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DESCRIPCION
Células que expresan vitamina K epoxido reductasa y uso de las mismas
Campo de la invencion

La presente invenciéon se refiere a células hospedantes que contienen acidos nucleicos aislados que codifican
vitamina K epodxido reductasa (VKOR), y a métodos de uso de las mismas.

Antecedentes de la invencion

La funcién de numerosas proteinas requiere la modificacion de multiples restos de acido glutamico a y-carboxi-
glutamato. Entre éstas, las proteinas de coagulacion dependientes de vitamina K (VKD), FIX (factor Christmas), FVII
y protrombina son las mejor conocidas. La observacion de que la genosupresion del gen de la proteina Gla de la
matriz da como resultado la calcificacion de las arterias del ratéon (Luo et al. (1997) “Spontaneous calcification of
arteries and cartilage in mice lacking matrix GLA proteina” Nature 386:78-81) enfatiza la importancia del ciclo de la
vitamina K para proteinas con funciones distintas de la coagulacién. Ademas, Gas6 y otras proteinas Gla de funcion
desconocida se expresan en el tejido neural, y la exposicion a warfarina in utero da como resultado retraso mental y
anomalias faciales. Esto es consistente con la observacion de que la expresion de VKD carboxilasa, la enzima que
consigue la modificacion de Gla, esta regulada temporalmente de una manera especifica de tejido con alta expresion
en el sistema nervioso durante las etapas embrionarias tempranas. De manera simultanea a la carboxilacion, la
vitamina K reducida, un cosustrato de la reaccién, se convierte en epdxido de vitamina K. Debido a que la cantidad
de vitamina K en la dieta humana es limitada, el epdxido de vitamina K debe convertirse de nuevo en vitamina K
mediante la vitamina K epoxido reductasa (VKOR) para evitar su agotamiento. La warfarina, el farmaco
anticoagulante mas ampliamente usado, selecciona como diana la VKOR y evita la regeneracion de la vitamina K. La
consecuencia es una disminucién en la concentraciéon de vitamina K reducida, lo que da como resultado una tasa de
carboxilacion reducida mediante la y-glutamil carboxilasa y la produccion de proteinas dependientes de vitamina K
infracarboxiladas.

En los Estados Unidos de América solo, la warfarina se prescribe a mas de un millon de pacientes al afio, y en
Holanda se ha dado a conocer que aproximadamente el 2% de la poblacion esta recibiendo una terapia con
warfarina a largo plazo. Debido a que la dosis de warfarina requerida para un nivel terapéutico de anticoagulacion
varia enormemente entre los pacientes, la utilizacion de warfarina va acompanada de un riesgo significativo de
efectos secundarios. Por ejemplo, se ha dado a conocer que tras el inicio de la terapia con warfarina se producian
episodios de hemorragias importantes en 1-2% de los pacientes, y se producia la muerte en 0,1-0,7% de los
pacientes. A pesar de los peligros, se ha estimado que el uso de warfarina puede prevenir 20 apoplejias por episodio
de hemorragia inducida, y probablemente esta utilizandose menos de lo debido por el miedo a la hemorragia
inducida.

La presente invencion resuelve los defectos previos en la técnica al proporcionar métodos y composiciones para
correlacionar polimorfismos de un solo nucleétido en un sujeto con una sensibilidad mayor o menor a wuarfarina,
permitiendo de ese modo una determinacién mas exacta y rapida de dosis terapéuticas y de mantenimiento de
warfarina con un riesgo reducido para el sujeto.

Sumario de la invencién

La presente descripcion ensefia un método para identificar un sujeto humano que tiene una sensibilidad mayor o
menor a warfarina, que comprende detectar en el sujeto la presencia de un polimorfismo de un solo nucledétido en el
gen de VKOR, en el que el polimorfismo de un solo nucledtido esta correlacionado con una sensibilidad mayor o
menor a warfarina, identificando de ese modo el sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

Adicionalmente se proporciona un método para identificar un sujeto humano que tiene una sensibilidad mayor o
menor a warfarina, que comprende: a) correlacionar la presencia de un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen
de VKOR con una sensibilidad mayor o menor a warfarina; y b) detectar el polimorfismo de un solo nucleétido de la
etapa a) en el sujeto, identificando de ese modo un sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

En una realizacion adicional, la descripcion ensefia un método para identificar un polimorfismo de un solo nucleétido
en el gen de VKOR correlacionado con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende:

a) identificar un sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina;
b) detectar en el sujeto la presencia de un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de VKOR; y

c) correlacionar la presencia del polimorfismo de un solo nucleétido de la etapa b) con la sensibilidad mayor o
menor a warfarina en el sujeto, identificando de ese modo un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de
VKOR correlacionado con una sensibilidad mayor o menor a warfarina.
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Ademas, la presente descripcion se refiere a un método para correlacionar un polimorfismo de un solo nucleétido en
el gen de VKOR de un sujeto con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende: a) identificar un
sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina; b) determinar la secuencia nucleotidica del gen de
VKOR del sujeto de (a); c) comparar la secuencia nucleotidica de la etapa (b) con la secuencia nucleotidica de tipo
salvaje del gen de VKOR; d) detectar un polimorfismo de un solo nucleétido en la secuencia nucleotidica de (b); y e)
correlacionar el polimorfismo de un solo nucleétido de (d) con una sensibilidad mayor o menor a warfarina en el
sujeto de (a).

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a un acido nucleico aislado que codifica vitamina K
epoxido reductasa (VKOR), particularmente VKOR de mamifero (por ejemplo, humana, ovina, bovina, de mono,
etc.). Los ejemplos incluyen (a) acidos nucleicos como se describen aqui, tales como acidos nucleicos aislados que
tienen la secuencia nucleotidica como se expone en SEC ID NO: 8 o SEC ID NO: 9; (b) acidos nucleicos que se
hibridan a acidos nucleicos aislados de (a) anteriores o el complemento de los mismos (por ejemplo, en condiciones
rigurosas), y/o tienen identidad de secuencia sustancial con acidos nucleicos de (a) anteriores (por ejemplo, son 80,
85, 90, 95 6 99% idénticos a los acidos nucleicos de (a) anteriores), y codifican una VKOR; y (c) acidos nucleicos
que difieren de los acidos nucleicos de (a) o (b) anteriores debido a la degeneracién del cddigo genético, pero
codifican una VKOR codificada por un acido nucleico de (a) o (b) anterior.

El término “rigurosa”’, como se usa aqui, se refiere a condiciones de hibridaciéon que son comprendidas
habitualmente en la técnica para definir las materias primas del procedimiento de hibridacién. Las condiciones de
rigurosidad pueden ser bajas, elevadas o medias, como esos términos son conocidos habitualmente en la técnica 'y
son bien reconocidos por el experto normal. Las condiciones de hibridacion de rigurosidad elevada que permitiran a
secuencias nucleotidicas homologas hibridarse a una secuencia nucleotidica como se da aqui son bien conocidas
en la técnica. Como ejemplo, la hibridacion de tales secuencias a las moléculas de acido nucleico descritas aqui se
puede llevar a cabo en 25% de formamida, 5X SSC, 5X de disolucion de Denhardt y 5% de sulfato de dextrano a
42°C, con condiciones de lavado de 25% de formamida, 5X SSC y 0,1% de SDS a 42°C, para permitir la hibridacion
de secuencias de alrededor de 60%de homologia. Otro ejemplo incluye condiciones de hibridacion de 6X SSC, 0,1%
de SDS a alrededor de 45°C, seguido de condiciones de lavado de 0,2X SSC, 0,1% de SDS a 50-65°C. Otro ejemplo
de condiciones rigurosas esta representado por una rigurosidad de lavado de 0,3 M de NaCl, 0,03M de citrato de
sodio, 0,1% de SDS a 60-70°C usando un ensayo de hibridaciéon estandar (véase SAMBROOK et al., EDS,,
MOLECULAR CLONING: A LABORATORY MANUAL 22 ed. (Cold Spring Harbor, NY 1989). En diversas
realizaciones, las condiciones rigurosas pueden incluir, por ejemplo, condiciones muy rigurosas (es decir, rigurosidad
elevada) (por ejemplo, hibridacion a ADN unido al filtro en 0,5 M de NaHPOy4, 7% de dodecilsulfato de sodio (SDS), 1
mM de EDTA a 65°C, y un lavado en 0,2xSSC/0,1% de SDS a 68°C), y/o condiciones moderadamente rigurosas (es
decir, rigurosidad media) (por ejemplo, lavado en 0,2xSSC/0,1% de SDS a 42°C).

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a un acido nucleico recombinante que comprende un
acido nucleico que codifica vitamina K epdxido reductasa como se describe aqui, asociado operativamente a un
promotor heterélogo.

Un aspecto adicional de la presente invencion es una célula que contiene y expresa un acido nucleico recombinante
como se define en las reivindicaciones anejas. Las células adecuadas incluyen células vegetales, de animales, de
mamiferos, de insectos, de levaduras y bacterianas.

Un aspecto adicional de la presente invencion se refiere a un oligonucleétido que se hibrida a un acido nucleico
aislado que codifica VKOR como se describe aqui.

Un aspecto adicional de la presente descripcion se refiere a VKOR aislada y purificada (por ejemplo, VKOR
purificada hasta homogeneidad) codificada por un acido nucleico como se describe aqui. Por ejemplo, la VKOR de
esta descripcion puede comprender la secuencia de aminoacidos como se expone en SEC ID NO: 10.

Un aspecto adicional de la presente invencién es un método para obtener una proteina dependiente de vitamina K,
que comprende cultivar una célula hospedante que expresa un acido nucleico que codifica una proteina dependiente
de vitamina K como se define en las reivindicaciones anejas en presencia de vitamina K y produce una proteina
dependiente de vitamina K, y luego recoger del cultivo la proteina dependiente de vitamina K, conteniendo y
expresando la célula hospedante un acido nucleico heterélogo que codifica carboxilasa dependiente de vitamina K, y
conteniendo y expresando ademas la célula hospedante un acido nucleico heterélogo que codifica vitamina K
epoxido reductasa (VKOR), y producir VKOR tal como se describe en el presente documento.

Breve descripcion de los dibujos

Figuras 1A-D. Comparacion de dosis de warfarina en sujetos de tipo salvaje, heterocigotos y homocigotos
para SNPs vk2581, vk3294 y vk4769, asi como comparacion de dosis de warfarina en sujetos de tipo salvaje
y heterocigotos para P450 2Y9.

Figura 2. Para cada uno de los 13 conjuntos de ARNip, se transfectaron tres frascos T7 que contenian células
A549 y se determind la actividad de VKOR tras 72 h. El ensayo de VKOR us6 vitamina K epoxido 25 uM. Un
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conjunto de ARNip especifico para el gen gi:13124769 redujo la actividad de VKOR en 64%-70% en ocho
repeticiones.

Figura 3. Transcurso de tiempo de la inhibicion de la actividad de VKOR mediante el conjunto de ARNip
especifico para gi:13124769 en células A549. La actividad de VKOR disminuyé de manera continua durante
este periodo de tiempo, mientras que el nivel de su ARNm disminuyé rapidamente hasta alrededor de 20%
del normal. Para este ensayo se us6 vitamina K epoxido 25 uM. El ARNip no afecté a la actividad de VKD
carboxilasa o al nivel de ARNm de lamin A/C.

Figura 4. Se detectd actividad de VKOR cuando se expresé mGC_11276 en células de insecto Sf9. Se
usaron ~1X10° células en este ensayo. Las reacciones se llevaron a cabo usando KO 32 uM a 30°C durante
30 minutos en tampodn D. Las células Sf9 del blanco sirvieron como control negativo, y las células A549 como
referencia.

Figura 5. Inhibicién de VKOR mediante warfarina. Se realizaron las reacciones usando 1,6 mg de proteinas
microsomales preparadas a partir de células VKOR_Sf9, KO 60 uM y diversas concentraciones de warfarina
a 30°C durante 15 minutos en tampén D.

Descripcion detallada de la invencion

» o«

Como se usa en el presente documento, “un”, “una” o “el/la” pueden significar uno o mas de uno. Por ejemplo, “una”
célula puede significar una unica célula o una multiplicidad de células.

La presente invencion se explica con mayor detalle a continuacion. Esta descripcion no pretende ser un catalogo
detallado de todas las diferentes formas en las que la invencidén puede ponerse en practica, o todas las
caracteristicas que pueden afadirse a la presente invencion. Por ejemplo, las caracteristicas ilustradas con respecto
a una realizacion pueden incorporarse en otras realizaciones, y las caracteristicas ilustradas con respecto a una
realizacion particular pueden eliminarse de esa realizacion. Ademas, numerosas variaciones y adiciones a las
diversas realizaciones sugeridas en el presente documento resultaran evidentes para los expertos en la técnica a la
vista de la presente descripcion que no se apartan de la presente invencion. Por tanto, la siguiente memoria
descriptiva esta destinada a ilustrar algunas realizaciones particulares de la invencién, y no especificar
exhaustivamente todas las permutaciones, combinaciones y variaciones de la misma.

El “Listado de Secuencias” adjuntoa al presente documento forma una parte de la presente memoria descriptiva
como si se expusiese completamente en la misma.

La presente invencion puede llevarse a cabo basandose en la presente descripcion y utilizando ademas métodos,
componentes y caracteristicas conocidos en la técnica, incluyendo pero sin limitarse a los descritos en la patente US
n® 5.268.275 concedida a Stafford y Wu, y la patente US n° 6.531.298 concedida a Stafford y Chang.

Tal como se usa en el presente documento, “acidos nucleicos” abarca tanto ARN como ADN, incluyendo ADNc, ADN
gendmico, ADN sintético (por ejemplo, sintetizado quimicamente) y quimeras de ARN y ADN. El acido nucleico
puede ser bicatenario o monocatenario. Cuando es monocatenario, el acido nucleico puede ser una cadena sentido
o una cadena antisentido. El acido nucleico puede sintetizarse usando analogos o derivados de oligonucledétidos (por
ejemplo, nucleédtidos de fosforotioato o inosina). Tales oligonucledtidos pueden usarse, por ejemplo, para preparar
acidos nucleicos que tienen capacidades de apareamiento de bases alteradas o resistencia aumentada a nucleasas.

Un “acido nucleico aislado” es un ADN o ARN que no es inmediatamente contiguo a ambas secuencias codificantes
con las que es inmediatamente contiguo (una en el extremo 5’ y otra en el extremo 3’) en el genoma de origen
natural del organismo del que deriva. De este modo, en una realizacién, un acido nucleico aislado incluye algunas de
o todas las secuencias no codificantes en 5’ (por ejemplo, promotoras) que son inmediatamente contiguas a la
secuencia codificante. La expresion incluye por tanto, por ejemplo, un ADN recombinante que se incorpora en un
vector, en un virus o plasmido de replicacion auténoma, o en el ADN gendmico de un procariota o eucariota, o que
existe como una molécula separada (por ejemplo, un ADNc o un fragmento de ADN gendmico producido mediante
PCR o tratamiento con endonucleasas de restriccion), independiente de otras secuencias. También incluye un ADN
recombinante que es parte de un gen hibrido que codifica una secuencia polipeptidica adicional.

El término “aislado” puede referirse a un acido nucleico o polipéptido que esta sustancialmente libre de material
celular, material viral o medio de cultivo (cuando se produce mediante técnicas de ADN recombinante), o
precursores quimicos u otros productos quimicos (cuando se sintetiza quimicamente). Ademas, un “fragmento de
acido nucleico aislado” es un fragmento de acido nucleico que no se produce de manera natural como fragmento y
que no se encontraria en estado natural.

