vval Asp Phe Tyr Asn Asn Leu
210 ) 215 220

Glu Asn Phe Aon Val Asp Lys CGlu Ala Gly Glu Arg Gln Ile Tyr His
225 230 235 240

Arg Tyr Cys Met Glu Arg Ala Ala Ala His Cya Thr Him Val Phe Thr
245 250 255

Thr Val Ser Gln Ile Thr Ala Ile Glu Ala Gln His Leu Leu Lys Axg
260 265 270

Lys Pro Asp Ile Val Thr Pro Asn Gly Leu Asn Val Lys Lys Phe Ser
275 280 285

Aja Met His Glu Phe Gln Asn Leu His Ala Gln Ser Lys Ala Arg Ile
290 295 300

21



Gln

1058

Lys

Leu

Pro

Val

aas

Gly

AgTt

Phe

Leau

Leu

465

Phe

Val

Gly

Thr

Pro

545

Asp

Gln

Ser

Glu

Lys

Gly

Arg

Ala

370

Arg

hArg

Lys

Ala

Asp

450

Phe

Leu

Arg

Tyx

Asn

530

Ser

Asp

Serx

Asp

Phe
Thr
Ala
val
355
Arg
Lys
Lys
Met
Thr
435
Asp
Asan
Ser
Gly
Thx
515
Leu
Ala
Ser
Arg

Leu
555

Val

Leu

Asp

340

Aan

Gln

Leu

Leu

420

Gln

Ser

Sex

Ser

Cys

500

Fro

Sex

Cys

Arg
580

Leu

Arg
Tyr
325
Vval
Gly
Asn
Leu
Tyx
4905
Asp
Arg
Ser
Sexr
Thr
485
His
Ala
Gly
Gly
Ser
565

Gln

Asp

Gly

310

Pha

Phe

Serxr

Asn

Trp

3139

Glu

Lys

Gln

Asp

Ala

470

Ser

Leu

Glu

Phe

Ile

550

Gln

Arg

TIp

ES 2382827713

His

Phe

Leu

Glu

Phe

375

Asp

Sex

Glu

Ser

Pro

455

Rap

Pro

Gly

Cys

Gly

538

Tyr

Leu

Ile

Lys

Phe

Ila

Glu

Gln

360

Asn

Thr

Leu

Asp

Phe

440

Ile

Arg

Leu

val

Thr

520

Cys

Ile

Thr

Ile

Tyxr
500

Ty

Ala

Ala

345

Thx

val

Ala

Leu

Phe

425

Pro

Leu

val

Leu

Phe

505

val

Phe

Leu

Ser

Gln

585

Leu

22

Gly
Gly
330
Liey
val
Qlu
Asn
val
410
Thr
Pro
Thr
Lys
Pro
490
Pro
Met
Met
Asp
Phe
570

