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DESCRIPCION
Identificacion de una variante de ADN asociada a hipolactasia de tipo adulto

La presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende o consiste en una porciéon 5’ de un
gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH) intestinal que contribuye a, o es indicativa de, hipolactasia de tipo adulto, en la
que dicha molécula de acido nucleico se caracteriza por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se refiere adicionalmente a procedimientos para ensayar la presencia de o la predisposicion a
hipolactasia de tipo adulto que estan basados en el analisis de un SNP contenido en la molécula de acido nucleico
anteriormente indicada. Adicionalmente, la presente invencion se refiere a una composicion de diagnéstico y a un kit
utiles para la deteccién de la presencia de o la predisposicion a hipolactasia de tipo adulto.

La enzima lactasa-florizina hidrolasa (LPH), que se expresa exclusivamente por células epiteliales intestinales, hidroliza
la lactosa, o azucar de la leche, a glucosa y galactosa La expresion de la enzima LPH se reduce drasticamente a
niveles muy bajos en el periodo de destete de mamiferos cuando la lactosa ya no es una parte esencial de la dieta. En
seres humanos, la afeccion conocida como hipolactasia de tipo adulto o no persistencia de lactasa, afecta a la mayoria
de poblaciones y limita gravemente el uso de leche fresca entre los adultos debido a la intolerancia a la lactosa. La edad
de inicio del estado de no persistencia de lactasa varia entre las pobIaC|ones estando en el intervalo de 1-2 afios de
edad entre los tailandeses hasta 10-20 afios de edad entre los finlandeses?>. Sin embargo en el norte de Europa y
otros pocos grupos étnicos, la actividad de LPH persiste a lo largo de la vida en la mayoria de los adultos, una afeccion
conocida como persistencia de lactasa. El fenotipo de persistencia/no persistencia de lactasa se ha mostrado que esta
determinado genéticamente, siendo el estado persistente dominante frente al estado no perS|stente

El diagnéstico del estado de la técnica de hipolactasia de tipo adulto esta basado en el ensayo de tolerancia a lactosa
(ETL). Después de un ayuno de una noche (10 horas), se administra 1 g/kg de lactosa en forma de una solucién al
12,5%, siendo la dosis maxima de 50 g. Se toman muestras de sangre capilar antes y 20 y 30 min después de la
ingestion de lactosa. Se determina la concentracion de glucosa mediante el procedimiento de glucosa oxidasa (Hjelm y
de Verdier, 1963). Se observan los sintomas abdominales el dia del ETL. Se tomé una elevacion maxima de la
concentracion sanguinea de glucosa de 1,1 mmol/l o mas como signo de malabsorcion de lactosa (Gudman-Hoyer y
Hamum 1968, Jussila 1970, Sahi 1972). El ETL contiene un riesgo de un 10% de diagndsticos falsos positivos y
negativos, concretamente, la sensibilidad y especificidad del ETL es de aproximadamente un 90% (Isokoski et al. 1972,
Newcomer et al., 1975, Sahi 1983). La exactitud del ETL pude mejorarse administrando 0,3 g/kg de etanol, que inhibe el
metabolismo de galactosa en el higado (Tygstrup y Lundqvist, 1962), y 15 min después 1 g/kg de lactosa en forma de
una solucioén al 12,5%.

Los nifios con elevaciones maximas de menos de 0,2 mg/100 ml en el primer ETL o repetido se han enviado a biopsia
de intestino delgado, que se toma mediante gastroscopia. Este es un procedimiento invasivo que requiere experiencia y
se efectla habitualmente en hospitales universitarios solo por especialistas en gastroenterologia. Las muestras de
biopsia se examinan con un microscopio de diseccion e histolégicamente, y se determinan las actividades maltasa,
sacarasa y lactasa de mucosa (Launiala et al., 1964). El diagnoéstico de hipolactasia en nifios se justifica si la histologia
de la biopsia intestinal es normal y la actividad lactasa es menor de 20 U/g de proteina y la relacion de lactasa/sacarasa
es menor de 0,30, o en ETL con administracion de etanol, si se demuestra una elevacién maxima de la concentracion
sanguinea de glucosa de menos de 20 mg/100 ml y de la concentracion de galactosa de 5 mg/100 ml o menos (Sahi et
al., 1972). Como se describe anteriormente, los procedimientos actuales para diagnosticar hipolactasia de tipo adulto
son laboriosos. El ETL es inexacto y, por lo tanto, se requiere un procedimiento invasivo, la gastroscopia, antes de
establecer el diagnostico. Puesto que la hipolactasia de tipo adulto es muy comun y la causa principal de sintomas
abdominales no especificos (en un tercio de los pacientes que se quejan de dolor de estdmago), existe la clara
necesidad de mejorar el diagndstico de este problema sanitario comun.

Sin embargo, hasta ahora no se ha desarrollado ningin ensayo bioquimico que sea facil de manejar y que, al mismo
tiempo, proporcione resultados rapidos y exactos. La dilucidacion de la causa de la enfermedad al nivel de expresion de
ADN gendmico ha sido igualmente fallida. Por tanto, la secuenciacion de las regiones codificantes y promotoras del gen
LPH en adultos no ha revelado variaciones de ADN que se correlacionen con la persistencia-no persistencia de Iactasa
ni han surgido evidencias de variantes de corte y empalme ni variantes de edicion de ARNm asociadas a este rasgo 8
Estudios previos han mostrado que el rasgo de persistencia/no persistencia de lactasa esta posiblemente controlado por
un elemento o elementos de accidn en cis que residen en o son adyacentes al gen de lactasa, y se ha observado un
fuerte desequilibrio de ligamiento (DL) en el haplotipo de 70 kb que se extiende por el gen de lactasa®"®. Varios estudios
resefan eV|denC|as de que el control principal de la expresion del gen LPH opera al nivel de regulacion de la
transcnpmon 3 Sin embargo, se ha sugerido que puede estar implicada en la etiologia de hipolactasia de t|po adulto
una variacion que influye tanto en el control transcripcional como postranscripcional de la expresion del gen LPH™

A la vista de lo anterior, el problema técnico subyacente de la presente invencion era proporcionar medios y
procedimientos que permitieran un diagnéstico exacto y conveniente de hipolactasia de tipo adulto o de una
predisposicién a esta enfermedad.

La solucién a dicho problema técnico se logra mediante las realizaciones caracterizadas en las reivindicaciones.
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Por tanto, la presente invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que comprende o consiste en una porciéon 5°
de un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH) intestinal que contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto,
en la que dicha molécula de acido nucleico se caracteriza por las reivindicaciones adjuntas.

De acuerdo con la invencion, el término “gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH) intestinal” denota un gen que codifica
una enzima que tiene actividad de hidrdlisis de lactosa en sus componentes glucosa y galactosa. La enzima se
caracteriza como E.C. 3.2.1.23.62.

El término “hipolactasia de tipo adulto” designa una afeccion, también conocida como intolerancia a la lactosa, que es
una afeccion recesiva autosomica resultante de la reduccion “fisiolégica” de la actividad de la enzima lactasa-florizina
hidrolasa (LPH) en las células intestinales de una proporcion significativa de la poblacion mundial.

El término “contribuye a o es indicativo de hipolactasia de tipo adulto” designa el hecho de que los SNP, y por tanto las
correspondientes moléculas de acido nucleico, encontrados son indicativos de la afeccion y posiblemente también
causantes de la misma. Por consiguiente, este término requiere necesariamente que la porcion 5’ indicada sea
indicativa de la afeccion. Por otro lado, dicho término no requiere necesariamente que la porcién 5’ sea causante de o
contribuya a la afeccién. Sin embargo, dicho término no excluye un papel causante o contribuyente de cualquiera o
ambos SNP.

El término “que hibrida en condiciones rigurosas” designa condiciones de hibridacién que son bien conocidas o que
pueden establecerse por el especialista en la materia segun protocolos convencionales. El término designa lo mas
ventajosamente las condiciones altamente rigurosas. Pueden establecerse las condiciones rigurosas apropiadas para
cada secuencia basandose en parametros bien conocidos tales como temperatura, composicion de las moléculas de
acido nucleico, condiciones salinas, etc., véanse, por ejemplo: Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory
Manual"; CSH Press, Cold Spring Harbor, 1989 o Higgins and Hames (eds.), "Nucleic acid hybridization, a practical
approach”, IRL Press,Oxford 1985 (referencia 54), y véase en particular el capitulo "Hybridization Strategy" de Britten &
Davidson, 3 a 15. Las condiciones tipicas (de alto rigor) comprenden hibridacién a 65°C en 0,5xSSC y 0,1% de SDS o
hibridacion a 42°C en formamida al 50%, 4xSSC y 0,1% de SDS. La hibridacion es seguida habitualmente de lavado
para retirar la sefial inespecifica. Las condiciones de lavado incluyen condiciones tales como 65°C, 0,2xSSC y 0,1% de
SDS 0 2xSSC y 0,1% de SDS 0 0,3XSSC y 0,1% de SDS a 25-65°C.

Como se da a conocer en la presente memoria, la presente invencion se refiere también a moléculas de acido nucleico
hibridantes de al menos 20 nucleétidos, (véanse las reivindicaciones adjuntas). Sin embargo, la presente invencion se
refiere también a una molécula de acido nucleico de al menos 50, al menos 100, al menos 150 o al menos 200
nucledtidos. Preferiblemente, dichos fragmentos hibridantes comprenden al menos 25, al menos 50 o al menos 75
nucledtidos y al menos 100 nucledtidos en 5’ y 3’ de la posicion -13910 como se define en las reivindicaciones adjuntas,
como se define en las reivindicaciones adjuntas.

El término “molécula de acido nucleico” designa tanto moléculas de acido nucleico de origen natural como no natural.
Las moléculas de acido nucleico de origen no natural incluyen ADNc asi como derivados tales como PNA.

El término “molécula de acido nucleico [...] que comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:" a lo largo de
esta memoria descriptiva designa moléculas de acido nucleico que son al menos 1 nucleétido mas largas que la
molécula de acido nucleico especificada por la SEQ ID NO. Al mismo tiempo, estas moléculas de acido nucleico se
extienden, como maximo, 30.000 nucleétidos mas alla del extremo 5’ y/o 3’ de la molécula de acido nucleico de la
invencion especificada, por ejemplo, porla SEQ ID NO: 20 1, 30 4.

Sorprendentemente, se ha encontrado de acuerdo con la presente invencién que las dos variantes asociadas a
hipolactasia se localizan a una distancia considerable del gen LPH, colocadas en diferentes intrones del gen MCM6. El
MCM6 es un miembro de una familia génica (MCM 2-7) necesaria para la iniciacién de la replicacion de ADN que
asegura que tiene lugar solo una vez durante el ciclo celular®'. El MCMBe, al contrario que el LPH, no esta limitado en su
distribucion de tejido y no hay correlacién en los niveles de transcritos de MCM6 'y LPH'. Estos hallazgos sugerian que
estos dos genes no comparten ningun elemento de accion en cis funcionalmente significativo que proporcione
especificidad de tejido o regulacién de desarrollo'®. Lo mas probablemente, las variantes identificadas tienen diferente
significado funcional para la expresion de los genes LPH y MCM6. Sorprendentemente ademas, basandose en la
asociacion total a hipolactasia, estan asociados (o uno de ellos) a una regulacion negativa dependiente de la edad del
nivel de transcrito del gen LPH en el epitelio intestinal, pero tienen poco o ningun efecto sobre la transcripcion de MCM6.

Experimentalmente, usando ligamiento, asociacion alélica y analisis de haplotipo extendido llevados a cabo en 9 familias
finlandesas extensas, se limité el locus de hipolactasia de tipo adulto a un intervalo de 48 kb en 2g21. El analisis de
secuencia de la region reveld un polimorfismo mononucleotidico (SNP), C/T-13910, que se cosegregaba completamente
con hipolactasia de tipo adulto en todas las familias finlandesas y en un conjunto de muestras de 236 individuos de 4
poblaciones diferentes. Otro SNP, G/A-22018 que reside a 8 kb en direccion telomérica de C/T-13910, estaba asociado
al rasgo en todos menos en 7 casos. La prevalencia del SNP C/T-13910 en 1047 muestras de ADN reflejaba la
prevalencia resefiada de la hipolactasia de tipo adulto en 3 poblaciones diferentes, proporcionando evidencias
adicionales de su importancia para el rasgo
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El sorprendente hallazgo designado anteriormente por primera vez permite el establecimiento de sistemas de ensayo
que estan basados en el analisis molecular de los polimorfismos mononucleotidicos indicados en direcciéon 5’ del gen
LPH. Aunque que ambos SNP proporcionan una base so6lida para el diagndéstico de, o el diagndstico de la
predisposicion a, hipolactasia de tipo adulto, se prefiere analizar la posiciéon nucleotidica -13910, sola o en combinacién
con la posicion nucleotidica -22018. Esto es debido a que el SNP en posicién -13910 estaba asociado en un 100% de
los casos analizados a la enfermedad, mientras que el SNP en posicion -22018 estaba asociado solo en un 98% de
todos los casos con hipolactasia de tipo adulto. No obstante, los analisis de la posicién nucleotidica -22018 sola
proporcionaran habitualmente también una base firme para el diagndstico de predisposicién a hipolactasia de tipo
adulto.

Debido a la abundancia de procedimientos establecidos para evaluar la presencia de SNP, ahora es posible
diagnosticar una predisposicion genética a hipolactasia de tipo adulto convenientemente, en un corto espacio de tiempo,
a bajo coste, con gran exactitud y sin molestias significativas para la persona bajo investigacion.

La invencion se refiere adicionalmente a una molécula de acido nucleico que comprende o consiste en una porcion 5’ de
un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH) intestinal, en la que dicha molécula de acido nucleico esta caracterizada por
las reivindicaciones adjuntas.

Esta realizacion de la presente invencion puede usarse convenientemente para demostrar que una persona no padece
hipolactasia de tipo adulto y no tiene predisposicién a la misma. Adicionalmente, esta molécula de acido nucleico que
refleja la situacion “de tipo silvestre” de la posicion -13910 o -22018 en direccion 5’ del gen LPH puede usarse como
medio de control en experimentos en que se ensaya la predisposicion a hipolactasia de tipo adulto.

Para el ensayo, pueden usarse procedimientos como se describen a lo largo de esta memoria descriptiva.

En una realizacion preferida de la invencion, la molécula de acido nucleico es ADN genomico. Esta realizacion preferida
de la invencion refleja el hecho de que habitualmente el analisis se llevaba a cabo basandose en el ADN genémico de
fluido corporal, células o tejido aislado de la persona bajo investigacion.

En una realizacion preferida adicional de la molécula de acido nucleico de la invencién, dicho ADN gendmico es parte
de un gen. De acuerdo con la invencion, se prefiere analizar al menos uno de los intrones del gen MCM6 albergado en
posicion -13910 o posicion -22018 respecto al gen LPH.