El término “oligonucledtido” se refiere a una secuencia de acido nucleico de al menos alrededor de seis nucledtidos a
alrededor de 100 nucledtidos, por ejemplo de alrededor de 15 a 30 nucledtidos, o alrededor de 20 a 25 nucleétidos,
que puede usarse, por ejemplo, como un cebador en una amplificacion por PCR, o como sonda en un ensayo de
hibridaciéon o en una micromatriz. Los oligonucleétidos pueden ser naturales o sintéticos, por ejemplo ADN, ARN,
cadenas principales modificadas, etc.
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Cuando se afirma que una secuencia de nucledtidos particular tiene un porcentaje de identidad especifica con
respecto a una secuencia de nucleétidos de referencia, el porcentaje de identidad esta en relacion con la secuencia
de nucledtidos de referencia. Por ejemplo, una secuencia de nucledtidos que es el 50%, 75%, 85%, 90%, 95% o
99% idéntica a una secuencia de nucleétidos de referencia que tiene 100 bases de longitud puede tener 50, 75, 85,
90, 95 6 99 bases que son completamente idénticas a una secuencia de 50, 75, 85, 90, 95 6 99 nucledtidos de la
secuencia de nucledtidos de referencia. La secuencia de nucleétidos también puede ser una secuencia de
nucledtidos de 100 bases de longitud que es el 50%, 75%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a la secuencia de
nucledtidos de referencia a lo largo de toda su longitud. Por supuesto, hay otras secuencias de nucleotidos que
cumpliran también los mismos criterios.

Una secuencia de acido nucleico que es “sustancialmente idéntica” a una secuencia de nucleétidos de VKOR es al
menos el 80%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntica a la secuencia de nucleétidos de SEC ID NO:8 6 9. Para fines de
comparacion de acidos nucleicos, la longitud de la secuencia de acido nucleico de referencia sera generalmente de
al menos 40 nucledtidos, por ejemplo al menos 60 nucledtidos o0 mas nucledtidos. La identidad de secuencia puede
medirse usando software de analisis de secuencias (por ejemplo, paquete de software de andlisis de secuencias del
Genetics Computer Group, University of Wisconsin Biotechnology Center, 1710 University Avenue, Madison, Wis.
53705).

Tal como se conoce en la técnica, pueden usarse varios programas diferentes para identificar si un acido nucleico o
aminoacido tiene similitud o identidad de secuencia con respecto a una secuencia conocida. La similitud o identidad
de secuencia puede determinarse usando técnicas convencionales conocidas en la técnica, incluyendo, pero sin
limitarse a, el algoritmo de identidad de secuencia local de Smith y Waterman, Adv. Appl. Math. 2, 482 (1981),
mediante el algoritmo de alineacién de identidad de secuencia de Needleman y Wunsch, J. Mol. Biol. 48,443 (1970),
mediante el método de busqueda por similitud de Pearson y Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85, 2444 (1988),
mediante implementaciones informatizadas de estos algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA y TFASTA en el paquete de
software de Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Drive, Madison, WI), el programa de
secuencias Best Fit descrito por Devereux et al., Nucl. Acid Res. 12, 387-395 (1984), preferiblemente usando los
parametros por defecto, o mediante inspeccion.

Un ejemplo de un algoritmo util es PILEUP. PILEUP crea una alineacion de secuencias multiples a partir de un grupo
de secuencias relacionadas usando alineaciones por parejas, progresivas. También puede representar graficamente
un arbol que muestra las relaciones de agrupamiento usadas para crear la alineacion. PILEUP usa una simplificacion
del método de alineacion progresiva de Feng y Doolittle, J. Mol. Evol. 35, 351-360 (1987); el método es similar al
descrito por Higgins y Sharp, CABIOS 5, 151-153 (1989).

Otro ejemplo de un algoritmo util es el algoritmo BLAST, descrito en Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410, (1990)
y Karlin et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 5873-5787 (1993). Un programa de BLAST particularmente util es el
programa WU-BLAST-2 que se obtuvo de Altschul et al., Methods in Enzymology, 266, 460-480 (1996). WU- BLAST-
2 usa varios parametros de busqueda, que se fijan preferiblemente en los valores por defecto. Los parametros son
valores dinamicos y se establecen mediante el propio programa dependiendo de la composicion de la secuencia
particular y la composicion de la base de datos particular en la que esta buscandose la secuencia de interés; sin
embargo, los valores pueden ajustarse para aumentar la sensibilidad. Un algoritmo util adicional es BLAST con
saltos, tal como se da a conocer por Altschul et al. Nucleic Acids Res. 25, 3389-3402.

También puede usarse el programa CLUSTAL para determinar la similitud de secuencia. Este algoritmo se describe
por Higgins et al. (1988) Gene 73:237; Higgins et al. (1989) CABIOS 5:151-153; Corpet et al. (1988) Nucleic Acids
Res. 16: 10881-90; Huang et al. (1992) CABIOS 8: 155-65; y Pearson et al. (1994) Meth. Mol. Biol. 24: 307-331.

Ademas, para secuencias que contienen o bien mas o bien menos nucleétidos que los acidos nucleicos descritos en
el presente documento, se entiende que, en una realizacion, el porcentaje de identidad de secuencia se determinara
basandose en el nimero de nucleétidos idénticos en relacion con el nimero total de bases nucleotidicas. De este
modo, por ejemplo, la identidad de secuencia de secuencias mas cortas que una secuencia dada a conocer
especificamente en el presente documento se determinara usando el nimero de bases nucleotidicas en la
secuencia mas corta, en una realizacion. En calculos del procentaje de identidad, no se asigna peso relativo a
diversas manifestaciones de la variacién de secuencia, tales como, inserciones, supresiones, sustituciones, etc.

Los polipéptidos VKOR de la descripcion incluyen, pero no se limitan a, polipéptidos recombinantes, péptidos
sintéticos y polipéptidos naturales. La invencion también engloba secuencias de acido nucleico que codifican formas
de polipéptidos VKOR en los que se alteran o suprimen secuencias de aminoacidos que se producen de manera
natural. Los acidos nucleicos preferidos codifican polipéptidos que son solubles en condiciones fisiolégicas normales.
También estan dentro de la descripcidon acidos nucleicos que codifican proteinas de fusién en las que toda o una
parte de VKOR se fusiona a un polipéptido no relacionado (por ejemplo, un polipéptido marcador o una pareja de
fusion) para crear una proteina de fusion. Por ejemplo, el polipéptido puede fusionarse a una etiqueta de hexa-
histidina para facilitar la purificacion de polipéptidos expresados de manera bacteriana, o a una etiqueta de
hemaglutinina para facilitar la purificacion de polipéptidos expresados en células eucariotas, o a una etiqueta de
HPC4 para facilitar la purificacion de polipéptidos mediante cromatografia de afinidad o inmunoprecipitacion. Se
describen también polipéptidos aislados (y los acidos nucleicos que codifican estos polipéptidos) que incluyen una
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primera porcién y una segunda porcion; la primera porcion incluye, por ejemplo, todo o una porcién de un polipéptido
VKOR, y la segunda porcion incluye, por ejemplo, un marcador detectable.

La pareja de fusion puede ser, por ejemplo, un polipéptido que facilita la secrecion, por ejemplo una secuencia
secretora. Un polipéptido fusionado de este tipo se denomina normalmente preproteina. La secuencia secretora
puede escindirse por la célula para formar la proteina madura. Se describen también acidos nucleicos que codifican
VKOR fusionados a una secuencia de polipéptido para producir una preproteina inactiva. Las preproteinas pueden
convertirse en la forma activa de la proteina mediante la eliminacién de la secuencia inactivante.

La descripcion también incluye acidos nucleicos que se hibridan, por ejemplo, en condiciones de hibridacion
rigurosas (tal como se define en el presente documento) con toda o una porcion de la secuencia de nucleétidos de
SEC ID NOS: 1-6, 8 6 9 o sus complementos. En realizaciones particulares, la porcion de hibridacién del acido
nucleico de hibridaciéon es normalmente de al menos 15 (por ejemplo, 20, 30 6 50) nucleétidos de longitud. La
porcién de hibridacién del acido nucleico de hibridaciéon es al menos 80%, por ejemplo, al menos 95%, al menos
98% o0 100% idéntica a la secuencia de una porcién o todo un acido nucleico que codifica un polipéptido VKOR. Los
acidos nucleicos de hibridacion del tipo descrito en el presente documento pueden usarse, por ejemplo, como sonda
de clonacion, como cebador (por ejemplo, cebador de PCR) o como sonda de diagndstico. También se incluyen
dentro de la descripcion ARN inhibidores pequefios (ARNip) y/o ARN antisentido que inhiben la funcién de VKOR, tal
como se determina, por ejemplo, en un ensayo de actividad, tal como se describe en el presente documento y como
se conoce en la técnica.

La invencion muestra células, por ejemplo, células transformadas, que contienen un acido nucleico como se define
en las reivindicaciones anejas. Una “célula transformada” es una célula en la que (o en un antecesor de la cual) se
ha introducido, por medio de técnicas de acido nucleico recombinante, un acido nucleico que codifica todo o parte de
un polipéptido VKOR, y/o un acido nucleico antisentido o ARNip. Se incluyen células tanto procariotas como
eucariotas, por ejemplo, de bacterias, levaduras, insectos, ratones, ratas, seres humanos, plantas y similares.

La descripcion también incluye constructos de acido nucleico (por ejemplo, vectores y plasmidos) que incluyen un
acido nucleico de la invencion que esta operativamente unido a elementos de control de la transcripcion y/o
traduccion para permitir la expresion, por ejemplo, vectores de expresion. Por “operativamente unido” quiere decirse
que un acido nucleico seleccionado, por ejemplo una molécula de ADN que codifica un polipéptido VKOR, se coloca
adyacente a uno o mas elementos reguladores, por ejemplo un promotor, que dirige la transcripcion y/o traduccion
de la secuencia, de manera que los elementos reguladores pueden controlar la transcripcion y/o traduccion del acido
nucleico seleccionado.

La presente descripcion se refiere ademas a fragmentos u oligonucledtidos de los acidos nucleicos de esta
invencion, que pueden usarse como cebadores o sondas. De este modo, en algunas realizaciones, un fragmento u
oligonucledtido de esta invencion es una secuencia de nucleétidos que tiene al menos 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 100, 125, 150, 175, 200, 250, 300, 350,400,450, 500, 550, 600, 650, 700,750, 800,
850, 900, 1000, 1500, 2000, 2500 6 3000 nucledtidos contiguos de la secuencia de nucledtidos expuesta en SEC ID
NO:8 o SEC ID NO:9. Los ejemplos de oligonucledtidos de esta descripcion estan contenidos en el Listado de
Secuencias incluido con el presente documento. Tales fragmentos u oligonucledtidos pueden modificarse o
marcarse de manera detectable, por ejemplo, para que incluyan y/o incorporen un sitio de escision de enzimas de
restriccion cuando se emplean como cebador en un ensayo de amplificacion (por ejemplo, PCR).

La descripcion también incluye polipéptidos VKOR purificados o aislados, tales como, por ejemplo, un polipéptido
que comprende, que consiste esencialmente en y/o que consiste en la secuencia de aminoacidos de SEC 1D NO:10,
o un péptido o fragmento bioldgicamente activo de la misma. Tales fragmentos o péptidos tienen normalmente al
menos alrededor de diez aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de SEC ID NO:10 (por ejemplo, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 75, 85, 95, 100, 125 6 150 aminoacidos de la secuencia de aminoacidos de SEC ID
NO:10) y pueden ser péptidos o un fragmento de aminoacidos contiguos de la secuencia de aminoacidos de la
proteina VKOR (por ejemplo, tal como se expone en SEC ID NO:10). La actividad biolégica de un fragmento o
péptido de esta invencion puede determinarse segun los métodos proporcionados en el presente documento y tal
como se conocen en la técnica para identificar la actividad de VKOR. Los fragmentos y péptidos de la proteina
VKOR de esta descripcion también pueden ser activos como antigenos para la produccion de anticuerpos. La
identificacion de epitopos en un fragmento o péptido de esta descripcion se lleva a cabo mediante protocolos bien
conocidos, y estaria dentro del conocimiento de un experto habitual en la técnica.

Tal como se usa en el presente documento, tanto “proteina” como “polipéptido” significan cualquier cadena de
aminoacidos, independientemente de la longitud o modificacién postraduccional (por ejemplo, glucosilacion,
fosforilacion o N-miristilacion). De este modo, la expresion “polipéptido VKOR” incluye proteinas VKOR de longitud
completa que se producen de manera natural, respectivamente, asi como polipéptidos producidos de manera
recombinante o sintética que corresponden a una proteina VKOR de longitud completa que se produce de manera
natural, o a una porcién de un polipéptido VKOR que se produce de manera natural o sintético.

Un polipéptido o compuesto “purificado” o “aislado” es una composicion que tiene al menos 60% en peso del
compuesto de interés, por ejemplo un anticuerpo o polipéptido VKOR que esta separado o sustancialmente libre de
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al menos algunos de los otros componentes del virus u organismo que se produce de manera natural, por ejemplo
los componentes estructurales virales o celulares, u otros polipéptidos o acidos nucleicos cominmente encontrados
asociados con el polipéptido. Tal como se usa en el presente documento, el polipéptido “aislado” es al menos
alrededor de 25%, 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99% o mas puro (p/p). Preferiblemente,
la preparacion tiene al menos el 75% (por ejemplo, al menos el 90% o 99%) en peso del compuesto de interés. La
pureza puede medirse mediante cualquier método convencional apropiado, por ejemplo cromatografia en columna,
electroforesis en gel de poliacrilamida, o analisis de HPLC.

Los polipéptidos VKOR preferidos incluyen una secuencia sustancialmente idéntica a todo o una parte de un
polipéptido VKOR que se produce de manera natural. Los polipéptidos “sustancialmente idénticos” a las secuencias
de polipéptido VKOR descritas en el presente documento tienen una secuencia de aminoacidos que es al menos el
80% u 85% (por ejemplo, el 90%, 95% o 99%) idéntica a la secuencia de aminoacidos de los polipéptidos VKOR de
SEC ID NO: 10. Para fines de comparacion, la longitud de la secuencia de polipéptido VKOR de referencia sera
generalmente de al menos 16 aminoacidos, por ejemplo al menos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 75 6 100 aminoacidos.

En el caso de secuencias de polipéptido que son menores de 100% idénticas a una secuencia de referencia, las
posiciones no idénticas son preferiblemente, pero no necesariamente, sustituciones conservativas para la secuencia
de referencia. Las sustituciones conservativas incluyen normalmente, pero no se limitan a, sustituciones dentro de
los siguientes grupos: glicina y alanina; valina, isoleucina y leucina; acido aspartico y acido glutamico; asparagina y
glutamina; serina y treonina; lisina y arginina; y fenilalanina y tirosina.

Cuando se afirma que un polipéptido particular tiene un porcentaje de identidad especifica con respecto a un
polipéptido de referencia de una longitud definida, el porcentaje de identidad esta en relacién con el polipéptido de
referencia. De este modo, por ejemplo, un polipéptido que es 50%, 75%, 85%, 90%, 95% o 99% idéntico a un
polipéptido de referencia que tiene 100 aminoacidos de longitud puede ser un polipéptido de 50, 75, 85, 90, 95 6 99
aminoacidos que es completamente idéntico a una porcion de 50, 75, 85, 90, 95 6 99 aminoacidos de longitud del
polipéptido de referencia. Puede ser también un polipéptido de 100 aminoacidos de longitud que es 50%, 75%, 85%,
90%, 95% 0 99% idéntico al polipéptido de referencia a lo largo de toda su longitud. Por supuesto, otros polipéptidos
cumpliran también los mismos criterios.