Axy

Gly

Hiae
315
Arg
Ala
val
Thx
Thx
395
Gly
Met
val
Thr
val
475
Val
Ser
Gly
Glu
Arg
555

Leu

Asn

Leu

Arg

Ala

Leu

3gce

val

Ser

Met

Cys

Ile

460

Ile

RSp

Tyr

Ile

Glu

540

Arg

Tyx

Arg

Tyxr

Asp

Glu

Leu

Phe

365

Lys

Lya

Leu

Lys

Thr

1445

Arg

Phe

Ty

Pro
525
His
Phe
Ser

Thr

Tyr
605

Phe

Pha

Asn

350

Pha

Gly

Qlua

Pro

Arg

430

His

Aryg

Hia

Glu

Glu

510

Ser

Ile

Arg

Phe

Glu

530

Met

Asn

Sexr
i3s

Tyr

Tlea

Gln

Lys

Asp

415

Ala

Aen

Ile

PTO

Glu

495

Pro

Ile

Ala

Serx

Cys
575

Arg

Ser

Lau

320

Asn

Leu

Met

Ala

Phe

400

Met

Ile

Met

aly

Glu

480

Phe

Trp

Ser

Asp

Leu

560

Gln

Leu

Ala



Pro
625
Ser
Ser
Glu
Axg
Gly
705

Thx

Asn

His

610

val

Glu

Ala
690

Ser

Pro

Metbt

Glu

Pro

Asp

Tyr

675

Pro

Lys

Ser

Ala
Ala
Pro
Glu
&80
Asp
Glu

Arg

Glu

Leu

Asp

Ser

645

Glu

Glu

Trp

Gly

Pro
725

Ala
Ala
630
Pro
Glu
Asp
Pro
Ser

710

Leu

ES 2382827713

Lys
615
Thr
Sex
Pro
Glu
Arg
695

Val

Ser

Ala Phe
Gln Gly
Leu Ser

Arg Asp
665

Glu Ala
680
Arg Ala

Asp Thr

Pro Ala

23

Pro

Tyz

Arg

650

Val

Ala

Ser

Gly

Ser
730

Glu

Arg

6§35

His

Pro

Lya

Cys

Pro

715

Ser

His

820

Tyr

Sex

Pro

Asp

Thr

700

Ser

Leu

rhe

Pro

Ser

Asp

Arg

683

Sex

Ser

Gly

Thr

Arg

Pro

Glu

670

Arg

Sex

Sex

Glu

Tyr

Pro

His

655

Asp

Asn

Thx

Leun

Glu
735

Glu

Ala

640

Gln

Ser

lle

Ser

Ser

720

Arg



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2382827713

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para la deteccion de la presencia de la miopatia por almacenamiento de polisacaridos (MAPS)
en un caballo, que comprende la identificacién en una muestra de acido nucleico de un nucleétido 926 de caballo de
la SEC ID NO: 1, en el que la presencia de un nucleétido adenina (A) en el nucleétido 926 en uno o en ambos alelos
es indicativa de que el caballo tiene predisposicion a padecer o padece MAPS.

2. El procedimiento de la reivindicacion 1, que comprende ademas la puesta en contacto de la muestra con al menos
una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y la amplificacién del acido nucleico hibridado.

3. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que se amplifica el exén 6 de la enzima glucdégeno sintasa 1 0 una
parte de la misma.

4. El procedimiento de la reivindicacién 2, en el que la amplificacién del acido nucleico hibridado se lleva a cabo
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, la amplificacion por desplazamiento de mella, la reaccién en
cadena de la ligasa o la amplificacién basada en la secuencia del acido nucleico.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 2, en el que al menos una sonda oligonucleotidica se inmoviliza
sobre una superficie sdlida.

6. Un procedimiento para la deteccion de un alelo de la miopatia por almacenamiento de polisacaridos (MAPS) en un
caballo, que comprende la identificacion en una muestra de acido nucleico del nucleétido 926 de caballo de la SEC
ID NO: 1, en el que la presencia de un nucleétido adenina (A) en el nucleétido 926 en uno o en ambos alelos es
indicativa de que el caballo tiene predisposicién a padecer o padece MAPS.

7. El procedimiento de la reivindicacién 6, que comprende ademas la puesta en contacto de la muestra con al menos
una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y la amplificacién del acido nucleico hibridado.

8. El procedimiento de la reivindicacién 7, en el que se amplifica el exén 6 de la enzima glucégeno sintasa 1 o una
parte de la misma.

9. El procedimiento de la reivindicacion 7, en el que la amplificacion del acido nucleico hibridado se lleva a cabo
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, la amplificacién por desplazamiento de mella, la reacciéon en
cadena de la ligasa o la amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico.

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que al menos una sonda oligonucleotidica se
inmoviliza sobre una superficie sélida.

11. Un procedimiento para la deteccién de la presencia de un biomarcador asociado a la miopatia equina por
almacenamiento de polisacéaridos (MAPS) , que comprende la determinacién de la presencia del biomarcador en una
muestra fisiolégica de un caballo, en el que la muestra comprende acido nucleico y en el que el biomarcador
representa un polimorfismo/mutacion en el gen GYS1 equino codificante identificado por genatipificacion.

12. El procedimiento de la reivindicacién 11, que comprende ademas la puesta en contacto de la muestra con al
menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y la amplificacién del acido nucleico
hibridado.

13. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que se amplifica el exén 6 de la enzima glucégeno sintasa 1
(GYS1) o una parte de la misma.

14. El procedimiento de la reivindicacion 12, en el que la amplificacién del acido nucleico hibridado se lleva a cabo
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, la amplificacion por desplazamiento de mella, la reaccién en
cadena de la ligasa o la amplificacién basada en la secuencia del acido nucleico.

15. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 12, en el que al menos una sonda oligonucleotidica se
inmoviliza sobre una superficie sélida.

16. El procedimiento de la reivindicaciéon 11, en el que el biomarcador comprende un gen GYS1 equino que tiene
una A en el nucle6tido 926 del exdn 6.

17. El procedimiento de la reivindicacion 11, en el que el gen GYS1 codifica para una enzima que tiene un H en
residuo aminoacido 309.