Ademas, la invencion se refiere a un fragmento de molécula de acido nucleico como se describe anteriormente en la
presente memoria que tiene al menos 14 nucledtidos, en el que dicho fragmento comprende la posicion nucleotidica -
13910 o la posicion nucleotidica -22018 (en direccion 5°) del gen LPH. El fragmento de la invencion puede ser de origen
natural asi como (semi)sintético. Por tanto, el fragmento puede ser, por ejemplo, una molécula de acido nucleico que se
ha sintetizado de acuerdo con protocolos convencionales de la quimica organica. De forma importante, el fragmento de
acido nucleico de la invenciéon comprende la posicién nucleotidica -13910 o la posicién nucleotidica -22018 en direccion
5’ del gen LPH. En estas posiciones, el fragmento puede tener el nucleotido de tipo silvestre o el nucledtido que
contribuye a o es indicativo de hipolactasia de tipo adulto (también designado como la secuencia “mutante”). En
consecuencia, el fragmento de la invencion puede usarse, por ejemplo, en ensayos para diferenciar entre la secuencia
de tipo silvestre y mutante. Se prefiere adicionalmente que el fragmento de la invencion consista en al menos 17
nucleotidos, mas preferiblemente al menos 21 nucledtidos y lo mas preferiblemente al menos 25 nucleétidos, tal como
30 nucleotidos.

Ademas, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que es complementaria de la molécula de acido
nucleico como se describe anteriormente en la presente memoria.

Esta realizacion de la invencion que comprende al menos 14 nucleétidos y cubre al menos la posicion -13910 o la
posicion -22018 de la secuencia en direccion 5’ del gen LPH es particularmente util en el analisis de la configuracion
genética en las posiciones indicadas en ensayos de hibridacion. Por tanto, por ejemplo, puede usarse un
pentadecamero exactamente complementario de la secuencia de tipo silvestre (concretamente, una T en posicion -
13910 o una A en posicion -22018) o de las variantes que contribuyen a o son indicativas de hipolactasia de tipo adulto
(concretamente, una C en posicion -13910 o una G en posicion -22018) para diferenciar entre las variantes polimorficas.
Esto es debido a que una molécula de acido nucleico marcada con un marcador detectable no exactamente
complementario con el ADN de la muestra analizada no dara lugar a una sefial detectable, si se eligen condiciones de
hibridacion y lavado apropiadas.

A este respecto, es importante observar que la molécula de acido nucleico de la invencion, el fragmento de la misma,
asi como la molécula de acido nucleico complementaria pueden marcarse detectablemente. Los marcadores
detectables incluyen marcadores radiactivos tales como ®*H 0 *P o marcadores fluorescentes. El marcaje de acidos
nucleicos es bien entendido en la materia y se describe, por ejemplo, en Sambrook et al., loc. cit.

Ademas, la invencioén se refiere a un vector que comprende la molécula de acido nucleico como se describe
anteriormente en la presente memoria. El vector de la invencién puede contener una molécula de acido nucleico que
comprende la secuencia o secuencias de tipo silvestre o puede contener una molécula de acido nucleico que
comprende la secuencia o secuencias mutantes. Los vectores pueden ser particularmente plasmidos, césmidos, virus o
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bacteriéfagos usados convencionalmente en ingenieria genética que comprenden la molécula de acido nucleico de la
invencion. Preferiblemente, dicho vector es un vector de expresion y/o un vector de transferencia génica u
direccionador. Los vectores de expresion derivados de virus tales como retrovirus, virus Vaccinia, virus adenoasociados,
herpesvirus o papilomavirus bovinos pueden usarse para el suministro de la molécula de acido nucleico de la invencién
a la poblacién celular diana. Pueden usarse procedimientos que son bien conocidos por los especialistas en la materia
para construir vectores viricos recombinantes; véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Sambrook et al., loc. cit. y
Ausubel et al., “Current Protocols in Molecular Biology”, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y.
(1989). Como alternativa, las moléculas de acido nucleico y vectores de la invencion pueden reconstituirse en liposomas
para suministro a células diana. Los vectores que contienen las moléculas de acido nucleico de la invencién pueden
transferirse a la célula hospedadora mediante procedimientos bien conocidos, que varian dependiendo del tipo de
hospedador celular. Por ejemplo, la transfeccion con cloruro de calcio se utiliza cominmente para células procarioticas,
mientras que pueden usarse, por ejemplo, transfecciéon mediada por fosfato de calcio o DEAE-dextrano o
electroporacion para otros hospedadores celulares; véase Sambrook, supra.

Dichos vectores pueden comprender genes adicionales tales como genes marcadores que permitan la seleccion de
dicho vector en una célula hospedadora adecuada y en condiciones adecuadas. Preferiblemente, la molécula de acido
nucleico de la invencion esta ligada operativamente con secuencias de control de la expresion en células procaridticas o
eucarioticas. La expresion de dicho polinucleétido comprende la transcripciéon del polinucleétido a un ARNm traducible.
Los elementos reguladores que aseguran la expresion en células eucariéticas, preferiblemente células de mamifero, son
bien conocidos por los especialistas en la materia. Comprenden habitualmente secuencias reguladoras que aseguran la
iniciacion de la transcripcion y, opcionalmente, una sefial de poli-A que asegura la terminacion de la transcripcion y la
estabilizacion del transcrito, y/o un intrédn que potencia adicionalmente la expresiéon de dicho polinucledtido. Los
elementos reguladores adicionales pueden incluir potenciadores transcripcionales asi como traduccionales y/o regiones
promotoras asociadas naturalmente o heterdlogas. Los posibles elementos reguladores que permiten la expresion en
células hospedadoras procariéticas comprenden, por ejemplo, el promotor PL, lac, trp o tac en E. coli, y son ejemplos de
elementos reguladores que permiten la expresion en células hospedadoras eucariéticas el promotor AOX1 o GAL1 en
levadura o el promotor CMV, SV40 o RSV (virus del sarcoma de Rous), potenciador CMV, potenciador SV40 o intron de
globina en células de mamiferos y otros animales. Aparte de los elementos que son responsables de la iniciacion de la
transcripcion, dichos elementos reguladores pueden comprender también sefiales de terminacion de la transcripcion
tales como el sitio poli-A de SV40 o el sitio poli-A de tk, en direccién 3’ del polinucleétido. Opcionalmente, la secuencia
heteréloga puede codificar una proteina de fusion que incluya un péptido de identificacion C- o N-terminal que confiera
caracteristicas deseadas, por ejemplo, estabilizacion o purificacion simplificada del producto recombinante expresado.
En este contexto, son conocidos en la materia vectores de expresion adecuados tales como el vector de expresion de
ADNc de Okayama-Berg pcDV1 (Pharmacia), pCDM8, pRc/CMV, pcDNA1, pcDNAG3, el sistema de clonacion Echo™
(Invitrogen), pPSPORT1 (GIBCO SRL) o pRevTet-On/pRevTet-Off o pCl (Promega). Preferiblemente, las secuencias de
control de la expresion seran sistemas promotores eucariéticos en vectores capaces de transformar o transfectar células
hospedadoras eucariéticas, pero pueden usarse también secuencias de control para hospedadores procariéticos. Como
se menciona anteriormente, el vector de la presente invencion puede ser también un vector de transferencia génica u
direccionador. La terapia génica, que esta basada en introducir genes terapéuticos en células mediante técnicas ex vivo
o in vivo, es una de las aplicaciones mas importantes de la transferencia génica. Se describen en la bibliografia
vectores y procedimientos adecuados para la terapia génica in vitro o in vivo, y sin conocidos por el especialista en la
materia; véanse, por ejemplo, Giordano, Nature Medicine 2 (1996), 534-539; Schaper, Circ. Res. 79 (1996), 911-919;
Anderson, Science 256 (1992), 808-813; Isner, Lancet 348 (1996), 370-374; Muhlhauser, Circ. Res. 77 (1995), 1077-
1086; Wang, Nature Medicine 2 (1996), 714-716; W094/29469; WO 97/00957, Schaper, Current Opinion in
Biotechnology 7 (1996), 635-640 o Kay et al. (2001) Nature Medicine, 7, 33-40) y las referencias citadas en los mismos.
Los polinucleodtidos y vectores de la invencion pueden disefarse para la introduccién directa o para la introduccién
mediante liposomas o vectores viricos (por ejemplo, adenoviricos o retroviricos) en la célula. Preferiblemente, dicha
célula es una célula de linea germinal, célula embrionaria u 6vulo o derivada de las mismas, lo mas preferiblemente
dicha célula es un citoblasto. La terapia génica se prevé solo con la molécula de acido nucleico de tipo silvestre.

La invencion se refiere también a un cebador o par de cebadores, en la que el cebador o par de cebadores hibrida en
condiciones (altamente) rigurosas con el acido nucleico como se describe anteriormente en la presente memoria que
comprende la posicion nucleotidica -13910 o -22018 del gen LPH o con la hebra complementaria del mismo.
Preferiblemente, los cebadores de la invencién tienen una longitud de al menos 14 nucleétidos, tal como 17 o 21
nucledtidos. Se prefiere adicionalmente que los cebadores tengan una longitud maxima de 24 nucleétidos. La
hibridacién o falta de hibridacion de un cebador en condiciones apropiadas con una secuencia genémica que
comprende la posicién -13910 o la posicion -22018, acoplada con un procedimiento de deteccién apropiado tal como
una reaccion de alargamiento o una reaccion de amplificacion, puede usarse para diferenciar entre las variantes
polimérficas, y extraer entonces conclusiones con respecto, por ejemplo, a la predisposicion de la persona bajo
investigacion a hipolactasia de tipo adulto. La presente invencion prevé dos tipos de cebadores/pares de cebadores. Un
tipo hibrida con una secuencia que comprende la secuencia mutante. En otras palabras, el cebador es exactamente
complementario de una secuencia que contiene C en posicién -13910 o G en posiciéon -22018 o de la hebra
complementaria del mismo. El otro tipo de cebador es exactamente complementario de una secuencia que tiene T en
posicion -13910 o A en posicién -22018 o de la hebra complementaria del mismo. Puesto que las condiciones de
hibridacion se elegirian preferiblemente para ser suficientemente rigurosas, la puesta en contacto de, por ejemplo, un
cebador exactamente complementario de la secuencia mutante con un alelo de tipo silvestre no daria como resultado
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una hibridacion eficaz debido a la formacién de desapareamiento. Después del lavado, no se detectaria sefial debido a
la retirada del cebador.

Adicionalmente, la invencion se refiere a un hospedador no humano transformado con el vector de la invencién como se
describe anteriormente en la presente memoria. El hospedador puede portar la secuencia mutante o de tipo silvestre.
Tras el cultivo y demas, el hospedador puede ser heterocigético u homocigético de uno o ambos SNP. El hospedador de
la invencion puede portar el vector de la invencion integrado transitoria o establemente en el genoma. Los
procedimientos para generar el hospedador no humano de la invencidn son bien conocidos en la materia. Por ejemplo,
pueden emplearse protocolos de transfeccion convencionales descritos en Sambrook et al., loc. cit., para generar
bacterias transformadas (tales como E. coli) o levaduras transformadas. El hospedador no humano de la invencién
puede usarse, por ejemplo, para dilucidar el inicio de la hipolactasia de tipo adulto.

En una realizacion preferida de la invencion, el hospedador no humano es una bacteria, una célula de levadura, una
célula de insecto, una célula fungica, una célula de mamifero, una célula de planta, un animal transgénico o una planta
transgénica. Mientras que la E. coli es una bacteria preferida, las células de levadura preferidas son células de S.
cerevisiae o Pichia pastoris. Son células fungicas preferidas las células de Aspergillus y las células de insecto preferidas
incluyen células de Spodoptera frugiperda. Son células de mamifero preferidas las lineas celulares de carcinoma de
colon que muestran expresion de la enzima LPH, e incluyen células CaCO2.

Un procedimiento para la produccion de un animal transgénico no humano, por ejemplo un ratén transgénico,
comprende la introduccion del polinucleétido o vector direccionador anteriormente mencionado en una célula germinal,
una célula embrionaria, citoblasto u évulo o célula derivada de las mismas. El animal no humano puede usarse de
acuerdo con un procedimiento de cribado de la invencién descrito en la presente memoria. La producciéon de embriones
transgénicos y el cribado de los mismos puede efectuarse, por ejemplo, como se describe por A. L. Joyner Ed., “Gene
Targeting, A Practical Approach” (1993), Oxford University Press. EI ADN de las membranas embrionarias de embriones
puede analizarse usando, por ejemplo, transferencias Southern con una molécula de acido nucleico complementaria
apropiada; véase supra. Se describe en la materia un procedimiento general para preparar animales transgénicos no
humanos, véase por ejemplo el documento WO 94/24274. Para preparar organismos transgénicos no humanos (que
incluyen animales no humanos modificados de forma dirigida homoélogamente), se prefieren citoblastos embrionarios
(células ES). Las células ES de murino, tales como la linea AB-1 cultivada en capas de alimentacién celular SNL76/7
mitéticamente inactivas (McMahon y Bradley, Cell 62: 1073-1085 (1990)) esencialmente como se describen por
(Robertson, E. J. (1987) en “Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach”. E. J. Robertson, ed.
(Oxford: IRL Press), pag. 71-112) pueden usarse para modificacion genética dirigida homdloga. Otras lineas de ES
adecuadas incluyen, pero sin limitacién, la linea E14 (Hooper et al., Nature 326: 292-295 (1987)), la linea D3
(Doetschman et al., J. Embryo J. Exp. Morph. 87: 27-45 (1985)), la linea CCE (Robertson et al., Nature 323: 445-448
(1986)), la linea AK-7 (Zhuang et al., Cell 77: 875-884 (1994)). El éxito de generar una linea de ratén a partir de células
ES portadoras de una mutacion dirigida especifica depende de la pluripotencia de las células ES (concretamente, su
capacidad, una vez inyectadas en un embrién en desarrollo hospedador, tal como un blastocito o mérula, de participar
en la embriogénesis y contribuir a las células germinales del animal resultante). Los blastocitos que contienen las
células ES inyectadas se dejan desarrollar en los uteros de hembras no humanas seudoembarazadas y nacen como
ratones quimeéricos. Los ratones transgénicos resultantes que son quiméricos de células que tienen la molécula de acido
nucleico deseada, se retrocruzan y se criba la presencia del transgén o transgenes correctamente dirigidos por PCR o
analisis de transferencia Southern en el ADN de biopsia de cola de la progenie, para identificar los ratones transgénicos
heterocigoéticos de la molécula de acido nucleico de la invencion.

Los animales transgénicos no humanos pueden ser, por ejemplo, ratones, ratas, hamsteres, perros, monos (simios),
conejos, cerdos o vacas transgénicos. Preferiblemente, dicho animal transgénico no humano es un ratén. Los animales
transgénicos de la invencién son, entre otras cosas, Utiles para estudiar la expresion/resultado fenotipico de los acidos
nucleicos y vectores de la presente invencion. Ademas, los animales transgénicos de la presente invencion son utiles
para estudiar la expresion de desarrollo de la enzima LPH, por ejemplo en el intestino de roedor. Se prevé ademas que
los animales transgénicos no humanos de la invencion puedan emplearse para ensayar los agentes/composiciones
terapéuticos u otras posibles terapias que sean Utiles para mejorar la hipolactasia de tipo adulto.

Ademas, la invencion se refiere a un anticuerpo o aptamero o fago que se une especificamente a la molécula de acido
nucleico mutante de la invencion, pero no a la correspondiente molécula de acido nucleico de tipo silvestre. Puede
ensayarse la unién del anticuerpo y usarse en cualquier técnica seroldgica bien conocida en la materia, tal como
técnicas de aglutinacion en tubos, geles, fase soélida y técnicas de captura con o sin anticuerpos secundarios, o en
citometria de flujo con o sin potenciacion de inmunofluorescencia (véanse, por ejemplo, las técnicas descritas en Harlow
y Lane “Antibodies, A Laboratory Manual”, CSH Press, Cold Spring Harbor, EE.UU., 1988 (véase la referencia 53).