La descripcion también incluye anticuerpos purificados o aislados que se unen especificamente a un polipéptido
VKOR de esta invencién o a un fragmento del mismo. Por “se une especificamente” se quiere decir que un
anticuerpo reconoce y se une a un antigeno particular, por ejemplo un polipéptido VKOR, o a un epitopo en un
fragmento o péptido de un polipéptido VKOR, pero no reconoce sustancialmente ni se une a otras moléculas en una
muestra. En una realizacion, el anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, y en otras realizaciones, el anticuerpo es un
anticuerpo policlonal. La producciéon de anticuerpos tanto monoclonales como policlonales, incluyendo anticuerpos
quiméricos, anticuerpos humanizados, anticuerpos monocatenarios, anticuerpos biespecificos, fragmentos de
anticuerpos, etc., es bien conocida en la técnica.

En otro aspecto, la descripcion incluye un método para detectar un polipéptido VKOR en una muestra. Este método
comprende poner en contacto la muestra con un anticuerpo que se une especificamente a un polipéptido VKOR, o a
un fragmento del mismo, en condiciones que permiten la formaciéon de un complejo entre un anticuerpo y VKOR; y
detectar la formacion de un complejo, si lo hay, como deteccion de un polipéptido VKOR o un fragmento del mismo
en la muestra. Tales inmunoensayos son bien conocidos en la técnica, e incluyen ensayos de inmunoprecipitacion,
ensayos de inmunotransferencia, ensayos de inmunomarcaje, ELISA, etc.

La presente descripcion también se refiere a un método para detectar un acido nucleico que codifica un polipéptido
VKOR en una muestra, que comprende poner en contacto la muestra con un acido nucleico de esta invenciéon que
codifica VKOR o un fragmento de la misma, o un complemento de un acido nucleico que codifica VKOR o un
fragmento de la misma, en condiciones mediante las cuales se puede formar un complejo de hibridacién, y detectar
la formacién de un complejo de hibridacion, detectando de ese modo un acido nucleico que codifica un polipéptido
VKOR en una muestra. Tales ensayos de hibridacion son bien conocidos en la técnica, e incluyen ensayos de
deteccion de sondas y ensayos de amplificacion de acidos nucleicos.

También esta englobado por la invencion un método para obtener un gen relacionado con (es decir, un homdlogo
funcional de) el gen de VKOR. Tal método supone obtener o producir una sonda marcada de forma detectable que
comprende un acido nucleico aislado que codifica toda o una porcion de VKOR, o un homoélogo de la misma;
identificar una libreria de fragmentos de acidos nucleicos con la sonda marcada, en condiciones que permitan la
hibridacién de la sonda a los fragmentos de acidos nucleicos en la libreria, formando de ese modo duplex de acidos
nucleicos; aislar duplex marcados, si los hay; y preparar una secuencia génica de longitud completa a partir de los
fragmentos de acido nucleico en cualquier duplex marcado para obtener un gen relacionado con el gen de VKOR.

Un aspecto adicional de la presente invencion es un método de preparacién de una proteina dependiente de
vitamina K, que comprende cultivar una célula hospedante que expresa un acido nucleico que codifica una proteina
dependiente de vitamina K, como se define en las reivindicaciones anejas, en presencia de vitamina K y produce una
proteina dependiente de vitamina K, y luego recoger del cultivo la proteina dependiente de vitamina K, conteniendo y
expresando la célula hospedante un acido nucleico heterélogo que codifica carboxilasa dependiente de vitamina K, y
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conteniendo y expresando ademas la célula hospedante un acido nucleico heterélogo que codifica vitamina K
epoxido reductasa (VKOR), y producir VKOR tal como se describe en el presente documento. La expresion del acido
nucleico que codifica VKOR y la produccion de la VKOR provoca que la célula produzca mayores niveles de la
proteina dependiente de vitamina K que los que produciria en ausencia de la VKOR.

De este modo, la presente invencion proporciona también un método de produccién de una proteina dependiente de
vitamina K, que comprende:

a) introducir en una célula un acido nucleico que codifica una proteina dependiente de vitamina K como se
define en las reivindicaciones anejas, en condiciones por las que se expresa el acido nucleico y la proteina
dependiente de vitamina K se produce en presencia de vitamina K, en el que la célula comprende un acido
nucleico heterélogo que codifica carboxilasa dependiente de vitamina K y comprende ademas un acido
nucleico heterdlogo que codifica vitamina K epoxido reductasa; y

b) recoger opcionalmente de la célula la proteina dependiente de vitamina K. La proteina dependiente de
vitamina K que puede producirse puede ser cualquier proteina dependiente de vitamina K conocida ahora o
identificada mas adelante como tal, incluyendo, pero sin limitarse a, Factor VII, Factor IX, Factor X, Proteina
C, Proteina S y protrombina, en cualquier combinacién. Puede usarse cualquier célula hospedante que pueda
transformarse con los acidos nucleicos descritos tal como se describe en el presente documento, aunque en
algunas realizaciones pueden usarse células hospedantes no humanas o incluso no de mamifero. Los acidos
nucleicos que codifican carboxilasa dependiente de vitamina K, y los acidos nucleicos que codifican proteinas
dependientes de vitamina K, tal como se describen en el presente documento, se conocen bien en la técnica,
y su introduccién en células para su expresion se llevaria a cabo segun protocolos de rutina.

Ciertas realizaciones de esta descripcion se basan en el descubrimiento de los inventores de que una dosis
terapéutica de warfarina de los sujetos para terapia anticoagulaciéon se puede correlacionar con la presencia de uno
o mas polimorfismos de un solo nucleétido en el gen de VKOR del sujeto. De este modo, la presente descripcion
también se refiere a un método para identificar un sujeto humano que tiene una sensibilidad mayor o menor a
warfarina, que comprende detectar en el sujeto la presencia de un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) en el
gen de VKOR, en el que el polimorfismo de un solo nucledtido esta correlacionado con una sensibilidad mayor o
menor a warfarina, identificando de ese modo al sujeto por tener sensibilidad mayor o menor a warfarina.

Un ejemplo de un SNP correlacionado con una mayor sensibilidad a warfarina es una alteracion G — C en el
nucledtido 2581 (SEC ID NO: 12) (en el intron 2 del gel de VKOR; numero de acceso de GenBank refSNP ID:
rs8050894) de la secuencia nucleotidica de SEC ID NO: 11, que es una secuencia de referencia que engloba la
secuencia gendmica de SEC ID NO: 8 y aproximadamente 1000 nucledtidos precedentes y siguientes a esta
secuencia. Esta secuencia se puede situar por tener la posicion genémica “cromosoma humano 16p11.2” o en el
mapa fisico en la base de datos de NCBI como cromosoma humano 16: 31009700-31013800.

Los ejemplos de SNPs correlacionados con una menor sensibilidad a warfarina son la alteracion T — C en el
nucledtido 3294 (SEC ID NO: 13 (en el intron 2 del gen VKOR; ndmero de acceso de GenBank refSNP ID:
rs2359612) de la secuencia nucleotidica de SEC ID NO: 11, y una alteracién G — A en el nucleétido 4769 (SEC ID
NO: 14) (en la 3UTR del gen de VKOR; numero de acceso de GenBank refSNP ID: rs7294) de la secuencia
nucleotidica de SEC ID NO: 11.

Como se usa aqui, un sujeto que tiene una “mayor sensibilidad a warfarina” es un sujeto para el que una dosis
terapéutica o de mantenimiento adecuada de warfarina es menor que la dosis terapéutica o de mantenimiento de
warfarina que seria adecuada para un sujeto normal, es decir, un sujeto que no posey6 un SNP en el gen de VKOR
que imparte un fenotipo de mayor sensibilidad a warfarina. Por el contrario, como se usa aqui, un sujeto que tiene
una “menor sensibilidad a warfarina” es un sujeto para el que una dosis terapéutica o de mantenimiento adecuada
de warfarina es mayor que la dosis terapéutica o de mantenimiento de warfarina que seria adecuada para un sujeto
normal, es decir, un sujeto que no poseyé un SNP en el gen de VKOR que imparte un fenotipo de mayor sensibilidad
a warfarina. Un ejemplo de una dosis terapéutica tipica de warfarina para un sujeto normal es 35 mg por semana,
aunque esta cantidad puede variar (por ejemplo, en Aithal et al. (1999) Lancet 353:717-719 se describe un intervalo
de dosis de 3,5 a 420 mg por semana). Una dosis terapéutica de warfarina se puede determinar para un grupo de
estudio dado segun los métodos descritos aqui, que se pueden usar para identificar sujetos con dosis terapéuticas
de warfarina por encima o por debajo de esta dosis, identificando de ese modo sujetos que tienen sensibilidad menor
0 mayor a warfarina.

Se describe adicionalmente aqui un método para identificar un sujeto humano que tiene sensibilidad mayor o menor
a warfarina, que comprende: a) correlacionar la presencia de un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de
VKOR con una sensibilidad mayor o menor a warfarina; y b) detectar el polimorfismo de un solo nucledtido de la
etapa (a) en el sujeto, identificando de ese modo un sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

Ademas, la presente descripcion se refiere a un método para identificar un polimorfismo de un solo nucleétido en el
gen de VKOR correlacionado con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende: a) identificar un
sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina; b) detectar en el sujeto la presencia de un polimorfismo
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de un solo nucledtido en el gen de VKOR,; y c) correlacionar la presencia del polimorfismo de un solo nucleétido de la
etapa (b) con la sensibilidad mayor o menor a warfarina en el sujeto, identificando de ese modo un polimorfismo de
un solo nucleétido en el gen de VKOR correlacionado con una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

También se describe aqui un método para correlacionar un polimorfismo de un solo nucleétido en el gen de VKOR
de un sujeto con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende: a) identificar un sujeto que tiene
sensibilidad mayor o menor a warfarina; b) determinar la secuencia nucleotidica del gen de VKOR del sujeto de (a);
c) comparar la secuencia nucleotidica de la etapa (b) con la secuencia nucleotidica de tipo salvaje del gen de VKOR,;
d) detectar un polimorfismo de un solo nucleétido en la secuencia nucleotidica de (b); y e) correlacionar el
polimorfismo de un solo nucleétido de (d) con una sensibilidad mayor o menor a warfarina en el sujeto de (a).

Un sujeto se identifica por tener una sensibilidad mayor o menor a warfarina estableciendo una dosis terapéutica o
de mantenimiento de warfarina para terapia anticoagulacion segun protocolos bien conocidos, y comparando la dosis
terapéutica o de mantenimiento para ese sujeto con la dosis terapéutica o de mantenimiento de warfarina para
terapia anticoagulacion de una poblacion de sujetos normales (por ejemplo, sujetos que carecen de cualesquiera
SNPs en el gen de VKOR correlacionados con una sensibilidad mayor o menor a warfarina), a partir de lo cual se
calcula una dosis terapéutica o de mantenimiento promedio o media de warfarina. Un sujeto que tiene una dosis
terapéutica o de mantenimiento de warfarina que esta por debajo de la dosis terapéutica o de mantenimiento
promedio de warfarina (por ejemplo, la dosis de warfarina que es terapéutica o que proporciona un nivel de
mantenimiento para un sujeto que tiene un gen de VKOR de tipo salvaje, es decir, que carece de cualesquiera
polimorfismos de un solo nucleétido asociados con sensibilidad a warfarina) es un sujeto identificado por tener una
mayor sensibilidad a warfarina. Un sujeto que tiene una dosis terapéutica o de mantenimiento de warfarina que esta
por encima de la dosis terapéutica o de mantenimiento promedio de warfarina es un sujeto identificado por tener una
menor sensibilidad a warfarina. La dosis terapéutica o de mantenimiento promedio de warfarina para un sujeto con
un gen de VKOR de tipo salvaje se podria determinar facilmente por un experto en la técnica.

La secuencia nucleotidica del gen de VKOR de un sujeto se determina segun métodos estandar en la técnica, y
como se describe en los Ejemplos proporcionados aqui. Por ejemplo, se extrae ADN gendmico de células de un
sujeto, y se localiza el gen de VKOR y se secuencia segun protocolos conocidos. Los polimorfismos de un solo
nucledtido en el gen de VKOR se identifican mediante una comparaciéon de una secuencia del sujeto con la
secuencia de tipo salvaje como se conoce en la técnica (por ejemplo, la secuencia de referencia como se muestra
aqui como SEC ID NO: 11).

Un SNP en el gen de VKOR se correlaciona con una sensibilidad mayor o menor a warfarina identificando la
presencia de un SNP o multiples SNPs en el gen de VKOR de un sujeto también identificado por tener sensibilidad
mayor o menor a warfarina, es decir, que tiene una dosis de mantenimiento terapéutica de warfarina que esta por
encima o por debajo de la dosis promedio, y llevando a cabo un analisis estadistico de la asociacién del SNP o
SNPs con la sensibilidad mayor o menor a warfarina, segun métodos bien conocidos de analisis estadistico. Un
analisis que identifica una asociacion estadistica (por ejemplo, una asociacion significativa) entre el SNP o SNPs
(genotipo) y una sensibilidad mayor o menor a warfarina (fenotipo) establece una correlacion entre la presencia del
SNP o SNPs en un sujeto y una sensibilidad mayor o menor a warfarina en ese sujeto.

Se contempla que una combinacién de factores, incluyendo la presencia de uno o mas SNPs en el gen de VKOR de
un sujeto, se puede correlacionar con una sensibilidad mayor o menor a warfarina en ese sujeto. Tales factores
pueden incluir, pero no se limitan a, polimorfismos del citocromo p450 2C9, raza, edad, género, historial de
tabaquismo y hepatopatia.

De este modo, la presente descripcion también se refiere a un método para identificar un sujeto humano que tiene
sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende identificar en el sujeto la presencia de una combinacion de
factores correlacionada con una sensibilidad mayor o menor a warfarina seleccionados del grupo que consiste en
uno o mas polimorfismos de un solo nucleétido del gen de VKOR, uno o mas polimorfismos del citocromo p450 2C9,
raza, edad, género, historial de tabaquismo, hepatopatia, y cualquier combinacién de dos o mas de estos factores,
en el que la combinacion de factores esta correlacionada con una sensibilidad mayor o menor a warfarina.
identificando de ese modo al sujeto por tener una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

Se describe adicionalmente aqui un método para identificar un sujeto humano que tiene una sensibilidad mayor o
menor a warfarina, que comprende: a) correlacionar la presencia de una combinacién de factores con una
sensibilidad mayor o menor a warfarina, en el que los factores se seleccionan del grupo que consiste en uno o mas
polimorfismos de un solo nucleétido del gen de VKOR, uno o mas polimorfismos del citocromo p450 2C9, raza,
edad, género, historial de tabaquismo, hepatopatia, y cualquier combinacién de dos o mas de estos factores; y b)
detectar la combinacién de factores de la etapa (a) en el sujeto, identificando de ese modo un sujeto que tiene
sensibilidad mayor o menor a warfarina.

Ademas, la presente descripcion se refiere a un método para identificar una combinaciéon de factores
correlacionados con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, en el que los factores se seleccionan del grupo que
consiste en uno o mas polimorfismos de un solo nucledtido del gen de VKOR, uno o mas polimorfismos del
citocromo p450 2C9, raza, edad, género, historial de tabaquismo, hepatopatia, y cualquier combinacién de dos o
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mas de estos factores, que comprende: a) identificar un sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina;
b) detectar en el sujeto la presencia de una combinacién de los factores; y c) correlacionar la presencia de la
combinacion de factores de la etapa (b) con la sensibilidad mayor o menor a warfarina en el sujeto, identificando de
ese modo una combinacioén de factores correlacionados con una sensibilidad mayor o menor a warfarina.