18. Un procedimiento para el diagndstico de la miopatia por almacenamiento de polisacaridos (MAPS) en un caballo,
gue comprende la deteccion de la presencia de un biomarcador en una muestra fisiolégica del caballo, en el que la
presencia del biomarcador es indicativa de la enfermedad y el biomarcador representa un polimorfismo/mutacion en
el gen GYS1 equino codificante identificado por genotipificacion.

19. El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que la muestra comprende acido nucleico.

24
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20. El procedimiento de la reivindicacion 18, que comprende ademas la puesta en contacto de la muestra con al
menos una sonda oligonucleotidica para formar un acido nucleico hibridado y la amplificacién del acido nucleico
hibridado.

21. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que se amplifica el exén 6 de la enzima glucégeno sintasa 1
(GYS1) o una parte de la misma.

22. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que la amplificacion del ADN hibridado se lleva a cabo mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa, la amplificaciéon por desplazamiento de mella, la reaccién en cadena de la
ligasa o la amplificacion basada en la secuencia del acido nucleico.

23. El procedimiento de la reivindicacién 18, en el que el biomarcador comprende un gen GYS1 equino que tiene
una A en el nucle6tido 926 del exdn 6.

24. El procedimiento de la reivindicacién 23, en el que el gen GYSL1 codifica para una enzima que tiene un H en el
residuo aminoacido 309.

25. El procedimiento de la reivindicacion 18, en el que el biomarcador es una proteina GYS 1.

26. El procedimiento de la reivindicacion 25, en el que la proteina GYS1 codifica para una enzima que tiene un H en
el residuo aminoé&cido 309.
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S1
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201

Figura 1.

ATGCCTCTAA
TTGGGAGGAT
GGGAGGTGGC
GCGAAGGTGA
ATACACGGAG
CCCCEaeeeT
GTGTATTTCG
GGATGTGGEGEG
GGGACACCTG
GCCGTCCTTT
CCAGAGCGAG
CGGCCATCGG
ATCTTCACCA
TGTGGACTTC
GTGAGAGGCA
TGCACTCACG
GCACCTACTC
TGAAGAAGTT
AAGGCCCGAA
CTTCAACTTG
TCTCCAACAA
TATCTGCTCA
CATGCCGGCT
CCGTGCGCAA
GGGAGGAAGC
CARAGATGCTG
CCACGCAGCG
GACTCCTCGG
TAGTAGCTGCT
CCACGAGCCC
CACCTTGGGG
TGAGTCCACG
TCGGCTGCTT
TACATTCTGG
TACCTCCTTC
TCCAGCGGAA
CTAGGCCGET
TCCAGAACAT
ACCGCTACCC
CACTCGAGCC
GCCCGATGAA
ACCGGCGCAA
TCTTCCACGA
CTCGCTCAGC
AGGAGCGCAA

ES 2382827713

ACCGCACTTT
GAATTCGACC
CAACBAGGTG
CAGGGGATGA
CAAGGCGTGA
GAACAGGACG
GGCGCTGGCT
GCCTCAGCCT
CAACATCGGG
TTGGCTTCCT
GAGAAGCCAC
GCTCTGCCTG
CCCACGCCAC
TACAACAACC
AATTTATCAC
TCTTCACTAC
AAGAGGAAAC
CTCTGCCATG
TCCAGGAGTT
GATAAGACCC
GGGGGCTGAC
GAGTAAATGG
CGGACCAACA
GCAGCTCTGG
TTTACGRATC
GACAAGGAGG
GCAGTCTTTT
ACCCTATCCT
GACAGGGTCA
CCTGCTCCCC
TTTTCCCCTC

GTTATGGGCA

CATGGAGGAA
ACCGGCGGTT
CTCTACAGCT

CCCGCACGGAG™

ACTATATGTC
TTCACCTACG
ACGGCCTGCA
CGCACCAGAG
GACAGTGAGC
CATCCGCGCC
GCGGGARGCAR
ACCCCCAGCG

GTCCATGTCC

TGEAGAATAC
GGTGGCATCT
ATGGGGCGAC
GGACCCAGGT
CTGGACTCCA
GATCGAGGGG
GGGCCCTGGA
GTGCCCTGGT
CACCACCTGG
ATGTGGTTGC
TGCCGTGCCC
GCTGCTGGGG
TGGAGAATTT
CGTTACTGCA
CGTGTCCCAG
CAGATATCGT
CATGAGTTCC
TGTGCGTGGEC
TGTATTTCTT
GTCTTCCTGG
CAGCGAGCAG
ACTTCRACGT
GATACGGCCGA
CCTGCTGGTT
ATTTCACTAT
CCCCCTGTGT
GACCACCATC
AGGTGATTT