En consonancia con la invencion, el anticuerpo reconoce especificamente un epitopo que comprende la posicion -13910
(en la que el nucledtido es C) o la posicion -22018 (en la que el nucledtido es G). No reacciona de forma cruzada, o no
esencialmente, con un epitopo que comprende la posicién -13910 con una T en esta posicién ni con un epitopo que
comprende la posicion -22018 con una G en esta posicion. La especificidad del anticuerpo que puede generarse segun
protocolos estandares puede ensayarse poniéndolo en contacto con moléculas de ADN portadoras de la secuencia de
tipo silvestre y mutante tal como en un ensayo ELISA. Se seleccionaran solo aquellos anticuerpos que produzcan una
sefal superior al fondo con la secuencia mutante pero no con la secuencia de tipo silvestre.
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El anticuerpo de la invencion puede ser un anticuerpo monoclonal o un anticuerpo derivado de o comprendido en un
antisuero policlonal. El término “anticuerpo”, como se usa de acuerdo con la presente invencién, comprende
adicionalmente fragmentos de dicho anticuerpo tales como fragmentos Fab, F(ab'),, Fv o scFv; véase, por ejemplo,
Harlow y Lane®®, loc. cit. El anticuerpo o fragmento del mismo puede ser de origen natural o puede producirse
(semi)sintéticamente. Dichos productos sintéticos comprenden también material no proteico como material semiproteico
que tiene la misma, o esencialmente la misma, especificidad de unién que el anticuerpo de la invencién. Dichos
productos pueden obtenerse, por ejemplo, mediante peptidomiméticos.

El término “aptamero” es bien conocido en la materia y se define, por ejemplo, en Osborne et al., Curr. Opin. Chem.
Biol. | (1997), 5-9 (véase la referencia 51) o en Stall y Szoka, Pharm. Res. 12 (1995), 465-483 (véase la referencia 52).

Ademas, la invencion se refiere a un anticuerpo o aptamero o fago que se une especificamente a la molécula de acido
nucleico de tipo silvestre como se describe anteriormente en la presente memoria pero no a la correspondiente
secuencia mutante que contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto. Las afirmaciones con respecto a la
especificidad y demas realizadas para el anticuerpo que es especifico de la secuencia mutante se aplican aqui
cambiando lo necesario.

Ademas, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende las moléculas de acido nucleico de tipo
silvestre descritas anteriormente en la presente memoria.

La composicion farmacéutica de la invencion puede usarse en enfoques de terapia génica, particularmente en terapia
génica somatica. La molécula de acido nucleico de tipo silvestre designada anteriormente y contenida en la composicion
farmacéutica de la invencién puede combinarse con un portador y/o diluyente farmacéuticamente aceptable. Los
ejemplos de portadores farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la materia e incluyen soluciones salinas
tamponadas con fosfato, agua, emulsiones tales como emulsiones de aceite en agua, diversos tipos de agentes
humectantes, soluciones estériles, etc. Las composiciones que comprenden dichos portadores pueden formularse
mediante procedimientos convencionales bien conocidos. Estas composiciones farmacéuticas pueden administrarse al
sujeto a una dosis adecuada. La administracion de las composiciones adecuadas puede efectuarse por diferentes vias,
por ejemplo, mediante administracion intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, tépica, intradérmica,
intranasal o intrabronquial. El régimen de dosificacion se determinara por el médico a cargo y segun factores clinicos.
Como es bien conocido en la técnica médica, las dosificaciones de cualquier paciente dependen de muchos factores,
incluyendo tamafio del paciente, area superficial corporal, edad, el compuesto particular a administrar, sexo, momento y
ruta de administracion, salud general y otros farmacos que se estén administrando simultaneamente. Una dosis tipica
puede estar, por ejemplo, en el intervalo de 0,001 a 1000 pg de acido nucleico para expresion o para inhibicion de la
expresion; sin embargo, se conciben dosis inferiores o superiores a este intervalo ejemplar, considerando especialmente
los factores anteriormente mencionados. Las dosificaciones variaran, pero es una dosificacién preferida para
administracion intravenosa de ADN de aproximadamente 10°a 10" copias de la molécula de ADN. La progresion puede
controlarse mediante evaluacién periddica. Las composiciones de la invenciéon pueden administrarse por via local o
sistémica. La administracion sera generalmente parenteral, por ejemplo intravenosa; el ADN puede administrarse
también directamente al sitio diana, por ejemplo, mediante suministro biolistico a un sitio diana interno o externo o
mediante catéter a un sitio en una arteria. Las preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones,
suspensiones y emulsiones estériles acuosas o no acuosas. Son ejemplos de disolventes no acuosos propilenglicol,
polietilenglicol, aceites vegetales tales como aceite de oliva y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo.
Los portadores acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo medios
salinos y tamponados. Los vehiculos parenterales incluyen solucién de cloruro de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y
cloruro de sodio, solucion de Ringer-lactato o aceites no volatiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reponedores de
fluidos y nutrientes, reponedores de electrolitos (tales como aquellos basados en dextrosa de Ringer) y similares.
Pueden estar presentes también conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos,
antioxidantes, quelantes y gases inertes y similares.

Adicionalmente, la invencion se refiere a una composicion de diagnostico que comprende la molécula de acido nucleico
como se describe anteriormente en la presente memoria, el vector como se describe anteriormente en la presente
memoria, el cebador o par de cebadores como se describe anteriormente en la presente memoria y/o el anticuerpo,
aptamero y/o fago como se describe anteriormente en la presente memoria. La composicion de diagndstico es Uutil para
evaluar el estado genético de una persona con respecto a su predisposicion a desarrollar hipolactasia de tipo adulto con
respecto al diagnostico de la afeccion aguda. Los diversos posibles componentes de la composicion de diagndstico
pueden envasarse en uno o mas viales, en un disolvente o de otro modo tal como en forma liofilizada. Si se disuelve en
un disolvente, la composicion de diagnostico se enfria preferiblemente al menos a +8 a +4°C. Puede preferirse la
congelacion en otros casos.

La invencion se refiere también a un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo
adulto o un rasgo asociado, que comprende ensayar en una muestra obtenida de un paciente previsible o de una
persona sospechosa de portar dicha predisposicion la presencia de la molécula de acido nucleico como se describe
anteriormente en la presente memoria en estado homocigoético o heterocigotico. En diversas realizaciones, puede
ensayarse la presencia de la secuencia o secuencias de tipo silvestre o la secuencia o secuencias mutantes.
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El procedimiento de la invencién es util para detectar la configuracion genética de dicha persona/paciente y extraer las
conclusiones apropiadas de si la afeccién que padece dicho paciente es hipolactasia de tipo adulto. Como alternativa,
puede evaluarse si una persona que no padece la afeccion porta la predisposicién a hipolactasia de tipo adulto. Con
respecto a la posicion -13910 en direccion 5’ del gen LPH, solo si se encuentra citosina en estado homocigético se
diagnosticaria una afeccion como hipolactasia de tipo adulto o se manifestaria la correspondiente predisposicion. Por
otro lado, si se encuentra timidina en estado homocigético o si el individuo es heterocigético (C/T), entonces puede
concluirse que la afeccion que padece un paciente no esta relacionada con hipolactasia de tipo adulto y, ademas, que el
paciente no porta la predisposicion a desarrollar esta afeccion. Sin embargo, puede concluirse que los hijos de personas
que portan el genotipo heterocigético pueden desarrollar la afeccion si el cromosoma que porta el residuo C se
empareja con el correspondiente cromosoma del otro progenitor.

La situacion es similar y se aplican esencialmente las mismas conclusiones para el analisis del SNP en posicion -22018.
Un residuo G de aparicion homocigética marca la predisposicion a o la aparicién de hipolactasia de tipo adulto aguda.
Un estado G/A heterocigético se correlaciona con una alta probabilidad de no desarrollar la afecciéon. Los individuos que
portan A en estado homocigético no se esperaria que desarrollaran la afeccién. De forma similar, los pacientes que
padecen una afeccion se diagnosticarian por no padecer hipolactasia de tipo adulto.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencion, dicho ensayo comprende hibridar la molécula de acido
nucleico complementaria como se describe anteriormente en la presente memoria que es complementaria de la
molécula de acido nucleico que contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto, o la molécula de acido
nucleico como se describe anteriormente en la presente memoria que es complementaria de la secuencia de tipo
silvestre, como sonda en condiciones (altamente) rigurosas con moléculas de acido nucleico comprendidas en dicha
muestra, y detectar dicha hibridacion. De nuevo, dependiendo de la sonda de acido nucleico usada, se detectarian
secuencias de tipo silvestre o mutante (concretamente, secuencias que contribuyen a o son indicativas de hipolactasia
de tipo adulto). Se entiende que se elegirian condiciones de hibridacién tales que una molécula de acido nucleico
complementaria de secuencias de tipo silvestre no hibridaria, o esencialmente no hibridaria, con la secuencia mutante.
De forma similar, una molécula de acido nucleico complementaria de la secuencia mutante no hibridaria, o
esencialmente no hibridaria, con la secuencia de tipo silvestre. Para diferenciar entre los resultados obtenidos de
genotipos homocigoéticos y heterocigoéticos en los procedimientos de hibridacion de la invencidn, puede por ejemplo
controlarse/detectarse la potencia/intensidad de la sefial de deteccion respectiva después de la hibridacién. Para
diferenciar entre los alelos homocigético de tipo silvestre, heterocigético y/o homocigético mutante en los procedimientos
de hibridacion de la invencion, se incluiran en el analisis muestras de control interno de los correspondientes genotipos.

En una realizacion preferida adicional, el procedimiento de la invencion comprende adicionalmente digerir el producto de
dicha hibridacién con una endonucleasa de restriccion o someter el producto de dicha hibridacion a digestion con una
endonucleasa de restriccion y analizar el producto de dicha digestion. Esta realizacion preferida de la invencion permite,
mediante medios convenientes, la diferenciacion entre hibridacién eficaz e hibridacion no eficaz. Por ejemplo, si la
secuencia de ADN adyacente a la posicién -13910 o la posicion -22018 comprende un sitio de restriccion de
endonucleasa, el producto hibridado sera escindible por una enzima de restriccién apropiada tras una hibridacién eficaz,
mientras que la falta de hibridacién no proporcionara un producto bicatenario o no comprendera el sitio de restriccion
reconocible y, por consiguiente, no se escindira. En particular, las enzimas de restriccion especificas para la secuencia
de la variante de ADN C/T.13910 €s CviJ |, para la variante de ADN G/A.201s son Hhal y Aci |. Dichas enzimas de
restriccion que cortan rg/cy se encontraron mediante el uso del programa Webcutter. El analisis del producto de
digestion puede efectuarse mediante medios convencionales, tales como mediante electroforesis en gel que puede
combinarse opcionalmente con tincién del acido nucleico, por ejemplo, con bromuro de etidio. Las combinaciones con
técnicas adicionales tales como transferencia Southern estan también previstas.

La deteccion de dicha hibridacion puede efectuarse, por ejemplo, mediante un anticuerpo anti-ADN bicatenario o
empleando un oligonucleétido marcado. Convenientemente, se emplea el procedimiento de la invencién junto con
técnicas de transferencia tales como transferencia Southern o Northern y técnicas relacionadas. El marcaje puede
efectuarse, por ejemplo, mediante protocolos estandares e incluye marcaje con marcadores radiactivos, marcadores
fluorescentes, fosforescentes, quimioluminiscentes, enzimaticos, etc. (véase también anteriormente).

De acuerdo con lo anterior, en otra realizacion preferida del procedimiento de la invencién, dicha sonda se marca
detectablemente, por ejemplo mediante los procedimientos y con los marcadores descritos anteriormente en la presente
memoria.

En aun otra realizacion preferida del procedimiento de la invencioén, dicho ensayo comprende determinar la secuencia
de acido nucleico de al menos una porcién de la molécula de acido nucleico como se describe anteriormente en la
presente memoria, comprendiendo dicha porcién la posicion nucleotidica -13910 y/o la posicién nucleotidica -22018 del
gen LPH. La determinacion de la molécula de acido nucleico puede efectuarse de acuerdo con uno de los protocolos
convencionales tales como los protocolos de Sanger o Maxam/Gilbert (véase Sambrook et al., loc. cit., para una guia
adicional).

En una realizacion preferida adicional del procedimiento de la invencion, se efectla la determinacion de la secuencia de
acido nucleico mediante minisecuenciacion en fase soélida. La minisecuenciacion en fase solida esta basada en el
analisis cuantitativo del nucledtido de tipo silvestre y mutante en una solucion. En primer lugar, se amplifica la region
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gendmica que contiene la mutacion mediante PCR con un cebador biotinilado y otro no biotinilado, en que el cebador
biotinilado esta unido a una placa recubierta con estreptavidina (SA). Se desnaturaliza el producto de PCR hasta una
forma monocatenaria para permitir al cebador de minisecuenciacién unirse a esta hebra justo antes del sitio de
mutacion. Se afiaden los nucledtidos mutados y de tipo silvestre marcados con tritio ( H) o fluorescencia junto con dNTP
no marcados a la reacciéon de minisecuenciacion y se secuencian usando polimerasa Taq. El resultado esta basado en
la cantidad de nucleoétidos de tipo silvestre y mutantes en la reaccion medidos por contador beta o fluorémetro y
expresados como relacion de R. Véanse también Syvanen AC, Sajantila A, Lukka M. Am J. Hum. Genet. 1993: 52, 46-
59 y Suomalainen A y Syvanen AC. Methods Mol. Biol. 1996; 65: 73-79. Una realizacion preferida del procedimiento de
la invenciéon comprende adicionalmente, antes de determinar dicha secuencia de acido nucleico, la amplificacion de al
menos una porcién de dicha molécula de acido nucleico. Preferiblemente, se efectia la amplificacion mediante reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). Pueden emplearse también otros procedimientos de amplificacion tales como
reaccion en cadena de la ligasa.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencion, dicho ensayo comprende llevar a cabo una reaccién de
amplificacién en la que al menos uno de los cebadores empleados en dicha reaccién de amplificacién es el cebador que
se describe anteriormente en la presente memoria o pertenece al par de cebadores como se describe anteriormente en
la presente memoria, que comprende ensayar el producto de amplificacion. En esta realizacion, y dependiendo de la
informacion que el investigador/facultativo desee obtener, pueden emplearse cebadores que hibriden con las
secuencias de tipo silvestre o mutantes.

El procedimiento de la invencién dara como resultado la amplificacion de solo la secuencia diana si dicha secuencia
diana porta una secuencia exactamente complementaria del cebador usado para hibridacion. Esto es debido a que el
cebador oligonucleotidico preferiblemente no hibridara en condiciones de hibridacion (altamente) rigurosas con la
secuencia de tipo silvestre/mutante- dependiendo de cual tipo de cebador se use- (con la consecuencia de que no se
obtiene producto de amplificacion) sino solo con la secuencia emparejada exactamente. Naturalmente, pueden usarse
combinaciones de pares cebadores que hibridan con ambos SNP. En este caso, el analisis de los productos de
amplificacion esperados (que pueden ser ninguno, uno, dos, tres o cuatro productos de amplificacion si el segundo
cebador no diferenciador es el mismo para cada locus) proporcionara informacion sobre el estado genético de ambas
posiciones -13910 y -22018.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencién, dicha amplificacién se efectia mediante, o dicha
amplificacion es, la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). La PCR esta bien establecida en la materia. Las
condiciones tipicas para usarse de acuerdo con la presente invencion incluyen, por ejemplo, un total de 35 ciclos con un
total de 50 pl de volumen, ejemplificadas por una etapa de desnaturalizaciéon a 93°C durante 3 minutos; una etapa de
asociacion a 55°C durante 30 segundos; una etapa de extension a 72°C durante 75 segundos y una etapa de extension
final a 72°C durante 10 minutos.