También se describe aqui un método para correlacionar una combinacion de factores, en el que los factores se
seleccionan del grupo que consiste en uno o mas polimorfismos de un solo nucleétido del gen de VKOR, uno o mas
polimorfismos del citocromo p450 2C9, raza, edad, género, historial de tabaquismo, hepatopatia, y cualquier
combinacion de dos o mas de estos factores, con una sensibilidad mayor o menor a warfarina, que comprende: a)
identificar un sujeto que tiene una sensibilidad mayor o menor a warfarina; b) identificar la presencia de una
combinacion de los factores en el sujeto; y c) correlacionar la combinacion de los factores de (b) con una sensibilidad
mayor o menor a warfarina en el sujeto de (a).

Una combinacion de factores como se describen aqui se correlaciona con una sensibilidad mayor o menor a
warfarina identificando la presencia de la combinacion de factores en un sujeto también identificado por tener una
sensibilidad mayor o menor a warfarina, y llevando a cabo un analisis estadistico de la asociacion de la combinacion
de factores con la sensibilidad mayor o menor a warfarina, segiin métodos bien conocidos de analisis estadistico. Un
analisis que identifica una asociacion estadistica (por ejemplo, una asociacion significativa) entre la combinacion de
factores y el fenotipo de sensibilidad a warfarina (mayor o menor) establece una correlacién entre la presencia de la
combinacién de factores en un sujeto y una sensibilidad mayor o menor a warfarina en ese sujeto.

Se proporcionan adicionalmente aqui acidos nucleicos que codifican VKOR y que comprenden uno o mas SNPs
como se describen aqui. De este modo, la presente descripcion se refiere ademas a acidos nucleicos que
comprenden, que consisten esencialmente en, y/o que consisten en la secuencia nucleotidica como se expone en
SEC ID Nos: 12, 13, 14, 15y 16. Los acidos nucleicos pueden estar presentes en un vector, y el vector puede estar
presente en una célula. Se incluyen ademas proteinas codificadas por un acido nucleico que comprende una
secuencia nucleotidica como se expone en SEC ID Nos: 12, 13, 14, 15 y 16, asi como anticuerpos que se unen
especificamente a proteina codificada por un acido nucleico que comprende una secuencia nucleotidica como se
expone en SEC ID Nos: 12, 13, 14, 15y 16.

EJEMPLOS

EJEMPLO 1 CORRELACION ENTRE SNPS EN EL GEN DE VKOR Y SENSIBILIDAD MAYOR O MENOR A
WARFARINA

La isoforma mas prevalente del gen de VKOR tiene alrededor de 4 kb de longitud, tiene tres exones, y codifica una
enzima de 163 aminoacidos con una masa de 18,4 kDa. En el presente estudio, se examinaron tres mutaciones
vk2581 (G>C), vk3294(T>C) y vk4769 (G>A), identificadas como SNPs (relaciones de heterocigocidad de 46,9%,
46,8% y 46,3%, respectivamente), en busca de una correlacion entre su presencia en un sujeto y la dosis de
mantenimiento de warfarina requerida para lograr una respuesta terapéuticamente eficaz.

1. Seleccion de sujetos

Los sujetos se obtuvieron de la UNC Coagulation Clinic en el Centro de Salud Ambulatorio. Se obtuvo la autorizacion
escrita mediante un consejero genético entrenado. Los sujetos que no dominaban el inglés se excluyeron debido a la
falta de traductores y a la necesidad de la autorizacion. Para que fuesen idoneos para el estudio, los sujetos
recibieron warfarina durante al menos seis meses, fueron mayores de 18 afios, y se monitorizaron mediante la UNC
Coagulation Clinic en la Clinica de Cuidado Ambulatorio.

2. Extraccion de ADN gendmico de sangre completa

Se extrajeron ADN gendmicos a partir de la sangre completa de sujetos usando QlAamp DNA Blood Mini Kit
(QIAGEN cat#51104). La concentracion de ADN se ajusté a 10 ng/pl.

3. Secuenciacion de las muestras de ADN gendmico

Se usaron aproximadamente 10 ng de ADN para ensayos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Los
cebadores usados para amplificar el gen de VKOR fueron: Exén 1-5° CCAATCGCCGAGTCAGAGG (SEC ID NO:29)
y Exén 1-3 CCCAGTCCCCAGCACTGTCT (SEC ID NO:30) para la 5-UTR y la regiéon del Exén 1; Exén 2-5
AGGGGAGGATAGGGTCAGTG (SEC ID NO:31) y Ex6n 2-3 CCTGTTAGTTACCTCCCCACA (SEC ID NO:32) para
la region del Exon 2; y el Exdon 3-5 ATACGTGCGTAAGCCACCAC (SEC ID NO:33) y el Exon 3-3
ACCCAGATATGCCCCCTTAG (SEC ID NO:34) para la region del Exén 3 y 3'-UTR. Para detectar SNPs en el gen
de VKOR, se us6 secuenciacion de ADN mediante electroforesis capilar de alto rendimiento automatizada.

4. Deteccion de SNPs conocidas usando PCR en tiempo real
Los reactivos de ensayo para el genotipado de SNP procedieron del servicio Assay-by-Design™ (Applied

Biosystems, cat#4332072). Los cebadores y sondas (marcados con los colorantes FAM™ y VIC™) se disefiaron
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usando el software Primer Express, y se sintetizaron en un sintetizador de Applied Biosystems. Los pares de
cebadores para cada SNP se localizaron en la posicion en direccion 5'/en direccion 3’ del sitio de SNP, y pueden
generar menos de 100 pb de longitud de un fragmento de ADN en la reaccidon de PCR. Las sondas marcadas con
los colorantes FAM™ y VIC™ se disefiaron para cubrir los sitios de SNP con una longitud de 15-16 nt. Las
secuencias de los cebadores y de las sondas para cada SNP de VKOR se muestran en la Tabla 2.

En las reacciones de PCR se us6 la 2X TagMan™ Universal PCR Master Mix, No AmpErase UNG (Applied
Biosystems, cat#4324018). Se realizaron cuarenta ciclos de PCR en tiempo real en una maquina Opticon Il (MJ
Research). Hubo un precalentamiento a 95°C durante 10 minutos, seguido de 92°C durante 15 segundos, 60°C
durante 1 minuto, y después una lectura de placa. Los resultados se leyeron segun el valor de sefial de los
colorantes FAM y VIC.

5. Andlisis estadistico

La diferencia de dosis promedio entre diferentes genotipos se comparé mediante analisis de varianza (ANOVA)
usando SAS version 8.0 (SAS, Inc., Cary, NC). Un valor p de dos colas menor que 0,05 se considero significativo. El
examen de la distribucion y residuos para la dosis promedio de tratamiento entre los grupos de SNP indicé que fue
necesaria una transformacion logaritmica para satisfacer la suposicion de homogeneidad de varianza.

6. Correlacion de SNPs con la dosis de warfarina

Mediante secuenciacion directa de ADN gendmico y deteccion de SNP mediante PCR en tiempo real, se
identificaron cinco SNPs en el gen de VKOR: uno en la 5’-UTR, dos en el intrén 11, uno en la region codificante y uno
en la 3-UTR (Tabla 1).

Entre estos SNPs, el alelo de SNPs vk563 y vk4501 fue portado solamente por uno de los 58 sujetos del estudio (un
heterocigoto triple, que también porta el alelo de SNP 3’-UTR), mientras que los otros SNPs se identificaron en 17-25
pacientes heterocigotos.

Cada marcador se analizé en primer lugar de forma independiente. La Figura 1A muestra que la dosis promedio de
warfarina para pacientes con el alelo de tipo salvaje vk2581 fue 50,19 + 3,20 mg por semana (n = 26), mientras que
aquellos heterocigotos y homocigotos para este polimorfismo fueron 35,19 + 3,73 (n = 17) y 31,14 + 6,2 mg por
semana (n = 15), respectivamente. La Figura 1B muestra que la dosis promedio de warfarina para pacientes con el
alelo vk3294 de tipo salvaje fue 25,29 + 3,05 mg por semana (n = 11), mientras que los pacientes que poseen los
alelos heterocigotos y homocigotos fueron 41,68 + 4,92 (n = 25) y 47,73 + 2,75 mg por semana (n = 22),
respectivamente. La Figura 1C muestra que la dosis promedio de warfarina para pacientes con el alelo de tipo
salvaje de SNP vk4769 fue 35,35 + 4,01 mg por semana (n = 27), mientras que los pacientes con los alelos
heterocigotos y homocigotos requirieron 44,48 + 480 (n = 19) y 47,56 + 3,86 mg por semana (n = 12),
respectivamente. También se observd que P450 2C9*3 tiene un efecto significativo sobre la dosis de warfarina
(Figura 1D), como se da a conocer previamente (Joffe et al. (2004) “Warfarin dosing and cytochrome P450 2C9
polymorphism” Thromb Haemost 91:1123-1128). La dosis promedio de warfarina para pacientes con P450 2C9*1
(tipo salvaje) fue 43,82 + 2,75 mg por semana (n = 50), mientras que los pacientes heterocigotos para este alelo
requirieron 22,4 + 4,34 mg por semana (n = 8).

7. Andlisis estadistico

La asociacion del Loge (dosis promedio de warfarina)(LnDosis) con los SNPs en el gen de VKOR se examino
mediante analisis de varianza (ANOVA). Se us6 en primer lugar SAS para realizar un procedimiento repetido en el
que se examind una serie de factores (raza, género, historial de tabaquismo, hepatopatias, SNPs en el gen del
citocromo P450 2Y9, etc.) para identificar factores, excluyendo SNPs de VKOR, que pueden afectar a la dosis. P450
2C9*3 estaba significativamente asociado con la dosis promedio de warfarina. De este modo, se incluyé como una
covariante para el analisis posterior. El analisis indico que los tres SNPs de VKOR todavia estaban
significativamente asociados débilmente con la dosis de warfarina (vk2581, P < 0,0001; vk3294, P < 0,0001; y
vk4769, P = 0,0044), cuando se incluye la covarianza.

Para ensayar especificamente si los tres SNPs de VKOR estaban asociados de forma independiente con la dosis de
warfarina, se repitio el analisis en el que dos SNPs en el gen de VKOR se incluyeron como covariables para el otro
SNP. Los tres SNPs de VKOR estan situados en una distancia de dos kb entre si, y se espera que estén
estrechamente enlazados. Estaba claro a partir de la inspeccién que, al menos para caucasicos, un haplotipo (en el
que A = vk2581 guanina y a = vk2581 citosina; B = vk3294 timina y b = vk3924 citosina; C = vk4769 guaninay c =
vk4769 adenina) fue AAbbcc y el otro aaBBCC. Se encontré que la distribucion de SNPs individuales en pacientes
estaba significativamente correlacionada con los otros (R = 0,63-0,87, p < 0,001). De hecho, los sujetos con el
haplotipo AAbbcc (n = 7) necesitaron una dosis significativamente mayor de warfarina (dosis de warfarina = 48,98 +
3,93) en comparacion con aquellos pacientes con el haplotipo aaBBCC (25,29 + 3,05; p < 0,001).

EJEMPLO 2 DISENO Y SINTESIS DE ARNip
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Se seleccionaron ARNip usando una version avanzada de un algoritmo de disefio racional (Reynolds et al. (2004)
“Rational ARNip design for RNA interference” Nature Biotechnology 22:326-330). Para cada uno de los 13 genes, se
seleccionaron cuatro duplex de ARNip con las puntuaciones mas altas, y se realiz6é una busqueda BLAST usando la
base de datos Human EST. Para minimizar el potencial de efectos de silenciamiento fuera de diana, sdlo se
seleccionaron aquellas dianas de secuencia con mas de tres apareamientos erréneos frente a secuencias no
relacionadas (Jackson et al. (2003) “Expression profiling reveals off-target gene regulation by RNAi” Nat Biotechnol
21:635-7). Se sintetizaron todos los duplex en Dharmacon (Lafayette, CO) como 21-meros con proyecciones UU
usando un método modificado de quimica de 2’-ACE (Scaringe (2000) “Advanced 5'-silyl-2’-orthoester approach to
RNA oligonucleotide synthesis” Methods Enzymol 317:3-18) y se fosforil6 quimicamente la hebra AS para garantizar
una actividad maxima (Martinez et al. (2002) “Single-stranded antisense siRNAs guide target RNA cleavage en
RNAJ” Cell 110:563-74).

EJEMPLO 3 Transfeccion con ARNip

La transfeccion fue esencialmente como se describié anteriormente (Harborth et al. (2001) “Identification of essential
genes in cultured mammalian cells using small interfering RNAs” J Cell Sci 114:4557-65) con modificaciones
menores.

EJEMPLO 4 Ensayo de actividad VKOR

Se tripsinizaron células A549 transfectadas con ARNip y se lavaron dos veces con PBS fria. Se tomaron 1,5x107
células para cada ensayo de VKOR. Se anadieron 200 pl de tampén D (NazHPO4 -NaH2PO4 250 mM, KCI 500 mM,
glicerol al 20% y CHAPS al 0,75%, pH 7,4) al sedimento celular, seguido del tratamiento con ultrasonidos del lisado
celular. Para ensayos de microsomas solubilizados, se prepararon microsomas a partir de 2x10° células tal como se
describe (Lin et al. (2002) “The putative vitamin K-dependent gamma-glutamyl carboxilase internal propeptide
appears to be the propeptide binding site” J Biol Chem 277:28584-91); se usaron de 10 a 50 pl de microsomas
solubilizados para cada ensayo. Se afadié vitamina K epoxido a la concentracion indicada en las leyendas de las
figuras, y se afiadio DTT hasta 4 mM para iniciar la reaccion. La mezcla de reaccion se incubd en luz amarilla a 30°C
durante 30 minutos, y se detuvo afadiendo 500 ul de AgNO3 0,05 M:isopropanol (5:9). Se afiadieron 500 pl de
hexano y la mezcla se agité vigorosamente con vortice durante 1 minuto para extraer la vitamina Ky el KO. Tras una
centrifugacion de 5 minutos, la fase organica superior se transfirid a un vial marrén de 5 ml y se secé con N.. Se
afiadieron 150 pl de tampon de HPLC, acetonitrilo:isopropanol:agua (100:7:2), para disolver la vitamina Ky el KO, y
la muestra se analizé6 mediante HPLC en una columna A C-18 (Vydac, n° de cat. 218TP54).

Ejemplo 5 RT-qPCR (PCR cuantitativa con transcriptasa inversa)

Se lavaron 1x10° células con PBS dos veces y se aislo el ARN total con reactivo Trizol segun el protocolo del
fabricante (Invitrogen). Se digirié 1 ng de ARN mediante RQ1 DNasel (Promega) y se inactivo con calor. El ADNc de
primera cadena se obtuvo con transcriptasa inversa de M-MLV (Invitrogen). Los ADNc se mezclaron con la
premezcla DyNAmo SYBR Green qPCR (Finnzymes) y se realizé la PCR en tiempo real con un termociclador de
PCR Opticon Il (MJ Research). Se usaron los siguientes cebadores:

13124769-5' (F): (TCCAACAGCATATTCGGTTGC, SEC ID NO: 1);
13124769-3 (R): (TTCTTGGACCTTCCGGAAACT, SEC ID NO: 2);
GAPDH-F: (GAAGGTGAAGGTCGGAGTC, SEC ID NO: 3);
GAPDH-R: (GAAGATGGTGATGGGATTTC, SEC ID NO: 4);
Lamina-RT-F: (CTAGGTGAGGCCAAGAAGCAA, SEC ID NO: 5) y
Lamina-RT-R: (CTGTTCCTCTCAGCAGACTGC, SEC ID NO: 6).
Ejemplo 6 Sobreexpresion de VKOR en la estirpe celular de insecto Sf9

El ADNc para la region codificante de mGC11276 se clon6 en pVL1392 (Pharmingen), con la etiqueta de HPC4
(EDQVDPRLIDGK, SEC ID NO: 7) en su término amino y se expres6 en células Sf9 como se describié (Li et al.
(2000) “Identification of a Drosophila vitamin K-dependent gamma-glutamyl carboxylase” J Biol Chem 275:18291-6).