GTGGACTATG
CTACTATGAG
TCCCCAGTAT
CACATCGCAG
CCGCAGCCTG
TCTGCCAGCA
CGCCTCTCCG
CceCereeeac
AGCCCCGCGA
TCGGTGCCTC
CGAGGACGAG
GCTACGACGA
CCGGAGTGGC
GCGCEECTCE
AGCCCCTCAG

CTAA (SEC ID NO:1)
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TCACTGCCAG
AGTGCTCTTC
ACACGGTGCT
AACTACTACC
GGAGCTGCTC
TGAACAGCAA
GGCCCCCTGG
ACGCTGGAAG

ACGACCGTGA:

TTCCTGGGTG
ACACTTCCAC
GGCGECTGCC
CGATACCTGT
CAACGTGGAC
TGGAGCGGGC
ATCACCGCCA
GACCCCCAAT
AGAACCTCCA
CATTTTTATG
TATCGCCGGC
AGGCCTTGGC
ACGGTGGTCG
GGAAACCCTC
ACACAGTGAA
GGGRGCCTCC
GATGAAGAGA.
GCACCCACAA
CGTCGAATCG
CCACCCAGAS
AGGAGTTTGT
CCTTGGGGCT
CTCCACCAAC
ACCCCTCAGC
GATGATTCCT
GAGCCGGCGE
ACCTTCTGCA
ATGGCGCTGG
GGCTGATGCG
CGTCGCCCTC
GAGGAGCCCC
GGACGAGGAG
CGCGTCGCGC
GTGGACACGG
CCCCGCCAGE

GACTGGACGA
GAGGTGGCCT
ACAGACGAAG
TGGTCGGGACC
GAGCCCCCRA
GGGCTGCARG
TGGTGCTCCT
GGAGAGCTTT
GGCCAACGAC
AGTTCCTGGC
GAGTGGTTGG
TGTGGCTACA
GTGCCGGTEC
ARGGAAGCTG
GGCAGCCCAC
TTGAGGCTCA
GGACTGAATG
TGCTCAGAGC
GGCACCTGGA
CGCTACGAGT
COGGCTCAAC
CCTTCTTCAT
ARGGGGCAAG
GGAGAAGTTC .
CGGACATGAA
GCCATCTTTG
TATGCTGGAC
GCCTCTTCAA
TTCCTCTCCT
CCGTGGCTGS
ACACACCAGC
CTCTCCGGCT
TTACGGCATC
GCTCGCAGCT
CAGCGCATCA
CTGGAAATAC
CCAAGGCCTT
ACCCAGGGCT

ACTGTCACGA

GGGACGTGCC
GCCGCCAAGG
CTCCTGCACC
GGCCCTCCAG
TCCCTGGGCT



Figura 2.

Normal
MAPS

Normal
MAPS

Normal
MAPS

Normal
MAPS

Normal
MAPS

Figura 3.

1 .
TTGARACATG
TTGARACATG

51
GACTGAATGT
GACTGAATGT

101

- GCTCAGAGCA

GCTCAGAGCA

151
GTATGTGGGC
GTATGTGGGC

201
AGACTCCCOGG
AGACTCCCGGE

Caballos con MAPS

(SEC ID NO:4)

Resto de las especies
(SEC ID RO:5)

ES 2382827713

11
GGGCCTTCTC
GGGCCTTCTC

61
GARGRAGTTC
GRAGARAGTTC

112
AGGCCCGAAT

‘AGGCCCGAAT

181
CAGATACCCA
CAGATACCCA

211

GTCTAAGGGG
GTCTAAGGGSE

1

"171

21 31 41
CCCCATGCCT AGATATCGTG ACCCCCARTG
CCCCATGCCT AGATATCGTG ACCCCCAATG

71 Bl 91
TCTGCCATGC ATGAGTTCCA GAACCTCCAT
TCTGCCATGC ATGAGTTCCA -GAACCTCCAT

121 131 141
CCAGGAGTTT GTGCGTGGCC ATTTTTATGG
CCAGGAGTTT GTGCATGGCC ATTITTATIGG

181 191
GGTCTTGAGA GAGGTGEGGG TTGGETGECCT
GCGTCTTGAGA GAGGTGEGEGG TTGGGTGCCC

221 231
GGGACAGCTA A ( SEC ID NO:2)
GGGACAGCTA A ( SEC ID NO:3)

11 21 31

IVTPNGLNVK KFSAMHEFQN LHAQSKRRIQ EFVHGHFYC

IVIPNGLNVK KFSAMHEFQN LHAQSKRRIQ EFVRGHFYC
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Figura 4.