La invencion se refiere ademas a un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo
adulto que comprende ensayar en una muestra obtenida de un ser humano la unién especifica al anticuerpo o aptamero
o fago como se describe anteriormente en la presente memoria. En este contexto, una tincion mas débil por la presencia
del antigeno de la invencién en comparacién con las muestras de control de tipo silvestre homocigéticas (que
comprenden dos alelos persistentes) es indicativa del tipo silvestre heterocigotico (un alelo persistente y un alelo
hipolactasico), mientras que para el individuo hipolactasico homocigético, no se espera tincion si se usa el anticuerpo
apropiado. Preferiblemente, se efectua el procedimiento de la invenciéon en presencia de muestras de control
correspondientes a las tres combinaciones alélicas posibles como controles internos. El ensayo puede llevarse a cabo
con un anticuerpo y demas especifico de la secuencia de tipo silvestre o especifico de la secuencia mutante. El ensayo
de unlon puede implicar, de nuevo el empleo de técnicas estandares tales como ELISA; véase, por ejemplo, Harlow y
Lane®, loc. cit.

En una realizacion preferida del procedimiento de la invencién, dicho anticuerpo o aptamero o fago esta marcado
detectablemente. Mientras que los aptameros estan preferiblemente marcados radiactivamente con *H 0 %P 0 con un
marcador fluorescente como se describe anteriormente, el fago o anticuerpo puede estar marcado de la correspondiente
manera (con 3" con marcador radiactivo preferido) o estar marcado con un marcador tal como el marcador His, el
marcador FLAG o el marcador myc.

En una realizacion preferida adicional del procedimiento de la invencion, el ensayo es un inmunoensayo.

En otra realizacién preferida del procedimiento de la invencién, dicha muestra es sangre, suero, plasma, tejido fetal,
saliva, orina, tejido mucoso, moco, tejido vaginal, tejido fetal obtenido de la vagina, piel, pelo, foliculo piloso u otro tejido
humano.

En una realizacion preferida adicional del procedimiento de la invencién, dicha molécula de acido nucleico de dicha
muestra esta fijada a un soporte sdlido.

La fijacion de la molécula de acido nucleico a un soporte sélido permitira un facil manejo del ensayo de prueba vy,
ademas, al menos algunos soportes solidos tales como chips, obleas de silicio o microplacas permiten el andlisis
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simultaneo de mayores nuimeros de muestras. Idealmente, el soporte sélido permite un ensayo automatizado que
emplea, por ejemplo, dispositivos robotizados.

En una realizacién particularmente preferida del procedimiento de la invencién, dicho soporte sélido es un chip, una
oblea de silicio, una perla o una placa de microvaloracion.

Ademas, la invencion se refiere a la molécula de acido nucleico como se describe anteriormente en la presente memoria
para uso en el analisis de la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto. La molécula de acido nucleico
permite simultdneamente el analisis de la ausencia de la afeccién o la predisposicion a la afeccidén, como se ha descrito
con detalle anteriormente en la presente memoria.

Ademas, la invencion se refiere a un kit que comprende la molécula de acido nucleico como se describe anteriormente
en la presente memoria, el cebador o par de cebadores como se describe anteriormente en la presente memoria, el
vector como se describe anteriormente en la presente memoria y/o el anticuerpo, aptamero y/o fago como se describe
anteriormente en la presente memoria en uno o0 mas envases.

Se describe también en la presente memoria el uso de la molécula de acido nucleico como se describe anteriormente en
la presente memoria o del vector como se describe anteriormente en la presente memoria en terapia génica. Los
enfoques de terapia génica se han discutido anteriormente en la presente memoria en relacion con el vector de la
invencion, y se aplican igualmente aqui. Se describen también en la presente memoria fragmentos de las moléculas de
acido nucleico como se definen anteriormente en la presente memoria y como se exhiben, en particular, en las SEQ ID
NO: 3 a 4 para emplear en enfoques de terapia génica. Dichos fragmentos comprenden el nucleétido en posicion -13910
como se define en (c) anteriormente en la presente memoria (y también mostrado en la SEQ ID NO: 3) o la posicion -
22018 como se define en (d) anteriormente en la presente memoria (y también mostrado en la SEQ ID NO 4).
Preferiblemente, dichos fragmentos comprenden al menos 200, al menos 250, al menos 300, al menos 400 y lo mas
preferiblemente al menos 500 nucleétidos.

Se describe también en la presente memoria que dicha terapia génica trata o previene la hipolactasia de tipo adulto.
Las figuras muestran:

Fig. 1: Las familias finlandesas con hipolactasia de tipo adulto estudiadas. Los simbolos oscuros indican individuos
hipolactasicos, el asterisco (*) indica que no estaba disponible muestra, la interrogacion (?) indica estado de afeccion
desconocido, 1 indica los individuos usados para secuenciacion en la identificacion de SNP (Tabla 2).

Fig. 2: Mapa fisico del locus de hipolactasia de tipo adulto. Los clones de BAC se muestran encima de la linea
horizontal. Los tres genes LPH, MCM6 y DARS se muestran mediante flechas negras gruesas con la punta hacia el
extremo 3’ del gen por encima de los recuadros negros. Se muestra la posicién de 10 marcadores polimérficos de
microsatélites usados para la cartografia fina del locus. La barra invertida en la linea horizontal denota un hueco en la
secuencia de la secuencia de céntigo. Se confirmd la posicion del marcador D2S2169 rellenando el hueco con PAC
106020 aislado de la coleccion PAC como se describe anteriormente®®. Se muestra la organizacion del gen MCM6,
incluyendo la posicion de las variantes asociadas al fenotipo de lactasa persistente en los intrones 9 y 13, localizados a
13,9 kb y 22 kb en direccion 5’ del primer ATG de LPH.

Fig. 3: Analisis haplotipico extendido de los cromosomas persistentes derivados de familias finlandesas con hipolactasia
de tipo adulto usando 7 marcadores de microsatélite estrechamente ligados. Los haplotipos que representan el
cromosoma persistente fundacional ancestral estan sombreados. Se muestran solo los haplotipos de cromosomas no
persistentes que estaban presentes también en los cromosomas persistentes. Basandose en las recombinaciones
ancestrales, el locus de hipolactasia de tipo adulto pudo limitarse a un intervalo de 47 kb entre los marcadores LPH1 y
AC3.

Fig. 4: La secuencia comprendida en la secuencia del intrén 13 del gen MCM6 (3220 pb) que comprende el SNP en
posicion -13910 en que la T, que es especifica de persistencia de lactasa, esta sustituida por una C. Dicha posicion esta
indicada por el uso de una mindscula. Esta secuencia designa la SEQ ID NO: 1.

Fig. 5: La secuencia comprendida en la secuencia del intrén 9 del gen MCM6 (1295 pb) que comprende el SNP en
posicion -22018 en que la A, que es especifica de la secuencia de tipo persistencia de lactasa, esta sustituida por una
G. Dicha posicion esta indicada por el uso de una mindscula. Esta secuencia se designa como SEQ ID NO: 2.

Fig. 6: La secuencia del intron 13 del gen MCM®6 (3220 pb) de tipo persistencia de lactasa que comprende en la posicion
-13910 una T. Dicha posicion esta indicada por el uso de una minuscula. Esta secuencia se designa como SEQ ID NO:
3.

Fig. 7: La secuencia del intrén 9 del gen MCM6 (1295 pb) de tipo persistencia de lactasa que comprende en la posicion

-22018 una A. Dicha posicién esta indicada por el uso de una minuscula. Esta secuencia se designa como SEQ ID NO:
4,
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Fig. 8: La secuencia del intrén 13 del gen MCM6 (3220 pb) que comprende el SNP en la posicion -13910 en que la T,
que es especifica de la secuencia de tipo persistencia de lactasa, esta sustituida por una C. Dicha posicion esta
indicada por el uso de una minuscula. Esta secuencia se designa como SEQ ID NO: 5.

Fig. 9: La secuencia del intron 9 del gen MCM®6 (1295 pb) que comprende el SNP en la posicion -22018 en que la A,
que es especifica de la secuencia de tipo persistencia de lactasa, esta sustituida por una G. Dicha posicién esta
indicada por el uso de una minuscula. Esta secuencia se designa como SEQ ID NO: 6.

Los ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1: Analisis de ligamiento y desequilibrio de ligamiento

Se analizaron 7 marcadores polimoérficos de microsatélites entre D2S114 y D2S2385 que flanquean el gen LPH en 2921
en 9 familias finlandesas extensas con hipolactasia (Fig. 1). Se encontré evidencia significativa de ligamiento con los
marcadores D2S314, D2S442, D2S2196 y D2S1334, con una puntuacion de LOD maxima de 7,67 a 6 =0, obtenida con
el marcador D2S2196 (Tabla 1). Se detectaron eventos de recombinacion obligatorios con el marcador D2S114 (familia
B, IV3), que define los limites centroméricos para el locus de persistencia/no persistencia de lactasa, y con el marcador
D2S2385 (familia B, IV17) (Fig. 1, Tabla 1), que define los limites teloméricos del locus. Para la cartografia fina de la
region critica, se analizaron 9 marcadores polimérficos adicionales (Tabla 1). Se controlé el desequilibrio de ligamento
(DL) en la region cond|C|onado al ligamiento detectado, tratando las frecuencias alélicas y la fraccion de recombinacion
como parametros de ruido'®"’. 6 de los 9 marcadores (LPH13, LPH2, LPH1, AC3, AC4 y AC10), que se extienden en un
intervalo de mas de ~200 kb, mostraron una evidencia altamente significativa de DL (p <10* ), mientras que los
marcadores en 3’ del gen LPH no mostraron evidencia de DL (Tabla 1). Dos marcadores LPH2 y AC3, expusieron el
desequilibrio de ligamiento mas significativo en los alelos de persistencia de lactasa (p<10 )

El material familiar consistia en 9 arboles genealdgicos finlandeses extensos estudiados originalmente por Sahi®. Se
ensayo en todo el material familiar la hipolactasia de tipo adulto en los afios 70. El material familiar de este estudio se
aumento recogiendo el ADN de miembros de la familia de las nuevas generaciones. El material familiar de este estudio
consistia en 194 individuos en total (Fig. 1). Se confirmo el estado fenotipico de todos los miembros de la familia
mediante ensayos de tolerancia a la lactosa con etanol (ETLE) en todos menos en 49 individuos. Se ha excluido la
enterog)atla por gluten de todos los pacientes afectados mediante la medida de la IgG anti-transglutaminasa sérica de
tedeO Se extrajo ADN de muestras de sangre tomadas de todos los miembros de la familia participantes de acuerdo
con protocolos estandares*® después de obtener el consentimiento informado. Como estudio de casos y controles, se
secuenciaron 196 muestras de ADN aleatorias aisladas de especimenes de b|0p3|a de yeyuno en los cuales se habian
medido las actividades dlsacarldasa en el Hospital universitario de Helskinki*’. Se aislé el ADN de biopsias intestinales
segun el protocolo estandar*®, Estas series comprendian 137 muestras con persistencia de lactasa y 59 sin persistencia.
Ademas, se analizé el ADN de 9 italianos, amablemente proporcionado por M. Rossi, Universidad de Napoles, 9
muestras de ADN de alemanes, amablemente proporcionadas por M. Lentze, Universidad de Bonn y 22 especimenes
de muestra de biopsia intestinal surcoreanos, amablemente proporcionados por J.K. Seo, Universidad nacional de Seul.
(En la tabla: 23 coreanos, 9 italianos y 7 alemanes (uno de los casos de Alemania era originario de Corea del Sur)). El
diagndstico se basé en la medida de las actividades disacaridasa. Finalmente, para determinar la frecuencia de la
variante C/T.13910 €n la poblacion finlandesa, se analizé el ADN de 938 donantes anénimos de sangre finlandeses de
pequenas parroquias de Finlandia oriental y occidental y el ADN de 109 progenitores pertenecientes a las familias del
CEPH'®. Ademas, se analizo eI ADN gendmico de un babuino (Papio hamadryas ursinus) aislado de biopsia de higado
usando protocolos estandares® aprobados por los Comités éticos del Hospital de la Universidad de Helsinki y el Servicio
de transfusion de sangre de la Cruz Roja finlandesa.

Ejemplo 2: Analisis haplotipico extendido

En la primera etapa, se anallzaron 10 marcadores polimoérficos de microsatélites que flanquean el gen LPH en 2q21
como se describe en otro Iugar . Brevemente, se analizaron los 10 marcadores altamente polimorficos de
microsatélites en 2q en la vecindad del gen de lactasa del Généthon Resource Center®, con distancias genéticas como
las siguientes: cen -D2S114 -1 cM -D2S1334 -0 cM -D2S2196 -0 cM -D2S442 -2 cM D23314 -2 cM -D2S2385 -1 cM -
D2S2288 -1 cM —-D2S8397 -1 cM -D2S150- 1 cM -D2S132. El orden de los marcadores se ha obtenido en su mayoria
del mapa fisico de contigos de YAC del cromosoma 2 (Chumakov et al., 1995°°) suplementado con el mapa de
Généthon. Se efectué PCR en un volumen total de 15 pl que contenia 12 ng del ADN molde, 5 pmol de cebadores, 0,2
mM de cada nucleétido, TrisHCI 20 mM (pH 8,8), (NH4)2SOs 15 mM, MgCl, 1,5 mM, 0,1% de Tween 20, 0,01% de
gelatina 3/ 0,25 U de polimerasa Taq (Dynazyme, Finnzymes). Uno de los cebadores estaba radiomarcado en el extremo
3’ con ““P-yATP. Se efectuaron las reacciones en una placa de microvaloracién multipocillo durante 35 ciclos con
desnaturalizaciéon a 94°C durante 30 s, asociacién a diversas temperaturas dependiendo de los cebadores durante 30 s
y extension a 72°C durante 30 s; se fijo la desnaturalizacion a 3 min y la extension final a 5 min. Se separaron los
fragmentos amplificados en gel de poliacrilamida al 6% y se efectu6 una autorradiografia.

En la segunda etapa, se identificaron 9 marcadores de microsatélites adicionales en el contigo construido en el gen LPH
a partir de la secuencia genémica publicada de los BAC (NH034L23, NH0318L13, NH0218L22 y RP11-329/1) usando el
programa Repeat Masker (http:/ftp.genome.washington.edu/cgi-bin/RepeatMasker). Se sintetizaron los cebadores que
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flanquean las repeticiones. Las condiciones de PCR fueron como se describen en otro Iugar4°. Se separaron los
fragmentos amplificados en gel de poliacrilamida al 6% y se efectu6 una autorradiografia.