Ejemplo 7 Seleccion génica

La busqueda del gen de VKOR se centrd en el cromosoma dieciséis humano entre los marcadores D16S3131 y
D16S419. Esta region corresponde al cromosoma 16 a 50 cM-65 cM en el mapa genético y 26-46,3 Mb en el mapa
fisico. Se analizaron 190 secuencias codificantes pronosticadas en esta region, mediante una biusqueda BLASTX de
la base de datos de proteinas no redundante del NCBI. Se eliminaron aquellos genes humanos y ortdlogos de
especies relacionadas con funcién conocida. Debido a que VKOR parece ser una proteina transmembranica
(Carlisle y Suttie (1980) “Vitamin K dependent carboxylase: subcellular location of the carboxylase and enzymes
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involved in vitamin K metabolism in rat liver” Biochemistry 19:1161-7), los genes restantes se tradujeron segun las
secuencias de ADNc en la base de datos del NCBI y se analizaron con los programas TMHMM y TMAP (Biology
WorkBench, San Diego Supercomputer System) para pronosticar aquéllas con dominios transmembranicos. Se
eligieron para analisis adicional trece genes que se pronosticd que codificaban proteinas integrales de la membrana.

Ejemplo 8 Examen en lineas celulares para determinar la actividad VKOR

La estrategia era identificar una estirpe celular que expresara cantidades relativamente altas de actividad de VKOR,
y usar ARNip para desactivar sistematicamente los trece genes candidatos. Se ha demostrado que el ARNip, ARN
bicatenario de 21-23 nucledtidos, provoca degradacion de ARN especifico en cultivo celular (Hara et al. (2002)
“Raptor, a binding partner of target of rapamycin (TOR), mediates TOR action” Cell 110:177-89; Krichevsky y Kosik
(2002) “RNAi functions in cultured mammalian neurons” Proc Natl Acad Sci USA 99:11926-9; Burns et al. (2003)
“Silencing of the Novel p53 Target Gene Snk/Plk2 Leads to Mitotic Catastrophe in Paclitaxel (Taxol)-Exposed Cells”
Mol Cell Biol 23:5556-71). Sin embargo, la aplicacion de ARNip para el cribado a gran escala en células de mamifero
no se ha notificado anteriormente debido a la dificultad de identificar una diana funcional para un ARN de células de
mamifero especifico (Holen et al. (2003) “Similar behaviour of single-strand and double-strand siRNAs suggests they
act through a common RNAi pathway” Nucleic Acids Res 31:2401-7). El desarrollo de un algoritmo de seleccion
racional (Reynolds et al.) para el disefio de ARNip aumenta la probabilidad de que pueda desarrollarse un ARNip
especifico; ademas, la probabilidad de éxito puede aumentarse agrupando cuatro ARNip seleccionados de manera
racional. El uso de ARNip para la busqueda de genes no identificados previamente tiene la ventaja de que, aunque
la actividad de VKOR requiera el producto de mas de un gen para determinar la actividad, el examen debe ser
todavia eficaz debido a que el ensayo determina la pérdida de actividad enzimatica.

Se cribaron quince estirpes celulares y se identifico que una estirpe de carcinoma de pulmén humano, A549,
mostraba una actividad de VKOR sensible a warfarina suficiente para conseguir una medicion facil. Se us6 como
referencia una segunda estirpe celular de adenocarcinoma colorrectal humano, HT29, que expresaba muy poca
actividad de VKOR.

Ejemplo 9 Inhibicién mediante ARNip de la actividad de VKOR en células A549

Cada uno de los trece conjuntos de ARNip se transfecto por triplicado en células A549 y se sometié a ensayo para
determinar la actividad de VKOR tras 72 horas. Un conjunto de ARNip especifico para el gen gi:13124769 redujo la
actividad de VKOR en 64%-70% en ocho ensayos separados (Fig. 2).

Un posible motivo de que la actividad de VKOR se inhibiese en s6lo ~35% de su actividad inicial tras 72 horas es
que la semivida de las proteinas de mamiferos varia enormemente (desde minutos hasta dias) (Zhang et al. (1996)
“The major calpain isozymes are long-lived proteins. Design of an antisense strategy for calpain depletion in cultured
cells” J Biol Chem 271:18825-30; Bohley (1996) “Surface hydrophobicity and intracellular degradation of proteins”
Biol Chem 377:425-35; Dice y Goldberg (1975) “Relationship between in vivo degradative rates and isoelectric points
of proteins” Proc Natl Acad Sci USA 72: 3893-7), y que esta inhibiéndose la traduccion de ARNm, no la actividad
enzimatica. Por tanto, las células se mantuvieron durante once dias y se siguié su actividad de VKOR. La Figura 3
muestra que el nivel de ARNm para el ARNm de gi:13124769 disminuy6 rapidamente hasta alrededor de 20% del
normal, mientras que la actividad de VKOR disminuyé de manera continua durante este periodo de tiempo. Esta
reduccion de la actividad no es un efecto general del ARNip ni el resultado de la muerte celular porque el nivel de
actividad de VKD carboxilasa y el ARNm de lamina A/C permanecieron constantes. Ademas, el nivel de ARNm de
gi:132124769 es cuatro veces inferior en células HT-29, que tienen actividad de VKOR baja, que en células A549,
que muestran actividad de VKOR alta. Estos datos indican que gi:13124769 corresponde al gen de VKOR.

Ejemplo 10 Identificacion del gen que codifica VKOR

El gen, IMAGE 3455200 (gi:13124769, SEC ID NO: 8), que se identifica en el presente documento que codifica
VKOR, se mapea en el cromosoma humano 16p11.2, el cromosoma de ratéon 7F3 y el cromosoma de rata 1:180.8
Mb. Hay 338 clones de ADNc en la base de datos del NCBI que representan siete patrones de corte y empalme
diferentes (programa AceView del NCBI). Estos estan compuestos por todos o parte de dos a cuatro exones. Entre
estos, la isoforma mas prevalente, mGC11276, tiene tres exones y se expresa a altos niveles en células de higado y
pulmén. Este transcrito de tres exones (SEC ID NO: 9) codifica una proteina pronosticada de 163 aminoacidos con
una masa de 18,2 kDa (SEC ID NO: 10). Es una supuesta proteina del reticulo endoplasmatico N-miristilada con uno
a tres dominios transmembranicos, dependiendo del programa usado para el pronodstico. Tiene siete restos de
cisteina, lo que concuerda con las observaciones de que la actividad enzimatica depende de reactivos de tiol
(Thijssen et al. (1994) “Microsomal lipoamide reductase provides vitamine K epoxide reductase with reducing
equivalents” Biochem J 297: 277-80). Cinco de las siete cisteinas se conservan entre seres humanos, ratones, ratas,
pez cebra, Xenopus 'y Anopheles.

Para confirmar que se habia identificado el gen de VKOR, se expreso la forma mas prevalente de la enzima (tres
exones) en células Sf9 de Spodoptera frugiperda. Las células Sf9 no presentan actividad de VKOR medible pero
muestran actividad sensible a warfarina cuando se transfectan con ADNc de mGC11276 (Figura 4). Se observo
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actividad de VKOR a partir de constructos con una etiqueta de epitopo en su término amino o carboxilo. Esta
etiqueta debe ayudar en la purificacion de VKOR.

VKOR debe mostrar sensibilidad a warfarina, por tanto se prepararon microsomas a partir de células Sf9 que
expresaban VKOR y se sometieron a ensayo para determinar la sensibilidad a warfarina. La actividad de VKOR es
sensible a warfarina (Figura 5).

En resumen, la presente invencién proporciona el primer ejemplo de uso de ARNip en células de mamifero para
identificar un gen desconocido. Se confirm¢é la identidad del gen de VKOR mediante su expresion en células de
insecto. El gen de VKOR codifica varias isoformas. Sera importante caracterizar la actividad y el patrén de expresion
de cada isoforma. Millones de personas en todo el mundo utilizan warfarina para inhibir la coagulacion; por tanto, es
importante caracterizar adicionalmente VKOR, ya que puede conducir a una dosificacion o un disefio mas precisos
de anticoagulantes mas seguros, mas eficaces.

Lo anterior es ilustrativo de la presente invencion, y no debe interpretarse como limitativo de la misma. La invencion
se define mediante las siguientes reivindicaciones, incluyéndose en la misma equivalentes de las reivindicaciones.

Tabla 1. Cinco SNPs examinados en el gen de VKOR

SNPs posicién Cambio de AA Relacion heterocigota
vk563 G>A (SEC ID NO:15) 5-UTR N/A 1/58
vk2581 G>C (SEC ID NO:12) Intrén2 N/A 17/58
vk3294 T>C (SEC ID NO:13) Intrén2 N/A 25/58
vk4501 C>T (SEC ID NO:16 Ex6n3 Leu120Leu 1/58
vk4769 G>A (SEC ID NO:14 3-UTR N/A 19/58
Tabla 2.
SNPs | Secuencia de la sonda Secuencia de la sonda Cebador directo Cebador inverso
VIC FAM
vk2681| TCATCACGGAGCGTC | TCATCACCGAGCGTC | GGTGATCCACACAGCT |CCTGTTAGTTACCTCCC
G>C (SEC ID NO:17) (SEC ID NO:18) GACA (SEC ID NO:19) |CACATC (SEC ID NO:20)
vk3294 | CCAGGACCATGGTGC | CCAGGACCGTGGTGC | GCTCCAGAGAAGGCAT | GCCAAGTCTGAACCAT
T>C (SEC ID NO:21) (SEC ID NO:22) CACT (SEC ID NO:23) |GTGTCA (SEC ID NO:24)
vk4769| ATACCCGCACATGAC | CATACCCACACATGAC | GTCCCTAGAAGGCCCT | GTGTGGCACATTTGGT
G>A (SEC ID NO:25) (SEC ID NO:26) AGATGT (SEC ID NO:27) | CCATT (SEC ID NO:28)

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> University of North Carolina-Chapel Hill

<120> Métodos y composiciones para la correlacion de polimorfismos de un solo nucleétido en el gen de vitamina K
epoxido reductasa y la dosis de warfarina

<130> S3097 EP/3 S3
<150> US 60/505,527
<151> 23-09-2003

<160> 34

<170> Patentln version 3.2
<210> 1

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

14



10

15

20

25

30

35
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<400> 1

tccaacagca tattcggttg ¢ 21

<210> 2

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético
<400> 2

ttcttggacc ttccggaaac t 21

<210> 3

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético
<400> 3

gaaggtgaag gtcggagtc 19

<210> 4

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético
<400> 4

gaagatggtg atgggatttc 20

<210>5

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador oligonucleotidico sintético
<400> 5

ctaggtgagg ccaagaagca a 21

<210> 6

<211> 21

<212> ADN

15



10

15

<213> Secuencia artificial

<220>

ES 2453895 T3

<223> Cebador oligonucleotidico sintético

<400> 6

ctgttcctct cagcagactg c 21

<210>7

<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de etiqueta de HPC4

<400> 7

Glu Asp Gln Val Asp Pro Arg Leu.Ile Asp Gly Lys

1

<210> 8

<211> 3915
<212> ADN

5

<213> Homo sapiens

<400> 8

ggttttctece
cctggetggg
cacgtgaagg
gccatcagct
ctcggagcag
ggggaacgga

gcgatactgg

gcgggegect
tgcggctege
cggegegege

gttcgegegt

ggcggcecagg

cacggggctg

tgttcgaaat

10

cgggcggaac
tetttgeetg
ccgggaccegg
cttctcctee
atgccagatg
gactgctcge

aagagtgcga

ctggagataa
acgggcttag
gattaccgeg
aggtgtgcac
attattctgg
ggggtegttg

ggcaagggac

16

tgggcagcac
tgctcteget
cgctetgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct

cagacagtgc

ctgggggagce
ctécgcgctg
cgtgggcacc
ggcgtggggc
cggtgtgcee
gagctaccca

tggggactgg

60

120

180

240

300

360

420



gattatteeg
cggggaggca
99999t9£tg
gccaggeget
gattctgggg
gagtgaaccg
ceccactectg
agttgaccag
cgggegetat
cttgaacccg
ggccagagtg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat
ttccacceca
gctgggacag
act;cagcta
catcccectt
gccagetage
ggagtetttt
gteccccaggt
gaggtctagg
cectgeccaa
cactatgcce
ttgcccaggc
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtate

ccccaggect

gggactcgca
ggatggeggt
gcgatggetg
agcataatga
tccagggcaa
ttataccagce
taatcccage
cctggccaac
ggcgggtgcc
ggaggeggag
agactcecgte
atgaaaagca
agggtcagtg

cccttggact

cacctttete

ccccacecct
gacagcatcc
ttgttaggtg
ggtcagctca
tgctcatcac
aattggttta
tttttgtttg
atgcccttag
gggatcctcee
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatge
gagaagctga
tagtcccata

tgctgatgece

ES 2453895 T3

cgtgaattgg
agagattgac
cgcccaggaa
cggaatacag
agataatctg
cttgcecattt
actttgggag
atggtgaaag
ttaatcccag
gtttcagtga
tcaaaaaaaa
gggcctacgyg
acatggaatc
aggatgggag
gggcagggte
ctgccaggtg
tcaatcaatc
agtggctcceg
gceccactce
ggagcgtcocet
agtactgtta
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagcc
tgttttegtt
caatctgtct
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga

atatgccgga

atgccaagga
gatggtctca
caaggtggcec
aggaggcgag
cceeccgacte
taagaattac
gecgaggegyg
cctgteteta
ctactcgggg

gccgagétcg

aaaaaaadaa

agtagccacg
ctgacgtggce
gtcggggaac
caaggcactg
gggcaggggt
caacagcata
ccccctecct
atgcaatctt
gcgggtgggg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca
tceccaagcag
tttttttggt
gcctcagcect
cccecagttet
tettttgtct
gaggaaccaa

gatgagacta

17

ataacggtga
aggacggcgce
cggtctgget
tgagtggcca
ccagtctctg
ttaagggccg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaagge
cgccactgea
aaaaaaaaag
tccgggectyg
caaaggtgcc
agaggatage
ggttgacagt
ttecgggctgg
ttcggttgea
gcecegeceeg
ggtgatccac
atgtggggag
ggcccttaaa
ctggctctgt
gttcétggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtgce
gtggaaaaga
catttagtgce
gggagtggaa

tccattacca

ccaggaaagyg
gcaggtgaag
gtgegtgatg
gggagctgga
atgcaaaacc
ggcgcggtay
tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagcetyg
agacttactt
gtctggggag
cggtgccagg
ccaggtggcet
cctaacetgg
tggagcatgt
tcttctacac
cccecgecect

acagctgaca

gacatcctag
tgcccaaagt
acctctgccet
aggegtgcac
tetegecatyg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggcg

ccctteccag

480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380
1440
1500

1560

1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

2220



<210> 9
<211> 806
<212> ADN

caggctccca
aggcccagca
attttattge
ttggagggga
tgcccagget
tcctgagtag
cceeeeetet
ttggctcact
gcagétggga
acagggtttc
cttggcetec
ttgagacgaa
ctgcaacctce
attacaggtg
CQEcacgttg
‘teccaaaata
gatagagatc
tcttceccace
tggagcctct
catcatggag
ttgcaggttg
ctctcgetgg
ttgtttgtat
tccaagaacc
tcatctgcett
ggccctagat

ggaccaaatg

tgggctggtc

ttcttagatc

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS

<222> (48)..