1
51
101
151

201
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301
351
401
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501
551
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651
701
751
801
851

GTGGGGCATA

ACGCCAAGGC”

CTCCCAGAAG
ACCCTAGAGG
AGGGAAAATT
ATGGAGGTTC
TATTCTTCCC
CTCCCAGAAG
TTCATTTATT
GACCTTCTCC

AAGAAGTTCT
GGCCCGAATC
AGATACCCAG
TCTAAGGGEAG

ES 2382827713

GGAGGGGGTC
CCGTACCAAT

-ACCCTAAGTT

CTAATGGGAG
ATTTTATTGG
ACTGGATTTT
AGGCTATAGC
GCCTCTGGCT
CATTCAACCA
CCCATGCCTA
CTGCCATGCA
CAGGAGTTTG
GTCTTGAGAG
GGGACAGCTG

AGAACAATGG
CACAAGTCCC
TGCCCCTGCTG
AGGATCTTGG

Figura 5.

51
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_ 151
201
251
301
3s1
401
451
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551
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MPLNRTLSMS
AKVTGDEWGD
VYFGRWLIEG
AVLFGFLTTW
IFTTHATLLG
CTHVFTTVSQ
KARIQEFVRG
YLLRVNGSEQ
GRKLYESLLV
DSSDPILTTI
HLGVFPSYYE
YILDRRFRSL
LGRYYMSARH
HSSPHQSEDE
SSTSGSKRGS

CTGAGTATTG
ATGAGTCCCA
GCTTCTGGGE
CTTCACCCTG

CCGAGACATG
TTTCTTATTG

BGATGGCCTGC

GTGTAGTTTC
CTAAGGTGGA
GTTTTTGAGA
ATCAATTCTC
GGCCAGCTCC
CATTGATCTG
GATATCGTGA
TGAGTTCCAG
TGCGTGGCCA
AGGTGGGGGT
GGGGCTCAGA
CAGGAGATCC
TGATGCCTCT

TTTGTAGTTT

TCTTGTGGCT

AATGAGGTAG
TBAAGAGCAG
ATATGAGGCT
TTTGACATTC
TATTGGTCTT
ARAGCAGTGT
AATGGATGTG
TTAATATTCC
AATGAAGAAG
CCCCCAATGG
ARCCTCCATG
TTTTTATGGG
TGGGTGCCCA
CTCTTGAGTT
CCGTTTAAGG
GTACTGTCTA
TGAGCCAGGG

TTGACGGTCT
AGAACTACAA
GCCGGGCTGT
ATTTCAGARA
CTGAAAGAGG
TAGAACCAGT
AGAACTACAA
TGGAATTACC
TGAAACATGG
ACTGAATGTG
CTCAGAGCARA
TATGTGGGCC
GACTCCCGGSE
CCTGAGCGTC
AGARAAGAGG
AGATGTTCTT
CTAGAGGGTG

TTTTAG (SEC ID NO:6)

S1LPGLDDWED
NYYLVGPYTE
GPLVVLLDVG
FLGEFLAQSE
RYLCAGAVDF
ITAIEAQHLL
HFYGHBLDFNL
TVVAFFIMPA
GSLPDMNKML
RRIGLFNSSA

.PWGYTPAECT

DDSCSQLTSF
MALAKAFPEH
EEPRDVPPDE
VDTGPSSSLS

EFDLENTVLF
QGVRTQVELL
ASAWALERWK
EKPHVVAHFH
YNNLENFNVD
KRKPDIVTEN
DKTLYFFIAG
RTNNFNVETL
DKEDFTMMKR
DRVKVIFHPE
VMGIPSISTN
LYSFCQQSRR
FTYEPREADA
DSERYDEDEE
TPSEPLSPAS

28

EVAWEVANKV
EPPTPALKRT
GELWDTCNIG
EWLAGIGLCL

KEAGERQIYH:

GLNVKKFSAM
RYEFSNKGAD
KGQAVREQLW
AIFATQROSEF
FLSSTSPLLP
L3GFGCFMEE
QRIIQRNRTE
TQGYRYPRPA
AAFDRRNIRA
SLGEERN-

GGIYTVLOTK
LDSMNSKGCK
VPWYDREAND
CRARRLPVAT
RYCMERAAAH
HEFONLHAQS
VFLEALARIN
DTANTVKEKF
PPVCTHNMLD
VDYEEFVRGC
HIADPSAYGI
RLSDLLDWKY
SVPPSESLSR
PEWPRRASCT
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