Se calcularon las puntuaciones de LOD apareadas mediante el uso de la opcion MLINK del paquete de programas
LINKAGE®. Se supuso una herencia autosémica recesiva para la hipolactasia de tipo adulto con penetrancia completa,
sin dlferenC|a de sexos en las fracciones de recombinacién y una frecuencia alélica de la enfermedad de 0,4. Solo se
incluyeron en el estudlo los individuos de mas de 20 afios de edad, ya que la afeccion se manifiesta a esa edad en la
poblacién finlandesa®®. El estado de afeccion de individuos no confirmados por ETLE se consideré desconocido. Se
estimaron las frecuenmas alélicas y heterocigosidades de los marcadores a partir del material familiar usando el
programa Downfreq con fines de analisis de ligamiento parametrlco Adicionalmente, se efectuaron analisis de
ligamiento de seudomarcadores y desequilibrio de ligamiento, suponiendo un modo de herencia autosémico recesivo'®
Se efectud un ensayo de DL cond|C|onado aI Ilgamlento detectado, tratando las frecuencias alélicas y la fraccion de
recombinacién como parametros de ruido'®*°. Los valores de P de estos analisis se muestran en la Tabla 1. Se
construyeron manualmente los haplotipos para los marcadores de microsatélites en este orden: LPH1-LPH2-LPH13-
AC7-AC3-AC4-AC5 (Fig. 3). Estaban disponibles para analisis haplotipico un total de 54 cromosomas no persistentes y
33 cromosomas persistentes en el material familiar.

Se confirmo el orden de los marcadores estrechamente relacionados ensamblando los cuatro clones de BAC
NHO0034L23, NH0218L22, NH0318L13 y 329/10 en la region critica en un segmento de secuencia ininterrumpida. Este
contigo se extendia del marcador AC8 al exdn 10 del gen de aspartil-ARNt sintetasa (DARS) y cubria un total de 222,5
kb (Fig. 2). Basandose en este mapa fisico de la region ligada, se construyeron haplotipos extendidos con 7 marcadores
que cubrian un intervalo de 150 kb (cen-LPH13-LPH2-LPH1-AC7-AC3-AC4-AC5-tel) (Fig. 3). Estaba presente un
haplotipo mayoritario en 20 alelos persistentes (60%), frente a 3 de los alelos no persistentes (5%), mientras que se
observé una amplia diversidad de haplotipos en los alelos no persistentes. El 40% restante de los haplotipos en los
alelos persistentes diferia del haplotipo ancestral de manera consistente con una degradacioén del haplotipo por eventos
de recombinacion histéricos. Basandose en el analisis haplotipico conservado, el locus de la persistencia de lactasa
pudo limitarse a un intervalo de 47 kb entre los marcadores LPH1 y AC3 (Fig.3)

Ejemplo 3: Analisis de secuencia del locus de hipolactasia de tipo adulto

Se amplificé la region de 47 kb entre los marcadores LPH1 y AC3 en fragmentos de PCR superpuestos a partir del ADN
genomico de varios miembros de las 9 famlllas con hipolactasia y se secuencid. La region contiene el gen de
mantenimiento del minicromosoma (MCM6)®, que cubre 36 kb de la region critica de 47 kb (Fig. 2). No se detectaron
variaciones en la region de codificacion del gen MCM6, pero se identificaron un total de 52 variantes: 43 SNP y 9
polimorfismos de delecidn/insercion en la region critica de 47 kb (Tabla 2). Solo dos de las variantes (C/T-13910, G/A-22018)
estaban asociadas al rasgo de persistencia/no persistencia de lactasa en las familias finlandesas (Tablas 2 y 3). La
primera variante asociada, C/T.13910, reside en el intron 13 del gen MCM6 gene en la posicion -13910 pb desde el primer
codon ATG del gen LPH. La segunda variante asociada, G/A2201s, €sta localizada en el intron 9 del gen MCM6 en la
posicion -22018 desde el primer codon ATG del gen LPH (Fig. 2). Estas dos variantes, separadas 8 kb entre si, se
cosegregaban completamente con hipolactasia de tipo adulto en 9 familias finlandesas extensas. Todos los miembros
hipolactasicos (no persistentes) de la familia eran homocigéticos tanto de C.13910 como de G.x2018 (Tabla 3). De forma
interesante, ambas variantes residen en elementos repetidos, C/T.13910 €n un elemento derivado de L2 y GIA.22018 €n un
elemento derivado de Alu.

Experimentalmente, se usaron 3 individuos sin persistencia, 2 con persistencia homocigoética y 2 con persistencia
heterocigdtica que comparten un haplotipo similar en la region critica del material familiar para secuenciacion en la
primera etapa (Fig. 1). Usando la secuencia genémica preliminar publicada, se ensamblaron en un céntigo los BAC
NHO0034L23, NH0218L22, NH0318L23 y RP-329/10, que cubrian la regidn critica de hipolactasia de tipo adulto, usando
el software Sequencher 4 (Gene Codes Corporation). Se disefiaron cebadores oligonucleotidicos que se extienden por
la region critica entre los marcadores LPH1 y AC3 (se describe a continuacién en la presente memoria una lista de
cebadores oligonucleotidicos). Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR en un volumen de 50 ul con ADN gendémico
(100 ng), cebadores (20 ng cada uno), dNTP (200 uM), 0,5 U de polimerasa Taq (Dynazyme, Finnzymes) en un tampon
estandar. Se amplificaron la mayoria de PCR usando las condiciones de ciclo de PCR siguientes: una ronda inicial de
desnaturalizacion a 94°C durante 3 min, y entonces 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s y 72°C durante
1,25 min y una extension final a 72°C durante 10 min, excepto porque en los casos en que el tamafio de los productos
de PCR era mayor de 1 kb se uso el kit de extensién Dynazyme (las condiciones se describen a continuacion en la
presente memoria). Se secuenciaron ciclicamente los productos de PCR (15-40 ng) usando la quimica de terminacion
BigDye (PE Biosystems). Se analizaron los datos usando ABI Sequencing Analysis 3.3 (PE Biosystems) vy
Sequencher4.1 (Gene Codes).

Deteccion de variantes de lactasa mediante secuenciacion:

Se llevaron a cabo amplificaciones por PCR en un volumen de 50 pl con ADN genémico (100 ng), cebadores (20 ng
cada uno), dNTP (200 pM), 0,5 U de polimerasa Taq (Dynazyme, Finnzymes) en un tampén estandar. Se amplificaron
ambas PCR usando las condiciones de ciclo de PCR siguientes: una ronda inicial de desnaturalizacién a 94°C durante 3
min, y entonces 35 ciclos a 94°C durante 30 s, 55°C durante 30 s y 72°C durante 1,25 min y una extension final a 72°C
durante 10 min. Se purificé la PCR mediante reaccién enzimatica. Se secuenciaron ciclicamente los productos de PCR
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purificados (15-40 ng) usando la quimica de terminacion BigDye (PE Biosystems). Se analizaron los datos usando ABI
Sequencing Analysis 3.3 (PE Biosystems) y Sequencher 4.1 (Gene Codes).

Cribado de las variantes de lactasa mediante minisecuenciacion en fase sélida:

Se amplificé el fragmento de ADN que se extiende por la variante C/T.13910 usando un cebador biotinilado (5'-Bio-
CCTCGTTAATACCCACTGACCTA-3") y un cebador no biotinilado (5-GTCACTTTGATATGATGAGAGCA-3'). Para G/A.
22018, S€ usaron un cebador biotinilado (5-Bio-TGCTCAGGACATGCTGATCAA-3') y oftro no biotinilado (5-
CTACCCTATCAGTAAAGGCCTA-3") en las condiciones descritas anteriormente. Se capturaron 10 pg del producto de
PCR en un pocillo de microvaloracién recubierto con estreptavidina (Lab Systems, Finlandia), se lavaron los pocillos y
se desnaturalizd el ADN unido como se describe por Syvanen et al., (Am. J. Hum. Genet. (1993), 52, 46-59) y Syvanen
y Landegren (Hum. Mutat. (1994), 3, 172-9). Se afiadieron a cada pocillo 50 pl de la mezcla de reaccion de
minisecuenciacién que contenian 10 pmoles de los cebadores de minisecuenciacién de C/T.43915 (5'-
GGCAATACAGATAAGATAATGTAG-3'), G/A 22018 (5'-AAAAACAGCATTCTCAGCTGGGC-3'), y 0,1 ul de cualquiera de
H-dCTP y H-dGTP correspondientes al alelo de no persistencia de lactasa (115 Ci/mmol; Ammersham, RU) o H-dTTP y
H-sATP correspondientes al alelo de persistencia de lactasa, y 0,05 unidades de ADN polimerasa (Dynazyme II,
Finnzymes) en su tampodn. Se incubaron las placas de microvaloracion durante 20 min a 50°C y se lavaron los pocillos.
Se eluyd la deteccion y se midio la radiactividad eluida en un contador de centelleo liquido (Rackbeta 1209, Wallac,
Finlandia). Se llevaron a cabo dos reacciones de minisecuenciacion paralelas para cada producto de PCR.

Cebadores de PCR y cebador de deteccion de la variante C/T13910:

Cebador de PCR de codificacion: GTCACTTTGATATGATGAGAGCA Tm58 SEQID NO: 8
Cebador de deteccion: GGCAATACAGATAAGATAATGTAG Tm 58 SEQID NO: 10
Cebador inverso Bio: Bio-CCTCGTTAATACCCACTGACCTA Tm62 SEQIDNO:9
o} Bio-TAGGTCAGTGGGTATTAACGAGGT SEQID NO: 7

Cebadores de PCR y cebador de deteccion para la variante G/A201s:

Cebador de PCR de codificacion: CTACCCTATCAGTAAAGGCCTA Tm 58 SEQ ID NO: 12
Cebador de deteccion: AAAAACAGCATTCTCAGCTGGGC Tm 62 SEQ ID NO: 14
Cebador inverso Bio: Bio-TGCTCAGGACATGCTGATCAA Tm 62 SEQ ID NO: 13
o} Bio-TTGATCAGCATGTCCTGAGCA SEQ ID NO: 11

Ejemplo 4: Control de las variantes de ADN en una muestra de estudio de casos y controles

Se analiz6 la frecuencia de las variantes C/T.13910 Y G/A22018 €n muestras de ADN aisladas de un total de 196
especimenes de muestra de biopsia intestinal en que se habia analizado la actividad disacaridasa como ensayo de
diagnéstico para hipolactasia. Un total de 59 muestras mostraron deficiencia de lactasa primaria. 6 de los 59 casos
(Tabla 3) eran GA heterocigéticos de la variante G/A2018, siendo los 53 restantes homocigoticos del alelo G. Las 59
muestras eran homocigoticas del alelo C de la variante C/T-13910. Entre los 137 casos que muestran persistencia de
lactasa, se encontré que 74 eran homocigéticos de los alelos T y A, siendo 63 heterocigéticos de CT y GA y no siendo
ninguno homocigoético de los alelos C y G en C/T.13910 Y G/A22018, respectivamente (Tabla 3).

Para analizar estas variantes en otras poblaciones, se secuenciaron muestras de ADN aisladas de especimenes de
biopsia intestinal de 40 casos no finlandeses con deficiencia de disacaridasa establecida: 23 casos originarios de Corea
del Sur, 9 de Italia y 8 de Alemania. Un caso italiano era heterocigotico GA para G/A.x2018, mientras que todos los 39
casos restantes eran homocigoticos CC y GG para C/T.13910 Y G/A22018 respectivamente (Tabla 3). Un estudio extenso
dio lugar a los datos proporcionados en la Tabla 7, que representa datos de la asociacion completa de la variante C/T.
13910 con la hipolactasia verificada bioquimicamente (no persistencia de lactasa) en 400 individuos de 6 poblaciones
diferentes. La variante G/A.2201s Se asociaba a no persistencia de lactasa en 400 de los 401 casos.

Ejemplo 5: Epidemiologia molecular de la variante de persistencia de lactasa C/T.13910

Para controlar la prevalencia de la variante asociada a hipolactasia en la poblacion finlandesa, se us6 un procedimiento
de minisecuenciacion en fase solida'®? para cribar las muestras de ADN de 938 donantes de sangre anénimos
finlandeses originarios de la regién occidental de asentamiento temprano o de la region oriental de asentamiento tardio
de Finlandia (Tabla 4). Experimentalmente, se amplifico el fragmento de ADN que se extiende por la variante C/T-13910
usando un cebador Dbiotinilado (5-CCTCGTTAATACCCCTGACCTA-3') y otro no biotinlado (5'-
GTCACTTTGATATGATGAGAGCA-3"). Para G/A22018, se usO6 un cebador biotinilado (5'-
AGTCTGTGGCATGTGTCTTCATG-3") y otro no biotinilado (5°-TGCTCAGGACATGCTGATCAACT-3') en las
condiciones descritas anteriormente. Se capturaron 10 ul del producto de PCR en un pocillo de microvaloracién
recubierto con estreptavidina (Lab System, Finlandia). Se lavaron los pocillos y se desnaturalizé el ADN unido como se
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describe anteriormente’'®?. Se afiadieron a cada pocillo 50 yl de la mezcla de reacciéon de minisecuenciacién que
contienen 10 pmoles de los cebadores de minisecuenciacion para G/A 22005 (5-GACAAAGGTGTGAGCCACCG-3'), G/A.
13915 (5-GGCAATACAGATAAGATAATGTAG-3') y 0,1 ul de cualquier H-dCTP correspondiente al alelo de no
persistencia de lactasa (115 Ci/mmol; Amersham, RU) o H-dTTP correspondiente al alelo de persistencia de lactasa y
0,05 unidades de ADN polimerasa (Dynazyme ll, Finnzymes) en su tampdn. Se incubaron las placas de microvaloracion
durante 20 min a 50°C y se lavaron los pocillos. Se eluy6 el cebador de deteccion y se midid la radiactividad eluida en
un contador de centelleo liquido (Rackbeta 1209, Wallac, Finlandia). Se llevaron a cabo dos reacciones de
minisecuenciacion paralelas para cada producto de PCR. La prevalencia global del presunto genotipo de hipolactasia
CC.13910 (170 casos) era de 18,1%, con mayor prevalencia (16,8% frente a 18,9%) en la muestra occidental que en la
oriental (Tabla 4). Estos valores estan bien de acuerdo con el estudio epidemiolégico que resefia una prevalencia del
17% entre los finlandeses que hablan finés, con un gradiente creciente de oeste a este’. Se genotipd también el mismo
conjunto de muestras para el polimorfismo G/A.22018 Y Se controlé el DL entre estos dos SNP usando el estadistico D'
Se encontré un DL casi completo (D'= 0,98, p= 7,62 x 10'11, Tabla 5).

Es conocido que la prevalencia de la hipolactasia en diferentes poblaciones varia en gran medida desde menos de 5% a
casi 100%°°. Para determinar si estos cambios en la prevalencia de hipolactasia se correlacionaban con la distribucion
del genotipo CC.13910, Se analizo el ADN de los progenitores de familias del CEPH?*. Las familias del CEPH se han
recogido principalmente en Francia, con una prevalencia resefiada de hipolactasia de aproximadamente 37%> y en
Utah, siendo las poblaciones de Utah originarias del norte de Europa, con una prevalencia de hipolactasia de menos de
5%*. El genotipado de los progenitores en familias del CEPH reveld que un 41,2% (7 de 17 muestras) de las familias
francesas tienen un genotipo CC, mientras que solo un 7,6% (7 de 92 muestras) de las familias de Utah tienen un
genotipo CC (Tabla 4). De nuevo, a pesar del pequefio numero de muestras analizadas, estos numeros concuerdan con
los valores obtenidos en los estudios epidemiolégicos de hipolactasia en estas poblacione323’24. La Tabla 8 demuestra
que la prevalencia observada de las variantes esta bien de acuerdo con las frecuencias de intolerancia a la lactosa de la
poblacién descrita.