<400> 9

. (536)

cgctceccecttt
ccatggtect
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctctg
ctacaggcge
accatgttgg
caaagtgcta
gtettgetet
cacctcctag
cccatcaaéa
gccaggctge
ctgggattac
gggtctttct
tcggectecce
tgttttagag
tgttcgggag
cctgcggaca
ttctgtcetac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggea
gtggggcttce
tgccacacgce
tccaaagctce

aatca

ES 2453895 T3

gagtcaccct

ggctgacaca

cccteectgg

ccttctttet
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgctct
cctcecgggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgceccaa
gttcaagcga
caccecggceta
tctcgaacte
aggcatgage
atgttgccca
agagtgtttg
acccttccca
gtggccagtg
cgctgggect
ctggectgga
gctatcaacg
gctaagaggc
tgtgagcctt
tagattaccc
tcgectcetttt

tttccattge

tcccagetcee
tggttcagac
gcaatggcaa
tetetettte
tagctcactg
ctgcacecag
gtcaccagge
tcaagcaatt

gceccagctaa

‘ctcaatctct

cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttctcecacet
atttttgtat
ctaacctcag
caccgtgcce
agctggtctt
gaatacgtgce
gcagctcctg
cctgaagcce
ctgtcctgat
tcectgttett
tgagcctgat
actgagccct
gcctaagggg
cctcctceetg

ttacacccag

ccagggaggg

18

agagaaggca
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggct
ctaatttttt
tggagtgcag
ttcectgeecte
tceeegeatcte
tgacctggtg
cctcaccggg
ggtggcatga
tagcctccecce
ttttattaga
gtgatccace
agctgaatcﬁ
gaactcctag
gtaagccacc
gcatctaggt
acaccggacc
gctgctgage
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagc
gcaﬁatctgg
ccatacccgce
tgcctctgac

aaggttctga

tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtccc
cttgctctgt
caagcgatcc
treeetetet
tggcacgatc

agcctectga

tttagtggag

atécacccgc
catttttttt
tctecggeteca
agcagctggg
gatggggttt
ccecattggee
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgcee
agtgcagtga
ctcttetgee
tccectggtgt
gatttctgca
ttccggaagg
caggctgacc
gtccctagaa
acatgacaat
tctgtcccea

gcaataaagt

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3666
3720
3780
3840
3900

3915



<210> 10
<211> 163
<212> PRT

ES 2453895 T3

ggcacgaggg ttttctccge gggegecteg ggcggaacct

acc
Thx

tta
Leu
20

gac
Asp

teg
Ser

cat
His

ggt
Gly

cgce
Arg
100

ggt
Gly

tgc
Cys

ctc
Leu

tag
Trp

gtg
val

cgg

ege
Arg

gtg
Val

tge
Cys
85

tgg-

Trp

tct
Ser

att
Ile

agt
Serxr

999
Gly

cte
Leu

gat
Asp

gte
val
ctg
70

ate
Ile

gcc
Ala

gte
val

gtt
val

tte
Phe
150

agc cct
Ser Pro

tcg cte
Ser Leu

tac cgc

ttc tece
Phe Ser
55

gga cag
Gly Gln

ttc tac
Phe Tyr

tet gte
Ser Val

tac ctg

Tyr Leu
120

tgt atc
Cys Ile
135

cgg aag
Arg Lys

ggc tgg gtg cgg ctc get
Gly Trp Val Arg Leu Ala
10

tac gcg ctg cac gtg aag
Tyr Ala Leu His Val Lys
25 30

gecg ctce.tgc gac gtg gge

[ Ala Leu Cys Asp Val Gly

45

tcc agg tgg ggc agg ggt
Ser Arg Trp Gly Arg Gly

gac agc atc ctc aat caa
Asp Ser Ile Leu Asn Gln
75

aca cta cag cta ttg tta
Thr Leu Gln Leu Leu Leu
90

ctg atg ctg ctg age tcece
Leu Met Leu Leu Ser Ser
105 110

gcc tgg atc ctg ttc tte
Ala Trp Ile Leu Phe Phe
128

acc acc tat gct atc aac
Thr Thr Tyr Ala Ile Asn
140

gtc caa gaa ccc cag ggc
Val Gln Glu Pro Gln Gly
158

tgagccecteca acccaagcca ggctgaccte atctgctttg

ctaagggggc atatctgggt ccctagaagg ccctagatgt

tcctecetgec atacccgcac atgacaatgg accaaatgtg

acacccagtg cctctgactce tgtccccatg ggectggtcete

agggagggaa ggttctgagc aataaagttt

<213> Homo sapiens

<400> 10

19

ggagata atg ggc agc
Met Gly Ser

ctt tgc ctg acg ggc
Leu Cys Leu Thr Gly
15

gcg gcg cgc gcc cgg
Ala Ala Arg Ala Arg

acc gcc atc agce tgt
Thr Ala Ile Ser Cys
50

ttc ggg - ctg gtg gag
Phe Gly Leu Val Glu
65

tce aac age ata tte
Ser Asn Ser Ile Phe
80

ggt tgc ctg ¢gg aca
Gly Cys Leu Arg Thr

ctg gtg tet cte get
Leu Val Ser Leu Ala
115

gtg ctc tat gat ttec
Val Leu Tyr Asp Phe
130
gtg agc ctg atg tgg
Val Ser Leu Met Trp
145
aag gct aag agg cac
Lys Ala Lys Arg His
160
ctttggcatg tgagccttge
ggggcttcta gattaccccee
ccacacgcte getettttte

caaagctctt teccattgcce

56

104

152

200

248

296

344

392

440

‘488

536

596

656

716

776

806



<210> 11
<211> 5915
<212> ADN

Met

Leu

Ile
Leu
65

Ser
Leu

Ser

Leu
145

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 11

Gly

Thr

Ala

Ser

50

val

Ile

Arg

Leu

Asp

130

Met

Arg

Ser

Gly

Arg

35

Cys

Glu

Phe

Thr

Ala

115

Phe

Trp

His

Thr

Leu

20

Asp

Ser

His

Gly

Arg

100

Gly

Cys

Leu

val

Axg

Arg

val

Cys
85

Trp

Ser

Ile

Ser

ES 2453895 T3

Gly

Leu

Asp

val

Leu

70

Ile

Ala

val

Val

Phe
150

Ser

Ser

Phe
55

Gly

Phe

Ser

Cys
135

Arg

Pro

Leu

40

Ser

Gln

val

Leu

120

Ile

Lys

Gly

Ala

Ser

Asp

Thr

Leu

105

Ala

Thr

val

Trp
10

Ala
Leu
Arg
Ser
Leu
90

Met
Trp
Thr

Gln

val
Leu
cys
Trp
Ile
75

Gln

Leu

Ile

Glu
155

Arg

Hisg

Asp

Gly

60

Leu

Leu

Leu

Leu

Ala

140

Pro

Leu

val

val

45

Axrg

Asn

Leu

Ser

Phe

125

Ile

Gln .

Ala

Lys

30

Gly

Gly

Gln

Leu

Ser

110

Phe

Asn

Gly

Leu

1s

Ala

Thr

Phe

Ser

Gly

EL)

Leu

val

val

Lys

Cys

Ala

Ala

Gly

Asn

Cys

val

Leu

Ser

Ala
160

caccatcaga tgggacgtct gtgaaggaga gacctcatct ggceccacagc ttggaaagga

20

60



gagactgact
agaggttagg
gagaaaggga
ctgcagcecg
cgcegtatte
acaacaggac
ttttcttttt
acgatctcgg
tcccgagtag
gttgagatgg
ccgccagect
acagttttta
aactcccatc
actagtcccg
agccatttgg
ggggcgcgge
cgggcggaac
‘tetttgectg
ccgggacegg
cttectectece
atgccagatg
gactgctcge
aagagtgcega
cgtgaattgg
agagattgac
cgcccaégaa
cggaatacag
agataatctg
cttgeccattt

actttgggag

gttgagttga
atactgtcaa
gaccgaccac
aatggtgcct
gctggatcce
ttggcatagg
tttttttgag
ctcactgcaa
ctgggattac
ggtttcacca
cggecctccca
aatctgtgga
atgcctggca
gcattcttcg
gtcgtggagt
cattcgccgé
ctggagataa
acgggcttag
gattaccgeg
aggtgtgcac
attattctgg
ggggtegttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggcce
aggaggcgag
cceccegacte
taagaattac

gcegaggegg

ES 2453895 T3

tgcaagctca
gggtgtgegt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatcecget
gtaagcgcaa
acagagtctc
cctecggete
aggcatgtgc
tgttggcgag
aagtgctggg
gacttcattt
gcegetgggg
ctgttttcet
gcgagcacgg
ccggcccctg
tgggcagcéc
tgctctceget
cgctctgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgc
ataacggtga
aggacggcgc
cggtctggcect
tgagtggcca

ccagtctctg

‘ttaagggccg

atggatcact

ggtgttgcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg
atgctgttaa
actctgtcgg
cccggctcaa
caccacgcce
gctggtcttg
attacaagcg
cccttgatge
ccgegattce
aactcgcceg
ccggecaate
ctccgtgget
ctgggggagce
ctacgcgctg
cgtgggcace
ggegtggggce
cggtgtgcce
gagctaccca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga
atgcaaaacc
ggcgeggtgg

tgaagtcagg

21

ggcgggegece
gtggttctgt
ggacccggga
gecttggttee
tcccggatgce
ccacactaac
cectggctgga
gcaattctcc
ggctaatttt
aactectgac
tgagccaccg
cttgcagccyg
gcacgtccct
cttgactagc
gccgagtcag
ggttttctce

cectggetggg

cacgtgaagg.

gccatcaget
ctecggagcag
ggggaacgga
gcgatactgg
gattattccg
cggggaggca
gggggtgttg
gccaggegtt
gattctgggg
gagtgaaccg
cccactectg

agttgaccag

atgatagtag
gaatgtatgg
ggatgggagyg
cgaatcggat
tgcaattctt
acactttttt
gtgcagtggce
tgcctcagce
tgtattttta
ctcaggtaat
tgcccggeca
cgccgactac
taccecgette
gcecctggaac
agggccagga
gcgggcgect
tgcggctcge
cggecgegege
gttegegegt
ggeggecagg
cacggggctyg
tgttcgaaat
gggactcgca
ggatggcggt
gcgatggcetg
agcataatga
tccagggcaa
ttataccagc
taatcccagce

cctggecaac

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860



atggtgaaag
ttaatcccag
gtttcagtga
tcaaaaaaaa
gggcctacgg
acatggaatce
aggatgggag
gggcagggtce
ctgccaggtg
tcaatcaatc
agtggctceg
gecceccactece
ggagecgtect
agtactgtta
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagce
tgtttttgtt
caatctgtct
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga

gagtcaccct

ggctgacaca

ccctdcctgg
ccttcttett
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgetet

cctececegggt

cetgtctcta
ctactcgggg
gccgagateg
aaaaaaaaaa
agtagccacg
ctgacgtggc
gtcggggaac
caaggcactg
gggcaggggt
caacagcata
ccceccteecet
atgcaatctt
gegggtggayg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca
tcccaagcag
tctttttggt
gcctcagect
ccccagtttt
tcttttgtet
gaggaaccaa
gatgagacta
tcccagetee
tggttcagac
gcaatggcaa
ttteteeett
tagctcactg
ctgcacccag
gtcaccaggce

tcaagcaatt
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ccaaaaatag
gggctaagge
cgccactgeca
aaaaaaaaag
tccgggectg
caaaggtgcce
agaggatage
ggttgacagt
ttcgggetgy
ttcggttgca
gccegecceg
ggtgatccac
atgtggggag
ggcccttaaa
ctggctetgt
gttcatggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtge
gtggaaaaga
catttagtge
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca.
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggcet
ctaatttttt
tggagtgcag

ttcetgecte

aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagectyg
agacttactt
gtctggggag
cggtgcéagg
ccaggtggct
cctaacctgg
tggagcatgt
tcttctacac
ccecegeeect
acagctgaca
gtaactaaca
gacatcctag
tgcccaaagt
acctctgcct
aggcgtgcac
tctegecatg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggcg
cccttcccag
tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtcce
cttgctetgt
caagcgatcc
tteteeeeee
tggcacgatc

agcctcctga

22

cgggcgctat
cttgaacccg
ggccagagtg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat
ttccacccca
gctgggacag
actacagcta
catcccecett
gccagctage

ggagtctttt

gtccccaggt

gaggtctagg
ccctgeccaa
cactatgcce
ttgcccagge
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtatc
cceccaggect
caggctccca
aggcccagca
attttattge
ttggagggga
tgcccagget
tectgagtag
tteeeeeete
ttggctcact

gtagctggga

ggegggtgcec
ggaggcggag
agactccegte
atgaaaagca
agggtcagtg
cccttggact
cacctttctce
ccccaccect
gacagcatcce
ttgttaggtg

ggtcagctca

tgctcatcac

aattggttta
tttttgtttg
atgcccttag
gggatcctee
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatgc
gagaagctga
tagtcccata
tgctgatgcc
cgctecccttt
ccatggtcct
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctetg

ctacaggcgce

1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720



gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgcccaa
gttcaagcga
cacccggcta
tctcgaactce
aggcatgagc
atgttgccca
agagtgtttg
acccttccca
gtggccagtg
cgctgggcect
ctggcctgga
gctatcaacg
gctaagagge
tgtgagcctt
tégattaccc
tecgetettett
tttccattge
gtctgaacca
tggagctggg
ggtagtctca
ccaggaééca
gaaggctgag
ggaagttctt
cagtattggt
tgccctgacc
gtggctcaca
caggagttcc
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa
ctccageetg
ttgtgttaac
ttatccctat
tactgcagga

getttetett

gcccagctaa
ctcaatctet
cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttctccacct
atttttgtat
ctaacctcag
cacecgtgece
agctggtctt
gaatacgtgce
gcagctcctg
cctgaagccc
ctgtcctgat
tcctgttett
tgagcctgat
actgagccct
gcctaagggg
cctecteetg
ttacacccag
ccagggaggg
tgtgtctgec
aagggtgagt
tctecagtgt
ggctggcage
cacacacctg
ccttgagttt
agccttggag
acttacctac
cctgtaatce
agaccagcct
ttagccaggc
gactgcttga
agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata
ggctctcagg

ttgttggttt
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tttttgtatt
tgacctggtg
cctcaceggg
ggtggcatga
tagcctocce
ttttattaga
gtgatccacc
agctgaattt
gaactcctag
gtaagccacc
gcatctaggt
acaccggacc
gctgctgage
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagc
gcatatctgg
ccatacccge
tgcctctgac
aaggttctga
atggactgtg
cagagggaga
gtggagtcag
tcgectectge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggcce
atgccaagca
ctgtactttg
gggcaaaata
atggtggtgt
gcccagaagg
caagaccgte
cgtttaatct
gggacagagt
atttgaatce

gtttttgaga

tttagtggag
atccatcege
cattttttte
tctcggctca
agcagctggg
gatggggttt
cccattggec
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgccc
agtgcagtga
ctcttcetgee
tececetggtgt
gatttctgca
ttccggaagg
caggctgace
gtccctaéaa
acatgacaat
tctgtcecca
gcaataaagt
gtgctgggcee
gtggagggece
caaggcctgg
tgcccacagg
ctgcecettct
cctccagttg
aggttgtgaa
ctgtttaaga
ggaggccaag
gtgagaccce
atgtacctat
ttgaggctge
tccaaaaaaa
ttacagtgat
ggctaattag
acctggtcca

cggac
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acagggtttce
cttggcctcce
ttgagacgaa
ctgcaacctce
attacaggtg
tgccatgttg
tcccaaaata
gatagagatc
tcttcccace
tggagcctcet
catcatggag
ttgcaggttg
ctctecgetgg
ttgtttgtat
tccaagaacc
tcatetgett
ggccctagat
ggaccaaatg
tgggctggte
ttcttagate
tcccteggtg
tgctgggaag
ggcaccattg
agccaggcct
ggttctgtaa
ccttatcgac
ggtttttgte
acttgtgttg
gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgcctgag

tctggetcea

accatgttgg
caaagtgcta
gtcttgctet
cacctcctag
cccatcaaca
gccaggcetge
ctgggattac
gggtctttct
tcggectcece
tgttttagag
tgttcgggag
cétgcggaca
ttctgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggca
gtggggcettce
tgccacacge
tccaaagctce
aatcagccaa
ttgccttete
ggtggttatg
gccceccacce
cctcteoctgg
atgcttgctg
cattccaagce
ttgectatta
gcagggtgcea
cacttgaggce
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgca
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacage

gcatctatat

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

$820

5880

5915



<210> 12
<211> 5915
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

caccatcaga
gagactgact
agaggttagg
gagaaaggga
ctgcagcccg
cgcegtatte
acaacéggac
ttttettett
acgatctcgg
tcccgagtag
gttgagatgg
ccgccagcct
acagttttta
aactcccate
actagtcccg
agccatttgg
ggggcgeggce
cgggcggaac
tctttgcctg

ccgggaccgg

tgggacgtct.

gttgagttga
atactgtcaa
gaccgaccac
aatggtgcct
gctggatecec
ttggcatagg
tttttttgag
ctcactgcaa
ctgggattac
ggtttcacca
cggcctecca
aatctgtgga
atgcctggca
gcattcttcg
gtcgtggagt
cattcgeegce
ctggagataa
acgggcttag

gattaccgeg
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gtgaaggaga
tgcaagctca
gggtgtgtgt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatceget
gtaagcgcaa
acagagtctc
ccteeggete
aggcatgtgce
tgttggcgag
aagtgctggyg
gacttcattt
gcegetggygyg
ctgttttect
gcgagcacgg
ccggccccté
tgggcagcac
tgctctcéct

cgectctgega

gacctcatct
ggtgtégcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg
atgctgttaa
actctgtcgg
ccecggetcaa
caccacgccc
gectggtettg
attacaagcg
cccttgatge
ccgcgattee
aactcgcccg
ccggccaatce
ctcegtgget
ctgggggagc
ctacgcgetg

cgtgggcace

24

ggcccacage
ggegggegec
gtggttctgt
ggacccggga
gettggttee
tccecggatge
ccacactaac
cctggetgga
gcaattctce
ggctaatttt
aactcctgac
tgagccaccyg
cttgcagccg
gcacgtcecct
cttgactagce
gecgagtcag
ggttttctce
cctggctggg
cacgtéaagg

gccatcagcet

ttggaaagga
atgatagtag
gaatgtatgg
ggatggqagg
cgaatcggat

tgcaattett

acactttett

gtgcagtggce
tgcctcagcc
tgtattttta
ctcaggt;at
tgecccggeca
cgcegactac
tacccgctte
gccctggaac
agggccagga
gcgggegect
tgeggcectege
cggecgegege

gttcgcgegt

0
120
180
240
300
360

“a20
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200



cttétectee
atgccagatg
gactgctecgce
aagagtgcga
cgtgaattgg
égagattgac
cgcccaggaa
cggaatacag
agataatctg
cttgccattt
actttgggag
atggtgaaag
ttaatcccag
gtttcagtga
tcaaaaaaaa
gggcctacgg
acatggaatce
aggatgggag
gggcagggtc
ctgccaggtg
tcaatcaatc
agtggctceg
gcecceactece
cgagcgtcect
agtactgtta
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagcece
tgttttegtt
caatctgtct

cccaccaaca

aggtgtgcac
attattctgg
ggggtcgttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggcce
aggaggcgag
cecccgactc
taagaattac
gccgaggcegg
cctgtectcta
ctactcgggg
gccgagateg
aaaaaaaaaa
agtagccacyg
ctgacgtggc
gtcggggaac
caaggcactg
gggcaggggt
caacagcata
cececteect
atgcaatctt
gcgggtgggg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca
tcccaagcag
tttttttggt
gcctcagect

ccccagtttt
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gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgce
ataacggtga
aggacggcge
cggtectgget
tgagtggcca
ccagtctctg
ttaagggcceg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaagge
cgccactgea
aaaaaaaaag
tccgggectg
caaaggtgcce
agaggatagc
ggtﬁgacagt
ttcgggctgg
ttcggttgca
gecccgeeeccg
ggtgatccac
atgtggggag
ggcccttaaa
ctggctetgt
gttcatggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtgce

gtggaaaaga

ggcgtgggge
cggtgtgcec
gagctaccca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga
atgcaaaacc
ggegeggtgg
tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagectg
agacttactt
gtctggggag
cggtgccagyg
ccaggtgéct
cctaacctgg
tggagcatgt
tcttctacac
cccegeceet
acagctgaca
gtaactaaca
gacatcctag
tgccecaaagt
acctctgect
aggcgtgcac
tctegeecatg
tggggggatt

tgccgaaatt
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ctcggagcag
ggggaacgga
gcgatactgg
gattattccg

cggggaggca
gggggtgttg
gccaggegtt
gattctgggg
gagtgaaccg
cccactcctg
agttgaccag
cgggegctat
cttgaacccg
ggccagagtg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat
ttccaceccca
gctgggacag
actacagcta

catcccectt

gccagctage

ggagtctttt
gtccccaggt
gaggtctagg
ccctgcccaa
cactatgccc
ttgceccagge
acaggcgtga

cectttttaag

ggcggcecagg

cacggggctg
tgttcgaaat
gggactcgca
ggatggcggt
gcgatggctg
agcataatga
tcecagggcaa
ttataccagc
taatcccagce
cctggccaac
ggcgggtgec
ggaggcggag
agactccgtce
atgaaaagca
agggtcagtg
ceccttggact
cacctttctc
cceccacecect
gacagcatece
tcgttaggtg
ggtcagctca
tgctcatcac
aattggttta
tttttgtteg
atgcccttag
gggatcctee
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatgé

gagaagctga

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

© 1800

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760

2820

‘2880

2940
3000

3060



gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga
gagtcaccct
ggctgacaca
cccgccctgg
cettettttt
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgcetct
cctqccgggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgcccaa
gttcaagcga
cacccggcta
tctcgaactce
aggcatgage
atgttgccca
agagtgtttg
acccttccceca
gtggccagtg
cgctgggect
ctggcetgga
gctatéaacg
gctaagaggce
tgtgagcctt
tagattaccc

tcgetetttt

tettttgtet
gaggaaccaa
gatgagacta
tcccagcetcee
tggttcagac
gcaatggcaa
tteeetetet
tagctcactg
ctgcacccag
gtcaccaggc
tcaagcaatt
gcccagcetaa
ctcaatctct
cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttctecacct
atttttgtat
ctaacétcag
caccgtgecee
agctggtett
gaatacgtgce
gcagctcctg
cctgaagcecec
ctgtcctgat
tcctgttett
tgagcctgat
actgagccct
gcctaagggg
cctectectg

ttacacccag
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catttagtgc
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggcet
ctaatttttt
tggagtgcag
ttecctgecete
tttttgtatt
tgacctggtg
cctcaccggg
ggtggcatga
tagcctccee
ttttattaga
gtgatccacc
agctgaattt
gaactcctag
gtaagccacc
gcgtctaggc
acaccggacce

gctgetgage

cgtgctctat

gtggctcagt
caacccaagc
gcatatctgg
ccatacccge

tgectctgac

tcagcaggaa
gacgatggcg
cccttececag
tcactgaggg
tatttaagaa
gécqagcccc
cttgctctgt
caagcgatcce
treteeetee
tggcacgatec
agcctcctga
tttagtggag
atccatccge
catttttttt
tctcggctca
agcagctggg
gatggggttt
cccattggec
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgcec
agtgcagtga
ctcttctgee
tcecetggtgt
gatttctgca
ttccggaagg
caggctgacc
gtccctagaa
acatgacaat

tctgtccceca
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aatttgtatc
ccccaggcect
caggctccca
aggcccagca
attttattge
ttggagggga
tgcccaggcet
tcctgagtag
tceteeetee
ttggctcact
gtagctggga
acagggtttc
cttggcctee
ttgagacgaa
ctgcaacctc
attacaggtg
tgccatgttg
tcccaaaata
gatagagatc
tcttceccace
tggagcctcet
catcatggag
ttgcaggttg
ctctegetgg
ttgtttgtat
tccaagaacc
tcatctgcett
ggccctagat
ggaccaaatg

tgggctggtce

tagtcccata
tgctgatgcee
cgeteectte
ccatggtcct

tcagaacttt

cetgttgaag.

ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctctg
ctacaggcgce
accatgttgg
caaagtgcté
gtcttgctct
cacctcctag
cccatcaaca
gccaggcetge
ctgggattac
éggtctttct
tcggeetcee
tgttttagag
tgttcgggag
cctgeggaca
ttectgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggca
gtggggcttc
tgccacacgce

tccaaagcte

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800

4860



<210> 13

<211> 5915
<212> ADN

tttccattge
gtctgaacca
tggagctggg
ggtagtctca
ccaggaaaca
gaaggctgag
ggaagttctt
cagtattggt
tgccctgace
gtggctcaca
caggagttcce
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa
ctccagectg
ttgtgttaac
ttatccctat
tactgcagga

gotttttttt

<213> Homo sapiens

<400> 13

caccatcaga
gagactgact
agaggttagg
gagaaaggga
ctgcagcccg
cgccgtatte
acaacaggac
ttttettete

acgatctcgg

ccagggaggg
tgtgtctgcee
aagggtgagt
tctccagtgt
ggctggcage
cacacacctg
cettgagttt
agccttggag
acttacctac
cctgtaatcee
agaccagcct
ttagccaggce
gactgcttga
agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata
ggctctcagg

ttgttggttt

tgggacgtct
gttgagttga
atactgtcaa
gaccgaccac
aatggtgcct
gctggatcce
ttggcatagg
tttteregag

ctcactgcaa
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aaggttctga
atggactgtg
cagagggaga
gtggagtcag
tecgeteectge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggcee
atgccaagca
ctgtactttg
gggcaaaata
atggtggtgt
gcccagaagg
caagaccgtc
cgtttaatct
gggacagagt
atttgaatcce

gtttttgaga

gtgaaggaga
tgcaagctca
gggtgtgtgt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatceget
gtaagcgcaa
acagagtctce

cctecggete

gcaataaagt
gtgctgggec
gtggagggce
caaggccetgg
tgcccacagg
ctgceettct
cctccagttg
aggttgtgaa
ctgtttaaga
ggaggccaag
gtgagaceccce
atgtacctat
ttgaggctge
tccaaaaaaa
ttacagtgat
ggctaattag
acctggtcca

cggac

gacctcatct
ggtgttgcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg
atgctgttaa
actctgtcgg

cceggctcaa

27

ttcttagatce
tcecectcggtg
tgctgggaag
ggcaccattg
agccaggect
ggttctgtaa
ccttatcgac
ggtttttget
acttgtgttg
gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgcctgag

tctggctcca

ggcccacage
ggcgggcegcece
gtggttctgt
ggacccggga
gcttggttcec
tceccggatge
ccacactaac
cctggetgga

gcaattctcce

aatcagccaa
ttgececttcte
ggtggttatg
gceccccacce
cctcteetgg
atgcttgetyg
cattccaagc
ttgcctatta
gcagggtgca
cacttgaggce
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgcea
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacagc

gcatctatat

ttggaaagga
atgatagtag
gaatgtatgg

ggatgggagg

cgaatcggatb

tgcaattctt
acactttttt
gtgcagtgge

tgcctcagcee

4920
4980
5040
5100
S160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5915

60
120
180
240
300
360
420
480

540



ceccgaétag
gttgagatgg
cecgecagecet
acagttttta
aactcccate
actagtcccg
agccatttgg
ggggcgceggce
cgggcggaac
tctttgectg
ccgggacegg
cttctectee
atgccagatg
gactgctcge
aagagtgcga
cgtgaattgg
agagattgac
cgcccaggaa
cggaatacag
égata#tctg
cttgccattt
actttgggag
atggtgaaag
ttaatcccag
gtttcagtga
tcaaaaaaaa
gggcctacgg
acatggaatc
aggatgggag
gggcagggte

ctgccaggtg

ctgggattac
ggtttcacca
cggcctecca
aatctgtgga
atgcctggca
gcattctteg
gtcgtggagt
cattcgeccge
ctggagataa
acgggcttag
gattaccgeg
aggtgtgcac
attattctgg
ggggtcgttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggce
aggaggcgag
cccecgacte
taagaattac
gccgaggcegg
ccﬁgtctcta
ctactcgggg

gccgagatcg

.aaaaaaaaaa

agtagccacg
ctgacgtgge
gtcggggaac
caaggcactg

gggcaggggt
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aggcatgtge
tgttggcgag
aagtgctggg
gacttcattt
gccgetgggg
ctgttttect
gcgagcacgg
ccggecectg
tgggcagcac
tgctcteget
cgctetgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgce
ataacggtga
aggacggcge
cggtetgget
tgagtggcca
ccagtctctg
ttaagggceg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaagge
cgccactgca
aaaaaaaaag
tccgggectg
caaaggtgcc
agaggatagce
ggttgacagt

ttcgggetgg

caccacgccc
gctggtettg
attacaagcg
cccftgatgc
ccgecgattce
aactcgeeeg
ccggccaatce
ctcecgtggcet
ctgggggage
ctacgcgetg
cgtgggcacc
ggcgtgggge
cggtgtgcee
gagctaccca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga
atgcaaaacc
ggcgeggtgg
tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagcctg
agacttactt
gtetggggag
cggtgccagg
ccaggtggct
cctaacctgg

tggagcatgt
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ggctaatttt
aactcctgac
tgagccaccg
cttgcagecg
gcacgtcect
cttgactage
gccgagtcag
ggttttctee
cectggetggg

cacgtgaagg

gccatcaget

ctcggagcag
ggggaacgga
gcgatactgg
gattattccg
cggggaggca
gggggtgttg
gccaggegtt
gattctgggg
gagtgaaccg
cccactectg
agttgaccag
cgggegcetat
cttgaacccg
ggccagagtg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat

ttccacecca

gctgggacag

tgtattttta
ctcaggtaat
tgecceggeea
cgccgactac
tacccgcectte
gccctggaac
agggccagga
gcgggcgect
tgcggetcge

c€ggcgegege

.gttcgegegt

ggcggcecagyg
cacggggetg
tgttcgaaat
gggactcgcea
ggatggeggt
gcgatggctg
agcataatga
tccagggcaa
ttataccage
taatcccage
cctggeccaac
ggcgggtgcee
ggaggcggag
agactccgtc
atgaaaagca
agggtcagtg
cccttggact
cacctttete
ccecaccect