Ejemplo 6: Genealogia de la variante de persistencia de lactasa C/T.13910

El analisis haplotipico de las familias finlandesas sugeria que la mayoria, sino todos, los alelos de persistencia de
lactasa en Finlandia descendian de un antecesor comun. Se uso6 el desequilibrio de ligamiento para estimar el momento
de introduccion del alelo de persistencia en la poblaciéon finlandesa®. Suponiendo un tiempo por generacion de 20 afios,
esta estimacion indicaria que la mutacion fundacional se introdujo en la poblacion finlandesa hace unos 9000-11400
afios (Tabla 6). Esto esta bien de acuerdo con las sefiales mas tempranas de asentamiento en el territorio finlandés
hace unos 8000-9000 aﬁos%, y coincidiria razonablemente bien con el inicio de la industria lactea en los afios 8000-
10000 a de C%. De forma mas importante, la presencia de la misma variante de ADN en los alelos de persistencia en
diferentes poblaciones sugeriria que esta variante es ain mas antigua y que la mutacion ocurrio antes de la
diferenciacion de las poblaciones analizadas.

Para llegar a comprender mejor el origen filogenético del alelo de lactasa, se secuenciaron el intron 9 y parte del intron
13 del gen MCM6 de un babuino (Papio hamadryas). El genotipo GG y CC estaba presente en el ADN de babuinos
tanto en G/A.22018 como en C/T.13910. Esto podria sugerir que los alelos G y C reflejan, respectivamente, la aparicion del
alelo ancestral, que presenta el tipo de no persistencia, y una mutaciéon que ha transformado este alelo creando el alelo
de persistencia. Esta suposicion esta apoyada por la identificacion de DL y el haplotipo compartido en los alelos de
persistencia frente a la alta diversidad de los alelos encontrados en los alelos de no persistencia.

Ejemplo 7: DL apareado de las variantes C/T y G/A

Se estimo el DL entre C/T.13910 Y G/A.22018 usando el estadistico D', Se estimaron las frecuencias haplotipicas mediante
la probabilidad maxima usando el programa EH*’. La D' se calcula como max (D/Dmax, D/Dmin), €n que la medida del
desequilibrio D= h,q-pg, en que hpq es la frecuencia del haplotipo con el alelo rato en cada locus, p y q son la frecuencia
de los alelos ratos en los loci 1 y 2 y Dmax= min p(71-p),q(71-q) si D>0, y Dmin =-min pq, (1-p)(1-q) si D<0. Se determind la
significacion de la desviacion de D’ de 0 usando el estadistico D?

Numeros de acceso a genes. Para los BAC NH0218L22, N0034L34, NH0318L13 y RP11-329/10 son AC012551,
AC011893, AC011999 y AC016516 respectivamente. Los niumeros de acceso para polimorfismos humanos son
GenBank AF395607-AF395615.
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10 Tabla 1. Analisis de ligamiento y desequilibrio de ligamiento en familias con hipolactasia de tipo adulto (los
marcadores de cartografia fina se muestran en negrita)

Marcador puntuacion deLOD a © valor de P
.00 0,1 0.2 0,3 04
D2S114 -ca 2 44 1,92 1,13 0,41 0,87195
P6112 2,76 2,20 145 075 0,22 0,66207
D2S1334 3,15 2,45 161 084 0,25 0,91039
AC8 226 11,99 136 071 0,21 0,53670
LPH13 3,67 2,94 1,96 1,03 0,31 4x10°8
LPH2 409 3,07 200 1,00 026 5.7x107
LPH1 | 591 452 2,96 1,53 0,46 5%10°
AC7 3,63 260 166 083 023 0,03471
AC3 6,63 488 316 1,61 0,44 3,2x10°
AC4 3,07 222 142 071 0,19 4%107
ACS 533 410 272 139 0,39 0,02166
AC10 6,60 4,99 3,25 1,65 0,46 1x10°
D2S2196 7,67 562 3,62 1,85 0,54 0,00010
D25442 3,81 3,08 2,08 1,03 0,27 0,22805
D28314 422 361 250 1,37 0.45 0,27535
D282385 o 279 192 1,01 0,25 0,46457

a: valores de p producides usando el ensayo de desequilibric de ligamiento dado el ligamiento 124



ES 2391173 T3

Tabla 2. Variaciones identificadas en el locus de hipolactasia de tipo adulto en familias finlandesas

" . r 'a . -
Posicion Variante Persistencia Persistencia No persistencia
de lactasa  de lactasa de lactasa
(homocigdtico) (heterocigotico)

BIV4 AIV3 BIVS CIV3 BIV9 DIV4 ENR°
-694 A-G  AA AA AG AA GG N AA

-2131 C—T o CC CT cc TT Cr* TT
305¥72  TwoTs Tws  Tss  Tws Tis  Tes Tes  Tiss
3075 G-T GG GG GG GG GG GG 1T
-4480 T»A. TT . TT TA TT AA 1T TT
5440 C—T cC CC CT cc T CC cC
-5926 AT AA AA AA AA  AA  TA TT
-8540 GoA GG GG GA GA AA  AG AA
-8630. c-»G CC cCC CG CG -GG GC GG
-13495 T-C TI TT TC TT CC CT cc
-13910 T-C TT TT TC TC CC CC CC
-15239 GoA GG GA GG AA AG AA

1582 T-C ¢ ¢ ¢ cc TT .TC  1IT
-16568/79 Ty—=Tin Tum Tum Tz Tum Tz Tam Tianz
-16888 A—=G AA AA GA AA GG GA GG

-17300 C-T CC CC CC CC CC CT TT

18



ES 2391173 T3

-19044 T-C IT TIT TC TT CC CT cC
-19519 T-C TT TIT TC TT CC 1T TT
20077 cC-G CC CC CG cC GG GC GG
-20486 G=A GG GG GA GG AA GG GG
21721728 Ar—As A A Aap Amn A AdAs  Amp

-21731 A—=C AA AA AA AA AA CC AA

21736/43 As—As; Ass A AdAs  Ass Az Asn Asr
-22018 G—-A  AA  AA AG AG GG GG GG
22741 C—T cc ccC cC cc ¢ N TT
-22735 A-G  AA AA AG AA GG N GG
23069 A-G  AA  AA AG AA GG N GG
23442 A-G  AA  AA AA AA AA N GG
23771 T—C T IT TT TT TI N cC
-25093/23 A30bp AA  AA AA AA AA N i
27310 A—/G  AA  AA AG AA GG GA GG
-27480 GoA GG GG GA GG AA AG AA
-27807 A-C -AA  AA AA AA  AA AC CC
30183 A-G  AA AA AG AA GG AA AA
31268  A-G  AA AA AG AA GG AA AA
31342 T-C TT TT TT TT TT CT cC
-33645 C—T cc CC CT cC TI CC cC
35176 T—»C TT TT TC TT CC CT CC
-36254 C—T cC CcC CT cc Tr 1TC TT
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-36296 G—=T TT TT TG TT GG TG N
36501 AT AA  AA AT AA  TT AT
-36506/14 AO9bp  AA AA Al AA il Al N

-36671/77 T7=T6 T2 Tm Taus Tn Ters Tam Tom

37565 TG TT  TT TG TT GG GG TG ..
3827% G6G-C GG GG GC GG CC GG GG |
39036 G—C GG N GC N cCC N N
40608 G-C GG GG GG GG GG GC cC
41590  T-—C  TT  TT TC TT CC CT cc

-42081/82 AAG AG AG AG/A AG AA AG AG
-42618 T-C TT T TC TT cC TT. 1T
-42893 G—A GG GG GA GG AA GG GG

a: El nilmero es desde el codan de iniciacion de la traduccion (ATG) del gen de LPH usando la
secuencia génica compilada de los BAC NHO34L23, NH0O218L22, NH0318L13 y RP11-329110, b:
individuos secuenciados de familias finlandesas estudiados y mostrados por una flecha en la fig. 1, ¢
no determinado

Tabla 3. Distribucion de los genotipos C/T.13910 y G/A.2201s €n alelos persistente/no persistente de lactasa

C/T.13910 G/A.22018 Total
Genotipo CC CT TT GG GA AA
Miembros de familia No persistencia delactasa 45 O 0 45 0 0 45

Persistencia de lactasa 0 32 13 0 32 13 45
Muestras de casos y controles
Finlandeses No persistencia delactasa 59 0 0 53 6 0 59

Persistencia de lactasa 0 63 74 O 63 74 137

No finlandeses* No persistencia delactasa 40 O 0 39 1 0 40
Persistencia de lactasa 0 5 0 0 5 0 5
Total No persistencia de lactasa 0 144
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Persistencia de lactasa 187

*Las muestras no finlandesas consisten en 23 individuos surcoreanos, 9 italianos y 7 alemanes

Tabla 4. Prevalencia de la variante C/T.13910 en las muestras de poblacion

Muestras de ADN Genotipo Total Frecuencia alélica (%) % de genotipo (CC)
cC CT TT C T

|. Poblacion finlandesa:

1. Regiones orientales 108 287 176 571 0,440 0,560 18,9%
2. Regiones occidentales 62 159 146 367 0,385 0,615 16,8%
Total 170 446 322 938 0,418 0,582 18,1%

II. Progenitores del CEPH:
1. Familias de Utah 7 33 52 92 0,255 0,745 7,6%
2. Familias francesas 7 9 1 17 0,676 0,324 41,2%

Un total de 938 muestras de ADN de donantes de sangre anonimos finlandeses de pequefias parroquias de regiones
orientales y occidentales de Finlandia y 109 muestras de ADN de progenitores del CEPH. La prevalencia de la
hipolactasia en las poblaciones se refleja por las frecuencias genotipicas de los alelos CC

Tabla 5. DL entre las variantes C/T.13910 y G/A.220018 €n muestras aleatorias finlandesas

Genotipo en C/T.13910 Total D’ X~ (1 df) Valor de P
CC CT TT

Genotipo en G/A.22018

GG 162 2 1 165

GA 6 440 3 449

AA 2 4 318 324

Total 170 446 322 938 0,984 42,41 7,62x10™

118

Se calculo el DL usando el estadistico D', el valor p es la significacién de D’ desde 0 como se describe en los

procedimientos18.

Tabla 6. Estimacion de la introduccién de la variante C/T.13910 en la poblacion finlandesa usando el programa
DISLAMB

Marcador AC3 LPH2

Alelo Persistencia de lactasa No  persistencia de Persistencia de lactasa No  persistencia de
lactasa lactasa

1 0 1 0 1

2 31 10 0 20

3 0 1 0 14

4 2 9 32 15

5 0 31 0 2

N 0,838 0,999

° 0,00031 (0,000038-0,00099) 0,0000 (0,00000-0,00052)

n° 570 450
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a: A es la proporcion de aumento de un cierto alelo en cromosomas enfermos (alelo de persistencia de lactasa) respecto
a su frecuencia de poblacion (0,60). b: 8 es la fraccion de recombinacion, reflejada por la distancia de la mutacion desde
el marcador mas cercano, suponiendo 1 cM= 1 Mb. c: n es el nUmero de generacién desde la introduccién de la
mutacién fundacional en una poblacién aplicando la formula A = « (1-8)". d: alelo hipotético usado en los calculos
cuando ® esceroy « es 1.

Tabla 7 Prevalencia de las variantes de intolerancia a lactosa en muestras verificadas bioquimicamente

Numero C/T13910 G/A22018
Poblacion CC CT TT GG GA AA
1. Finlandesa  Persistencia de lactasa 182 0 95 87 O 95 97
No persistencia de lactasa 116 116 O 0 110 6 0
2. ltaliana Persistencia de lactasa 7 0 7 0 0 7 0
No persistencia de lactasa 23 23 0 0 22 1 0
3. Alemana Persistencia de lactasa 0 0 0 0 0 0 0
No persistencia de lactasa 8 8 0 0 8 0 0
4. Somali Persistencia de lactasa 0 0 0 0 0 0 0
No persistencia de lactasa 42 42 0 0 42 0 0
5. Surcoreana Persistencia de lactasa 0 0 0 0 0 0 0
No persistencia de lactasa 23 23 0 0 23 0 0
Total 401 212 102 87 205 109 87

Tabla 8. Prevalencia de las variantes de intolerancia a la lactosa en diversas muestras de poblacion

Poblacion Genotipo % de
prevalencia del
alelo de
persistencia de
lactasa

Numero C/T13910 G/A22018

cC CT TT GG GA AA

Surcoreanos 23 23 0 0 23 0 0 0~
Francia 17 7 9 1 6 10 1 59*
Vascos 85 7 44 34 13 35 37 92*
Italianos meridionales 100 89 11 0 88 12 0 11*
Somalies 79 74 5 0 78 1 0 6
Utah 92 7 33 52 7 30 55 92*
Afroamericanos 96 76 15 5 78 12 5 21*
Marroquies 90 62 25 3 65 22 3 31*
Saharauis (africanos) 57 29 26 2 28 26 3 49*
Lapones 30 20 10 0 21 9 0 33*
Tibet 23 23 0 0 0 3 0 0
Finlandeses orientales 571 108 287 176 107 288 176 81*
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Finlandeses occidentales 367 62 159 146 58 161 148 83"

Tribus finougrias

Xan 20 19 1 0 19 1 0 5
Xm 20 19 1 0 19 1 0 5
Mansis 22 20 2 0 20 2 0 9
Lkomis 10 7 3 0 7 3 0 30
Erzas 30 17 10 3 19 9 2 43
Moksas 30 13 17 0 14 16 0 57*
Udmurtos 30 12 16 2 11 15 4 60*
Tribus paquistanies

Kalashas 30 30 0 0 28 2 0 0
Burushos 30 29 1 0 27 3 0 3
Hazaras 14 13 1 0 11 3 0 7
Cachemiros 20 15 5 0 14 6 0 25
Makranis baluches 29 19 10 0 19 8 1 34
Brahuis 30 17 10 3 16 11 3 43
Makranis (negroides) 29 16 10 3 16 10 3 45
Pastunes 29 12 16 1 13 14 2 59*
Indios 29 11 13 5 10 12 5 62*
Total 2032

*La prevalencia del alelo de persistencia de lactasa esta muy bien correlacionada con las prevalencias
resefiadas para el alelo de persistencia de lactasa (Simoons Fj. “The geographic hypothesis and
lactose malabsorption”, Am. J. Dig. Dis. 1978, 23 (11): 963-80)
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende una porcién 5’ de un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH)
intestinal que contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto, en la que dicha molécula de acido nucleico se
selecciona del grupo consistente en

(a) una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, la
secuencia de SEQ ID NO: 1 se exhibe también la Fig. 4 y comprendida en la secuencia como se exhibe en la Flg. 8; y

(b) una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2, la
secuencia de SEQ ID NO: 2 se exhibe también en la Fig. 5 y comprendida en la secuencia como se exhibe en la Fig. 9;

en la que dicha molécula de acido nucleico se extiende, como maximo, 30.000 nucledtidos mas alla del extremo 5’ y/o 3’
de la molécula de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 o 2, respectivamente.

2. Una molécula de acido nucleico consistente en una porcion 5’ de un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH)
intestinal que contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto, en la que dicha molécula de acido nucleico se
selecciona del grupo consistente en

(a) una molécula de acido nucleico de al menos 20 nucleétidos, cuya hebra complementaria hibrida en condiciones
rigurosas con una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,
en la que dicho polinucleétido tiene en la posicion correspondiente a la posicion -13910 en 5' del primer ATG del gen
LPH un residuo de citosina; y

(b) una molécula de acido nucleico de al menos 20 nucleétidos, cuya hebra complementaria hibrida en condiciones
rigurosas con una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2,
en la que dicho polinucleétido tiene en la posicion correspondiente a la posicion -22018 en 5' del primer ATG del gen
LPH un residuo de guanina;

en la que dicha molécula de acido nucleico se extiende, como maximo, 30.000 nucleétidos mas alla del extremo 5’ y/o 3’
de la molécula de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 o 2, respectivamente.

3. Una molécula de acido nucleico que comprende una porcién 5’ de un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH)
intestinal en la que dicha molécula de acido nucleico se selecciona del grupo consistente en

(a) una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3; la
secuencia de SEQ ID NO: 3 se exhibe también en la Fig. 6;

(b) una molécula de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 4; la
secuencia de SEQ ID NO: 4 se exhibe también en la Fig. 7.

4. Una molécula de acido nucleico consistente en una porcion 5’ de un gen de lactasa-florizina hidrolasa (LPH)
intestinal, en la que dicha molécula de acido nucleico se selecciona del grupo consistente en:

(a) una molécula de acido nucleico cuya hebra complementaria hibrida en condiciones rigurosas con una molécula
de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3, en la que dicha molécula de
acido nucleico tiene en la posicidn correspondiente a la posicion 13910 del primer ATG del gen LPH un residuo de
timidina; y

(b) una molécula de acido nucleico cuya hebra complementaria hibrida en condiciones rigurosas con una molécula
de acido nucleico que tiene o comprende la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 4, en la que dicha molécula de
acido nucleico tiene en la posicidn correspondiente a la posicion 22018 del primer ATG del gen LPH un residuo de
adenosina.

5. La molécula de acido nucleico segiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 que es ADN genémico.
6. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 5, en la que dicho ADN gendmico es parte de un gen.
7. Un fragmento de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que tiene al

menos 14 nucledtidos, en el que dicho fragmento comprende la posicion nucleotidica -13910 o la posicién nucleotidica -
22018 del gen LPH.

8. Una molécula de acido nucleico que es complementaria de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de
las reivindicaciones 1y2y5a7

9. Una molécula de acido nucleico que es complementaria de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de
las reivindicaciones 3 a 7

10. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 102y 5a?7.
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11. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7.

12. Un cebador o par de cebadores, en el que el cebador o par de cebadores hibrida en condiciones rigurosas con
la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2y 5 a 7 que comprende la posicion
nucleotidica -13910 del gen LPH o con la hebra complementaria de la misma, en el que el cebador es exactamente
complementario de una secuencia que contiene C en la posicion -13910 o con la hebra complementaria de la misma.

13. Un cebador o par de cebadores, en el que el cebador o par de cebadores hibrida en condiciones rigurosas con
la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 y 5 a 7 que comprende la posicidon
nucleotidica -22018 del gen LPH o con la hebra complementaria de la misma, en el que el cebador es exactamente
complementario de una secuencia que contiene G en la posicion -22018 o con la hebra complementaria de la misma.

14. Un cebador o par de cebadores, en el que el cebador o par de cebadores hibrida en condiciones rigurosas con
la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 que comprende la posiciéon nucleotidica -
13910 del gen LPH o con la hebra complementaria del mismo, en el que el cebador es exactamente complementario de
una secuencia que contiene T en la posicion -13910 o con la hebra complementaria de la misma.

15. Un cebador o par de cebadores, en el que el cebador o par de cebadores hibrida en condiciones rigurosas con
la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 que comprende la posicién nucleotidica -
22018 del gen LPH o con la hebra complementaria de la misma, en el que el cebador es exactamente complementario
de una secuencia que contiene A en la posicién -22018 o con la hebra complementaria de la misma.

16. Un hospedador no humano transformado con el vector de la reivindicacion 10.
17. Un hospedador no humano transformado con el vector de la reivindicacion 11.
18. El hospedador no humano de la reivindicacion 16 o 17 que es una bacteria, una célula de levadura, una célula

de insecto, una célula fungica, una célula de mamifero, una célula de planta, un animal transgénico o una planta
transgénica.

19. Un anticuerpo o aptamero o fago que se une especificamente con la molécula de acido nucleico mutante de
una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2 y 5 a 8, pero no con la correspondiente molécula de acido nucleico de tipo
silvestre, en el que la molécula de acido nucleico de tipo silvestre tiene en la posicién correspondiente a la posicién -
13910 del gen LPH una timidina y/o en la posicion correspondiente a la posicion -22018 una adenosina, y una molécula
de acido nucleico mutante tiene en la posicion -13910 una citosina y/o en la posicion correspondiente a la posicion -
22018 una guanina.

20. Un anticuerpo o aptamero o fago que se une especificamente con la molécula de acido nucleico de tipo
silvestre de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 y 9, pero no con la correspondiente secuencia mutante que
contribuye a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto, en el que la molécula de acido nucleico de tipo silvestre tiene
en la posicidn correspondiente a la posicion -13910 del gen LPH una timidina y/o en la posicidn correspondiente a la
posicion -22018 una adenosina, y una molécula de acido nucleico mutante tiene en la posicion correspondiente a la
posicion -13910 una citosina y/o en la posicion correspondiente a la posicion -22018 una guanina.

21. Una composiciéon farmacéutica que comprende la molécula de acido nucleico de tipo silvestre de la
reivindicacién 3 a 6 o el vector de la reivindicacién 11, en la que la molécula de acido nucleico de tipo silvestre tiene en
la posicion correspondiente a la posicion -13910 del gen LPH una timidina y/o en la posicion correspondiente a la
posicion -22018 una adenosina.

22. Una composicion de diagndstico que comprende una molécula de acido nucleico de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 9, el vector de la reivindicacion 10 u 11, el cebador o par de cebadores de la reivindicaciéon 12 a 15
y/o el anticuerpo, aptamero y/o fago de la reivindicacion 19 o 20.

23. Un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto que comprende
ensayar en una muestra obtenida de un paciente previsible o de una persona sospechosa de portar dicha predisposicion
la presencia de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 0 2y 5 a 8 en estado
homocigético o heterocigotico.

24. Un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto que comprende
ensayar en una muestra obtenida de un paciente previsible o de una persona sospechosa de portar dicha predisposicion
la presencia de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 3 a 7 y 9 en estado
homocigético o heterocigotico.

25. El procedimiento de la reivindicacion 23 o 24, en el que dicho ensayo comprende hibridar la molécula de acido
nucleico complementaria de la reivindicacion 8 que es complementaria de la molécula de acido nucleico que contribuye
a o es indicativa de hipolactasia de tipo adulto, o la molécula de acido nucleico de la reivindicacion 9 que es
complementaria de la secuencia de tipo silvestre en forma de sonda en condiciones rigurosas con moléculas de acido
nucleico comprendidas en dicha muestra y detectar dicha hibridacion, en el que la molécula de acido nucleico de tipo
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silvestre tiene en la posicidon correspondiente a la posicion -13910 del gen LPH una timidina y/o en la posicién
correspondiente a la posicion -22018 una adenosina, y una molécula de acido nucleico mutante tiene en la posicion
correspondiente a la posicion -13910 una citosina y/o en la posicién correspondiente a la posicion -22018 una guanina.

26. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 24, que comprende adicionalmente digerir el
producto de dicha hibridaciéon con una endonucleasa de restriccién o someter el producto de dicha hibridaciéon a
digestion con una endonucleasa de restriccion y analizar el producto de dicha digestion.

27. El procedimiento de la reivindicacion 25, en el que dicha sonda esta marcada detectablemente.

28. El procedimiento de la reivindicacion 23 o 24, en el que dicho ensayo comprende determinar la secuencia de
acido nucleico de al menos una porcion de la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
9, comprendiendo dicha porcion la posicién nucleotidica -13910 y/o la posicion nucleotidica -22018 del gen LPH.

29. El procedimiento de la reivindicacién 28, en el que se efectlia la determinacién de la secuencia de acido
nucleico mediante minisecuenciacion en fase sélida.

30. El procedimiento de la reivindicacion 28, que comprende adicionalmente, antes de determinar dicha secuencia
de acido nucleico, la amplificacion de al menos dicha porcién de dicha molécula de acido nucleico.

31. El procedimiento de la reivindicacion 23 o 24, en el que dicho ensayo comprende llevar a cabo una reaccién de
amplificacién en la que al menos uno de los cebadores empleados en dicha reaccién de amplificaciéon sea el cebador de
la reivindicacion 12 o 13 o pertenezca al par de cebadores de las reivindicaciones 12 o 13, que comprende ensayar un
producto de amplificacion.

32. El procedimiento de la reivindicacion 23 o 24, en el que dicho ensayo comprende llevar a cabo una reaccién de
amplificacién en la que al menos uno de los cebadores empleados en dicha reacciéon de amplificaciéon sea el cebador de
la reivindicacion 14 o 15 o pertenezca al par de cebadores de las reivindicaciones 14 o 15, que comprende ensayar un
producto de amplificacion.

33. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 30 a 32, en el que se efectia dicha amplificacion
mediante, o dicha amplificacion es, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

34. Un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto que comprende
ensayar en una muestra obtenida a partir de un ser humano la unién especifica con el anticuerpo o aptamero o fago de
la reivindicacion 19.

35. Un procedimiento para ensayar la presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto que comprende
ensayar en una muestra obtenida a partir de un ser humano la unién especifica con el anticuerpo o aptamero o fago de
la reivindicacion 20.

36. El procedimiento de la reivindicacion 34 o 35, en el que dicho anticuerpo o aptamero o fago esta marcado
detectablemente.

37. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 34 a 36, en el que el ensayo es un inmunoensayo.

38. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 37, en el que dicha muestra es sangre, suero,
plasma, tejido fetal, saliva, orina, tejido mucoso, moco, tejido vaginal, tejido fetal obtenido a partir de vagina, piel, pelo,
foliculo piloso u otro tejido humano.

39. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 23 a 38, en el que dicha molécula de acido nucleico
de dicha muestra se fija a un soporte sélido.

40. El procedimiento de la reivindicacion 39, en el que dicho soporte sélido es un chip, una oblea de silicio, una
perla o una placa de microvaloracion.

41. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9 para uso en el analisis de la
presencia de o predisposicion a hipolactasia de tipo adulto.

42. Kit que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, el cebador o
par de cebadores de las reivindicaciones 12 a 15, el vector de la reivindicacion 10 u 11 y/o el anticuerpo, aptamero y/o
fago de la reivindicacion 19 o 20 en uno o mas envases.
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SEQ ID NO:1

ACCTTTCATTCAGGEEAAATGT&CTTAGACCCTACAETGTHCTAGTAGGCCTCTGCGCTG
GCAATACAGATAAGATAATGTAGCCCCTGGCCTCAA&GGAACTCTCCTCCTTAGGTTGC&
TTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATAGGTC

Figura 4

SEQ ID NO:2

TAAGAAEATTTTACACTCTTCAGTATARAGEAGTCAGAATACCCCTACCCTHTCAGTAHA
GGCCTATAAGTTACCATTREAAAGATGTCCTTAAHAACAECATTﬁTCAGCTGGGCQCGGT
GGCTCACACCTTTGTCCCAGT&CTTTGGGAAGCCGAGGTGGGTGGATCACCTGAGGTCAG

Figura 5
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SEQ ID NO:3

ATCAGAGTCACTTTGATATGATGAGAGCAGAGATAAACAGATTTGTTGCATCT TTTTAAT
CTTTGGTATGGGACATACTAGAATTCACTGCARATACATTTTTATGTAACTGTTGAATCC
TCATACCACCATGGAATTCTTCCCTTTARAGAGCTTGETAAGCATTTGAGTGTAGTTGTT
AGACGGAGACGATCACGTCATAGTTTETAGAGTGCHTAAAQ&CGTAAGTTRCCATTTA&T
ACCTTTCATTCAGGEAAAATGTACTTAGACCCTACAATGTACTAGTAGGCCTCTGCGCTG,
GCAATACAGATAAGATAATGTAGECCCTGGCCTCARAGGAACTCTCCTCCTTAGGTTGCA
TTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATAGETC
AGTGGGTATTAACGAGGTAARAGGGGAGTAGTACGAAAGGGCATTCAAGCGTCCCATCTT
CGCTTCAACCAAAGCAGCCCTGCGTTTTCCTAGTTTTATTAATAGCTTTGATGTAAGETC
GTCTTTGAAAAGGGGGTTTGGCTTTTTTTTACAGTGTGACTGAGGTATAATTTATAAARR
GGGAAATGTATGGCATGGTGAGTTTTTTCACATACATCCTTGTGAATAECGAGCTQAAGA
TCCAAAACATTTCCATAATTTCAGAARAGTTCCAAACCCCTGCCTCTTTTCAGTOTTAGCE
CTCTTCCCCTGHAGTRHCCACTGTTdCGACTTCAATCECTACTTTTATCCCACAGGTTRA
TTTTTTGECCTTTTTTCCACTAAATTTTCARAATTCTTTGATATGETACTTTACTATTGACE
AAGTACTTTCACACTAGGTTATTTAATATTCTTTGATTCACCCAATATTTAGGGAACACC
TGTAGGGGACAAAAARTGAATGAGAGCCCCTGCCTTCCATTGCTGCTAATCTGGETGEGAR
CGAGACATGTATTTAATTARGCATGTAAAAAATAGAGTGGGTGATGAAATAATCTATATA
CTAAATCCCCATGACACACAGTTTACCTATGTAACAAACCTGCATGETGTACCCCCGAACC
TAAAATATAAGTTGGAAATTAAARARAAACGAGAGGGAGAATAGAGCATCACAACCAGAG
TGCTGAGATGAATTACTTTATTACCAAAGARAGGAGGAGGACTCAGGGAGGTGCCGACGTT
TAAACCCAGTCACTGARGGGTGTGCAGAATTTGCGATAGGCAAGATACCCTGCGGACAAGGT
CATTCTAARACCATGCTAACATTTGTACTTTTTTTTTCATTGTGATAGTTCCTGARAATGA
GTTGCATAARAACTGGTACATGTCTTAGGGCAGTCTCTAATTGATTTTTATTTTGTTCTAT
TTTTAAAAATTAGTCTTCAAATAGCAGATTCACATGATATTARAATATATGCACATARAT
TATATACACAAATATATTTTCTGAATGAAATTTAGTATCTGCATATATTTAAGAGCTATT
TCTGTCTCATATGTTCATAATCTTCATCCATTAAAAAAACTTTTGTTAGGCCTTTCTCAC
TCTAAGATTATAAAAAATTCTCCCATTATTTACCTAGCTAGTTTTCTAGTTGTTCCAAAA
CCATTTATTGAACAATCCATCTTTTTGACACTGEGTTTGGCATGCCTTAATTATATATTCT.
TGTCTGTGTTAGGATCTCCTTTTGGACTTTCCATTCTGTTCATTGAGTCTTATCAGCTCD
TCTTACATTGGTACCATGATGTTTTAATCTATGGEGCTTTGTAGTTTAAATGTAGGGCTA
GTTCCAGCGCATTGTTCTCTATCAGCTGTTAGCGAACTTAGAAATCACCTTGCTC TGTTTT
AMAAGAARAACCTGGTATTTTTTTATCAGTATAACATTCTATTTATATTAACTTGAAGAAT
TGAAAACATCTATGATTT T TCCTATTCAGTAACGTATCACTTAGAATAGCTTAGGTTGTA
CTACTATARAATCTCAGCTGCATAAAACAATT T T M T TTGCTTETGCTACACATCCATTA
GGTCATCAAGGGACTCACCTTGTCAAGTTACTCAGAGATTCAGGCTCATATAAAGETTTG
ATCTTGACATACGCTTTCATGATGACAGAAAGCAGGGAAGAGAAGETGCETGAGCCATETG
CTTTCTCCCCCTTCTATCCAGAARTGACACATACTCACATTTCATTCGCCAGAGAAATTA
ACATGGCCCCTCCTAAGTTCAAATGGATAGAGAAATGCCTTCCTACCAGEGTGCCCAGAAT
TAGAAGAGCAAACATTTGTGAACAGTTCTGAGTACCACAAATACCGTTATCTTTCCACTT
AAGTCTTCTGTTTCACTCAGTAGTGCTTTAAACT T TTCTTCATATG T T TTTCAGTGTTTC
TTGTTGAATTTCTTGATATTTTATCATGTTTGTTCETACTGERGAGTAGCCTTTTTTTCCA

Figura 6
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TTTCATTTTCTGCCTGETTTCATTGCTEE T TG T T M T T T TG T T T TG T TTTGTT T T TGAGAT
GGAGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGTCACAATCTCGGCTCACTGCAACC
TOTGCCTCCCAGGTTCAAGCGATTCTTCT T TC TCAGCCTCCTGAGTAGCTGGCGATTACAG
GCATGTGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTTATATTTTTAGTAGAGATGGGETTTCTCCAT
GTTGGTCAGGCTGGTCTCAAACTCCCAATCTCAGETGATCCGCCTGCCTCTGCCTTCCAA |
AGTGCTGGGATTATAGACATGAGCCACCGTGCCTGGCCTAGTTCTTATGGGATGTATATG |
TCTTTGGATTCATATGATATGTATATATGTTTATATTTCTACAAGTACATACCTAGGAGT
GGAATTGTTCEETCATAGETTAATGCATGTTTITCTGCCAAACAGTTEGTGTCAATTTCTG
TTTTCACCGCTGTGAATGAGAGTTGTTCTACCTTCTTGACAACACTTGATATTCTCAGTC
ATTTTAGCCATTCTGGTGAAT T TATAGTGCTATTTC TGTGTGTGTAAGAGAGAGAATGAG
AGAGGGTGTITGTGAGAAAACCAAAGCAACACTGTGAGAGTGTGTGTGETTCTGAGAAAA
CCARAATACATACTACTGTCATTTCATTGGCAGAAAATCTCTTTGGTATATCAARARAAG
TAGCTTAATTACTTCATCATTATTGGTTTAGGT

Figura 6 cont.
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SEQ ID NO:4

TAAGARACATTTTACACTCTTCAGTATARAGAAGTCAGAATACCCCTACCCTATCAGTAAA
GGCCTATAAGTTACCATTAAARAGATGTCCTTAARAACAGCATTCTCAGCTGGGCaCGGT
GGCTCACACCTTTGTCCCAGTACTTTGGGAAGCCGAGGTGGGTGGATCACCTGAGGTCAG
GAGTTCGAGACCAGCCTGGCCAACATGGCGAAAACCCATTTTCTCTACTAARAATACARA
AATTAGCCGGGRCATGETGECEGETGCTTETGCTCCCAGCTACTCAAGAGGCTGAGGETGGE
AGGATCACTGAGCCCAGGAGGTGGAGGCTGCATTGAGCCAAGATTGTGCCACTGCACTCC
AGCCTGGGTCACAGAGCGAGACTCTGTCTCAARARRAACCARARCARARAAARAMCCCAGCAT
TCTTTAGTAAATAATTCATAGTTTTCTTCATCTAGAATTTAARATTGTGATAGTTGATCA
GCATCTCCTGAGCACGTGTGTTTGCTGTTACTAGTTTAGATCGGTAGATGTGTATATAAG
TTATAGGTATAAAATCAATCCTGAGTTGACACAAGGTTTTCATGTTGAGTACAAGTACAG
TAAGTGTATATTTTTAGTTATGCTCTTAGTTTTAAGTCAATTGTGTGGTTCTTTCTAGCT
TTAGCATCTGCTTCAATTATCTTCCTTAGAARAGGGAGTTAAGRATCTTCACTTACCTATC
TTCTACTTGTTTGGAGAATAGARGAGTCCCTGTGGTAGCAGACTTTGTGAGTTTACTTGT
AATTTTCCATCTGAAAGACTGTTCTTGTTTTTCGTGATGAAGTCTTGCTCTGTCGCCCAG
GCTGGAGTGCAGTGGTGCAACCTTGECTCACTGCAACCTCTGCCTCCCGGGTTCAAGCAA
TTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTATCTGEGGATTACAGGTGCACACCACCACACCTGGCT
AATTTTTGTATTTTCAGTAGAGACGEGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGETCTCGAACT
CTTGACCTCATGATCAGCCCACCTCAGCCTTCCRAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCC
CCCACACTCGGCCETTIGTTGTTTTTTAAGAGACAGEGTCTCACTCTGTCACCTAACCTGG
AGTACAGTGGCAATCATGGCTCACTGTAACCTCAAATGCCCGGCLTTAGTGAAGCGTTCT
TCCTGCCTTGECCTCCCAAAGTGCTGGEATTACAAGTGTGAGCCATGCATCCAGCTTGAA
AGACAGCTTCTTAGGCTTGATTTGTTTGGTTACAGG

Figura7
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SEQ ID NO:5

ATCAGAGTCACTTTGATATGATGAGAGCAGAGATALACAGATTTCTTGCATCTTTTTAAT
CTTTGGTATGGGACATACTAGAATTCACTGCAAATACAT TP TTATGTAACTEGTTGAATGC
TCATACGACCATGGAATTCTTCCCTTTAAAGAGCTTGGTAAGCATTTGAGTGTAGTTETT
AGACGGAGACGATCACGTCATAGTTTATAGAGTGCATAAAGACGTAAGTTACCATTTAAT
ACCTTTCATTCAGGARAAATGTACTTAGACCCTACAATCTACTAGTAGRCCTCTGCECTG
GCAATACAGATAAGATAATGTAGCCCCTGGCCTCAAAGCGAACTCTCCTCCTTAGETTGCA
TTTGTATAATGTTTGATTTTTAGATTGTTCTTTGAGCCCTGCATTCCACGAGGATAGGTC
AGTGGGTATTAACGAGGTAAARGGGGAGTAGTACGAAAGGECATTCAACCETCCCATCTT
CGCTTCAACCAAAGCAGCCCTGCGTTTTCCTAGTTTTATTAATAGGTTTGATGTAAGGTC
GTCTTTGARAAGGGGGTTTGGCTTTTTTTTACACTEGTGACTGAGGTATAATTTATAARAR
GGGAAATGTATGGCATGGTGAGTTTTTTCACATACATCCTTGTGAATACCCAGCTCAAGA
TCCRAAECATTTCCATAATTTCEGAARGTTCCAAACCCCTGCCTCTTTEQEGTCTTEGCC
CTCTTCCCCTGAAGTAACCACTGTTICCGACTTCAATCACTACTTTTATCCCACAGGTTAR
TTTTTTGGCTTTTTTCCACTAAATTTTCAAAT TCTTTGATATGEGTACTTTACTATTGACS
AAGTACTTTCACACTAGGTTATTTAATATTCTTTGATTCACCCAATATTTAGGGAACACC
TGTAGGGGACAARAAATGAATGAGAGCCCCTGCCTTCCATTECTECTAATCTGETGGGAA
CGAGACATGTATTTAATTARGCATGTAAAARATAGAGTGCETGATGAAATAATC TATATA
CTAAATCCCCATGACACACAGTTTACCTATGTAACAAACCTEGCATGTGTACCCCCGRAALT
TAARATATARGTTGGAARTTAARRAARAMACGAGAGGGAGAATAGAGCATCACARCCAGAG
TGCTGAGATGAATTACTTTATTACCAAAGAAGGAGGAGGACTCAGGGAGGTGCCGACETT
TAAACCCAGTCACTGAAGGGTGTGCAGAATTTGGATAGGCARGATACCCTGGGACAAGGT
CATTCTAARACCATGCTAACATTTGTACTTTTTTTTTCATTGTGATAGTTCCTGAARTGA
GTTGCETEEAACTGGTACATGTCTTAGGGCRGTCTCTAATTGHTTTTTATTTTGTTCTAT
TTTTAAAAATTAGTCTTCAAATAGCAGATTCACATGATATTAAAATATATGCACATAAAT
TATATACACAAATATATTTTCTGAATGARATTTAGTATCTGCATATATTTAAGAGCTATT
TCTGTCTCATATGTTCATAATCTTCATCCATTAARAAAACTTTTGTTAGGCCTTTCTCAC
TCTAAGATTATARAAAATTCTCCCATTATTTACCTAGCTAGTTTTCTAGTTGTTCCAAAR
CCATTTATTGAACAATCCATCTTTTTGACACTGECTTTGGCATGCCTTAATTATATATTCT
TGTGTGTGTTAGGATCTCCTTTTGEGACTTTCCATTCTGT TCATTGAGTCTTATCAGCTCC
TCTTACATTGGTACCATGATCTTTTEATCTETGGGGCTTTGTAGTTTAAATGTHGGGCTA
GTTCCAGCGCATTGTTCTCTATCAGCTGTTAGGAACTTAGAAATCAGCTTGCTCTETTTT
AAAGARRRAACCTGGTATTTTTTTATCAGTATAACATTCTATTTATATTAACTTGAAGAAT
TCAAAACATCTATGATTTTTCCTATTCAGTAACGTATCACTTAGAATAGETTAGETTGTA
CTACTATAAAATCTCAGCTGCATAAAACAATTTT T T T T TGCTTGTGCTACACATCCATTA
GGTCATCAAGGGACTCACCTTGTCAAGTTACTCAGAGATTCAGEGC TGATATAARGGTTTC
ATCTTGACATACGCTTTCATGATGACAGAAAGCAGGEAAGAGAAGGTGETGAGCCATATG
CTTTCTCCCCCTTCTATCCAGARATGACACATACTCACATTTCATTCGCCAGAGAAATTA
ACATGGCCCCTCCTAAGTTCAAATGGATAGAGARAATGCCTTCCTACCAGGTGCCCACAAT
TAGAAGAGCAAACATTTGTGAACAGTTCTGAGTACCACAAATACCGTTATCTTTCCACTT
AAGTCTTCTGTTTCACTCAGTAGTGCTTTAAACTTTTC T TCATATGTTTTTCAGTGTTTC
TTGTTGAATTTCTTGATATTTTATCATGTTTGTTCECTACTGGCAGTAGCCTTTITTTCCA
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TTTCATTTTCTCGCTGGTTTCATTGCTGGTTGTTTTTTTGTTTIGTTTTGTTTTTGAGAT
GGAGTCTCACTCTGTCGCCCAGGCTGGAGTGCAGTGTCACAATCTCGGCTCACTGCAACC
TCTGCCTCCCAGGTTCAAGCCGATTCTTCTTTCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGATTACAG,
GCATGTGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTTATATTTTTAGTAGAGATGGGETTTCTCCAT
GTTGGTCACGGCTGGTCTCARAACTCCCAATCTCAGGTGATCCGCCTGCCTCTGCCTTCCARA
AGTGCTGGGATTATAGACATGAGCCACCGTGCCTGGCCTAGTTCTTATGGCGATGTATATG
TCTTTGGATTCATATGATATGTATATATGTTTATATTTCTACAAGTACATACCTAGGAGT
GGAATTGTTGGETCATAGCTTAATGCATGTTTTTCTGCCARACAGTTGTGTCAATTTCTG
TTTTCACCGCTGTGAATGAGAGTTGTTCTACCTTCTTGACAACACTTGATATTGTCAGTC
ATTTTAGCCATTCTGGTGAATTTATAGTGCTATTTCTGTGTGTGTAAGAGAGAGAATGAG
AGAGGGTGTTTCTGAGAAAACCAAAGCAACACTGTGAGAGTGTGTGTGTTTGTGAGARAAR
CCARARATACATACTACTGTGATTTCATTGGGAGARAATCTGTTTGGTATATCAAARARARAAG
TAGCTTAATTACTTCATCATTATTGGTTTAGGT

Figura 8 cont.
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SEQ ID NO:6

TAAGAACATTTTACACTCTTCAGTATARAGAAGTCAGAATACCCCTACCCTATCAGTAAR
GGCCTATAACTTACCATTAAARAGATGTCCTTAAAAACAGCATTCTCAGCTGGGCOCGGT
GGCTCACACCTTTGCTCCCAGTACTTTGGGAAGCCGAGGTGGGTGGATCACCTGAGGTCAG
GAGTTCGAGACCAGCCTGECCAACATGGCGAAAACCCATTTTCTC TACTARAAATACAAR
AATTAGCCGGGCATGGETGGCGGETGCTTGTGGTCCCAGCTACTCAAGAGGCTGAGGTGEGS |
AGGATCACTGAGCCCAGGAGGTGGAGGCTGCATTGAGCCAAGATTGTGCCACTGCACTCC
AGECCTGGGTGACAGAGCGAGACTCTGTCTCAARARAACCARAACARARAMAACCCAGCAT
TCTTTAGTAAATAATTCATAGTTTTCTTCATCTAGAATTTARARTTGTGATAGTTGATCA .
GCATGTCCTGAGCACGTGTGTTTGCTGT TACTAGTTTAGATCGGTAGATGTGTATATAAG'
TTATAGGTATAAARATCAATCCTGAGTTGACACAAGGTTTTGATGTTCGAGTACAAGTACAG
TAAGTGTATATTTTTAGTTATGCTCTTAGT TTTAAGTCAATTGTGTGGTTCTTTCTAGCT
TTAGGATCTGTTGAATTATCTTCCTTAGARARGGGAGTTAAGAATCTTCACTTACCTATC
TTCTACTTGTTTGCAGAATAGARGAGTCCCTGTGCTAGCAGACTTTGTGAGTTTACTTCT
AATTTTCCATCTGAAAGACTGTTICTTSTTTTTCETGATGAAGTCTTGCTCTEGTCGCCCAG
GCTGEGAGTECAGTGGTGCAACCTTGGCTCACTGCAACCTCTGCCTCCCGEETTCAAGCAR
TTCTCCTGCCTCAGCCTCCCGAGTATCTGEGGATTACAGGTGCACACCACCACRACCTGGCT
AATTTTTGTATTTTCAGTAGAGACCGGGTTTCACCATGTTGGCCAGGCTGETCTCGAACT
CTTGACCTCATGATCAGCCCACCTCAGCCTTCCAAAGTGCTGGGATTACAGGTGTGAGCT
CCCACACTCGGCCGTTGITGTTTTITAAGAGACAGGGTCTCACTCTETCACCTAACCTGG
AGTACAGTGGCAATCATGGCTCACTGTAACCTCAAATGCCCGGCCTTAGTGAAGCGTTCT
TCCTGCCTTGGCCTCCCARAGTGCTGGGATTACAAGTGTGAGCCATGCATCCAGCTTGAA
AGACAGCTTCTTAGGCTTGATTTGTTTGGTTACAGG
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