gacagcatcc

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2400



tcaatcaatc
agtggctcceg
gceecactcee
ggagcgtcct
agtactgtta
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagcece
tgtttttgtt
caatctgtct
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga
g#gﬁcaccct
ggctgacaca
ccetcectgg
ccttettttt
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgetct
ccteocegggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgceccaa
gttcaagcga
cacccggceta
tctcgaactce

aggcatgagc

caacagcata
ccececteect
atgcaatctt
gcgggtggayg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca
tcccaageag
tteetttggt
gcctcagect
ccccagtttt
tcttttgtct
gaggaaccaa
gatgagacta
tceccagectece
tggttcagac
gcaatggcaa
teteeetete
tagctcactg
ctgcacccag
gtcaccagge
tcaagcaatt
gcccagctaa
ctcaatctet
cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttctccaccet
atttttgtat
ctaacctcag

caccgtgeee
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ttcggttgea
gcccgeeccyg
ggtgatccac
atgtggggag
ggcccettaaa
ctggctctgt
gttcatggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtgce
gtggaaaaga
catttagtge
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggct
ctaatttttt
tggagtgcag
ttcctgecte
tttttgtatt
tgacctggtyg
cctcaccggg
ggtggcatga
tagcctccee
ttttattaga
gtgatccace

agctgaattt

tcttctacac
ccecgecect
acagctgaca
gtaactaaca
gacatcctag
tgcccaaagt
acctetgect
aggcgtgcac
tctcgececatg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggeg
ccctteccag
tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtccce
cttgctctgt
caagcgatce
tteettteee
tggcacgate
agcctcectga
tttagtggag
atccatccge
cattteteet
tctcégctca
agcagctggg
gatggggttt
cccattggec

ctaaattttt

29

actacagcta
catcccectt
gccagctage
ggagtctttt
gtceccaggt
gaggtctagg
ccctgececcaa
cactatgccc
ttgcccaggce
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtatc
ccecaggect
caggctccca
aggcccagca
attttattgc
ttggaéggga
tgcccaggcet
tcctgagtag
tttttteert
ttggctcact
gtagctggga
acagggtttc
cttggcctce
ttgagacgaa
ctgcaaccte
attacaggtg
tgccatgttg
tcccaaaata

gatagagatc

ttgttaggtg
ggtcagctca
tgctcatcac
aattggttta
tettttgtetg
atgcccttag
gggatcctee
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatgce
gagaagctga
tagtcccata
tgctgatgcec
cgctcccttt
ccacggtcct
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctctg
ctacaggcgce
accatgttgg
caaagtgcta
gtcttgctet
cacctcctag
cccatcaaca
gccaggctgce
ctgggattac

gggtctttct

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140

4200



atgttgccca
agagtgtttg
accettecca
gtggccagtg
cgctgggect
ctggcctgga
gctatcaacg
gctaagaggce
tgtgagcctt
tagattaccce
tcgctetttt
tttccattge
gtctgaacca
tggagctggg
ggtagtctca
ccaggaaaca

gaaggctgag

ggaagttctt

<210> 14

cagtattggt
tgeccctgace
gtggctcaca
caggagttcc
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa

ctccagcetg

ttgtgttaac

ttatcectat
tactgcagga

getttteett

<211> 5915

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

agctggtctt
gaatacgtgc
gcagcteetg
cctgaagccec
ctgtcctgat
tcctgttctt
tgagcctgat
actgagccct
gcctaagggg
ccteetectg
ttacacccag
ccagggaggg
tgtgtctgec
aagggtgagt
tctccagtgt
ggctggcagce
cacacacctg
ccttgagttt
agccttggag
acttacctac
cctgtaatcc
agaccagcct

ttagccaggce

.gactgcttga

agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata
ggctctcagg

ttgttggttt
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gaactectag
gtaagccacce
gcatctaggt
acaccggacc
gctgctgage
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagc
gcatatcetgg
ccataccege
tgcectetgac
aaggttctga
atggactgtg

cagagggaga

gtggagtcag

tcgctectge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggce
atgccaagca
ctgtactttg
gggcaaaata
atggtggtgt
gcccagaagg
caagaccgtc
cgtttaatct
gggacagagt
atttgaatcc

gtttttgaga

cctaaagcag
acatctgece
agtgcagtga
ctcttetgec
tcecctggtgt
gatttctgca
ttccggaagg
caggetgacce

gtcecctagaa

acatgacaat

tctgtceccea
gcaataaagt
gtgetgggee
gtggagggcc
caaggcctag
tgcccacagg
ctgececttet
cctccagttg
aggttgtgaa
ctgtttaaga
ggaggccaag
gtgagacccc
atgtacctat
ttgaggctgc
tccaaaaaaa
ttacagtgat

ggctaattag

acctggtcca

cggac

30

tctteccace
tggagcctct
catcatggag
ttgcaggttg
ctctegetgyg
ttgtttgtat
tccaagaacce
tcatctgett
ggccctagat
ggaccaaatg

tgggctggtce

ttcttagatc

tcecteggtg

tgctgggaag
ggcaccattg
agccaggect
ggttctgtaa
ccttatcgac
ggttttggtt
acttgtgttg
gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgectgag

tctggcteca

tcggectece
tgttttagag
tgttcgggag
cctgcggaca
ttetgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggea
gtggggctte
tgccacacgce
tccaaagctce
aatcagccaa
ttgecttete
ggtggttatg
gccececcacce
cctctecetgg
atgcttgcetg
cattccaagc
ttgcctatta
gcagggtgcea
cacttgaggc
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgca
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacagc

gcatctatat

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5915



caccatcaga
gagactgact
agaggttagg
gagaaaggga
ctgcagcceg
cgcegtattce
acaacaggac
ttttecttrte
acgatctcgg
CCcégagta§
gttgagatgg
cecgecagect
acagttttta
aactcccatce
actagtecceg
agccatttgg
ggggcgegge
cgggcggaac
tctttgcctg
ccgggaccgyg
cttctectece
atgccagatg
gactgctcge
aagagtgcga
cgtgaattgg
agagattgac
cgecccaggaa
cggaatacag

agataatctg

tgggacgtct
gttgagttga

atactgtcaa

gaccgaccac’

aatggtgcect
gectggatcec
ttggcatagg
ttttettgag
ctcactgcaa
ctgggattac
ggtttcacca
cggcecteeca
aatctgtgga
atgecctggca
gcattetteg
gtcgtggagt
cattcgeege
ctggagataa
acgggcttag
gattaccgeg
aggtgtgcac
attattctgg
ggggtegttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggce
aggaggcgag

ccececcgacte
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gtgaaggaga
tgcaagctca
gggtgtgtgt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatceget
gtaagcgcaa
acagagtctc
cctceggete
aggcatgtge
tgttggcgag
aagtgctggg
gacttcattt
gccgetgggg
ctgttttcct
gcgagcacgg
ccggecectyg
tgggcageac
tgcteteget
cgctetgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgc
ataacggtga
aggacggcge
cggtectggcet
tgagtggcca

ccagtctetg

gacctcatct
ggtgttgcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg
atgctgttaa
actctgtegg
cccggetcaa
caccacgcee

gctggtcttg

-attacaageg

cccttgatgc
ccgcgaptcé
aactcgcceg
ccggccaatce
cteceocgtgget
ctgggggage
ctacgcgctg
cgtgggcacc
ggegtggggc
cggtgtgccc
éagccaécca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga

atgcaaaacc

31

ggcccacage
ggegggegece
gtggttetgt
ggacccggga
gcttggttece
tccecggatge
ccacactaac
cctggctgga
gcaattctcce
ggctaatttt
aactcctgac
tgagccaccg
cttgcagceg
gcacgteccct
cttgactagc
gccgagtcag
ggttttctce
cctggctggg
cacgtgaaég
gccatcagcet
ctcggagcag
ggggaacgga
gcgatactgg
éattattccg
cggggaggca
gggggtgteg
geccaggcegtt
gattctgggg

gagtgaaccg

ttggaaagga
atgatagtag
gaatgtatgg
ggatgggagg
cgaatcggat
tgcaattctt
acactttttt
gtgcagtggce
tgcctcagec
tgtattttta
ctcaggtaat
tgceceggeca
cgccgactac
taéccgcctc
gccctggaac
agggccagga
gegggegect

tgeggctege

cggcgegege |

gttcgegegt
ggcggccagg
cacggggctyg
tgttcgaaat
gggactegea
ggatggcggt
gcgatggctg
agcataatga
tccagggcaa

ttataccagce

60
120
180
240
309
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



cttgccattt

actttgggag

atggtgaaag

ttaatcccag

gtttcagtga

tcaaaaaaaa
gggcctacgg

acatggaatc

aggatgggag
gggcagggtc
ctgccaggtg
tcaatcaatc
agtggctccg
gccccactee
ggagcgtcet
agcaecg:ca
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagcec
tgtttitgtt
caatctgtcet
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga
gagtcaccct
ggctgacaca
ccctcectgg
cettecttttt

ggcacaatca

taagaattac
gccgaggegg
cctgtetcta
ctactcgggg
gccgagatcg
aaaaaaaaaa
agtagccacg
ctgacgtggce
gtcggggaac
caaggcactg
gggcaggggt
caacagcata
cecceccteect
atgcaatctt
gcgggtgggg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca
tceccaageag
.tttttttggt
gcctcagect
cccecagtttt
tettttgtet
gaggaaccaa
gatgagacta
tcccagetcece
tggttcagac
gcaatggcaa
ctteeeetet

tagctcactg
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ttaagggceg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaaggce
cgecactgea
aaaaaaaaag
tccgggectg
caaaggtgcc
agaggatage
ggttgacagt
ttcgggctgg

ttecggttgcea

_gccegececg

ggtgatccac
atgtggggag
ggcccttaaa
ctggctctgt
gttcatggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtge
gtggaaaaga
catttagtgc
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat

taacctggct

ggcgeggtgg
tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
cteccagecetg
agacttactt
gtctggggag
cggtgccagg
ccaggtggct
cctaacctgg
tggagcatgt
tcttctacac
cccecgeccet
acagctgaca
gtaactaaca
gacétcctag
tgcccaaagt
acctctgcct
aggecgtgcac
tctcgecatg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggeg
ccctteccag
tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtccc
cttgctctgt

caagcgatcce

32

ccCactcctg
agttgaccag
cgggcgctat
cttgaacccg
ggccagagtyg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat
ttccacccca
gctgggacag
actacagcta
catcccecett
gccagetage
ggégtctttt
gtcecccaggt
gaggtctagg
ccctgcccaa
cactatgcce
ttgcccagge
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtatc
ccccaggect
caggctccca
aggcccagcea
attttattge
ttggagggga
tgcccaggcet

tcctgagtag

taatcccagce
cctggccaac
ggecgggtgee
ggaggcggag
agactecgte
atgaaaagca
agggtcagtg
cecttggact
caccttteee
ccécacccct
gacagcatcc
ttgttaggtg
ggtcagctca
tgctcaécac
aattggttta
::cttgcttg
atgcccttag
gggatcctce
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatge
gagaagctga
tagtcccata
tgctgatgee
cgctccecettt
ccatggtect
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt

ctaggactat

1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480

3540



aggcatgtca
gtctegctcet
cctcecegggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgcccaa
gttcaagcga
cacccggceta
tctcgaactce
aggcatgagce

atgttgcecca

agagtgtttg’

acccttcecca
gtégccagtg
cgctgggect
ctggcctgga
gctatcaacg
‘gctaagaggce
tgtgagcctt
tagattaccc
tcgetetttt
ttteccattge
gtctgaacca
tggagctggyg
ggtagtétca
ccaggaaaca
gaaggctgag
ggaagttctt
cagtattggt

tgcectgace

ctgcacccag
gtcaccaggc
tcaagcaatt
gcccagctaa
ctcaatctct
cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttctecacct
atttttgtat
ctaacctcag
cacegtgecee
géctggtctt
gaatacgtge
gcagctccetg
cctgaagcecece
ctgtecctgat
tcctgttctt
tgagcctgat
dctgagccct
gcctaagggg
cctcctcecectg
ttacacccag
ccagggaggg
tgtgtctgcc
aagggtgagt
tctccagtgt
ggetggcagce

cacacacctg

ccttgagttt

agccttggag

acttacctac
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ctaatttttt
tggagtgcag
ttcctgecte
ttcettgtatct
tgacctggtg
cctcaceggg
ggtggcatga
tagectcccec
ttttattaga
gtgatccace
agctgaattt
gaactcctag
gtaagccacc
gcatctaggt
acaccggacc
gectgctgagce
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagc
gcatatctgg
ccatacccac
tgcctetgac
aaggttctga
atggactgtg
cagagggaga
gtggagtcag
tcgctectge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggee

atgccaagca

[A A 2244444
tggcacgatc
agcctcctga
tttagtggag
atccatccgce
cattttttet
tctcggctca
agcagctggg
gatggggttt
cccattggee
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgccce
agtgcagtga
ctcttctgec
tcecetggtgt

gatttectgea

‘ttccggaagg

caggctgacc
gtccctagaa
acatgacaat
tctgtcecca
écaataaagt
gtgctgggec
gtggagggee
caaggcctgg
tgcccacagg
ctgcecttet
cctccagttg
aggttgtgaa

ctgtttaaga

33

teeteeeett
ttggctcact
gtagctggga
acagggtttc
cttggectcece
ttgagacgaa
ctgcaacctc
attacaggtg
tgccatgttg
tcccaaaata
gatagagatc
tcttecccace
tggagcctct
catcatggag
ttgcaggttg
ctctegetag
ttgtttgtat
tccaagaacc
tcatctgcett
ggccctagat
ggaccaaatg
tgggctggte
ttcttagatc
tcccteggtg
tgctgggaag
ggcaccattg
agccaggcect
ggttctgtaa
ccttatcgac
ggtttttgtt

acttgtgttg

ttgcgacata
gcaacctctg
ctacaggcgce
accatgttgg
caaagtgcta
gtcttgctcet
cacctcctag
cccatcaaca
gccaggcetge
ctgggattac
gggtctttet
tcggceeteee
tgttttagag
tgttcgggag
cctgcggaca
ttctgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggeca
gtggggcttce
tgccacacgc
tccaaagctc
aatcagccaa
ttgecttcte
ggtggttatg
geccccecacee
cctcteetgg
atgcttgctg
cattccaage
ttgectatta

gcagggtgca

3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

5040

5100

S160

5220

5280

5340

5400



<210> 15

gtggctcaca
caggagttcc
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa
ctccagectg
ttgtgttaac
ttatccctat
tactgcagga

gecttttttee

cctgtaatcc
agaccagcct
ttagccaggc
gactgcttga
agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata
ggctctcagg

ttgttggttt

ES 2453895 T3

ctgtactttg
gggcaaaata
atggtggtgt
gcccagaagg
caagaccgtc
cgtttaatct
gggacagagt
atttgaatcc

gtttttgaga

ggaggccaag
gtgagacece
atgtacctat
ttgaggctge
tccaaaaaaa
ttacagtgat
ggctaattag
acctggtcca

cggac

gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgcctgag

tctggctcca

cacttgaggce
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgca
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacagc

gcatctatat

<211> 5915
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

caccatcaga
gagactgact
agaggttégg
gagaaaggga
ctgcagceceg
cgeccgtatte
acaacaggac
tttteteete
acgatctcgg
tccecgagtag
gttgagatgg
ccgecagect
acagttttta
aactcccate
actagteccg
agccatttgg
ggggegegge

cgggcggaac

tgggacgtct
gttgagttga
atactgtcaa
gaccgaccéc
aatggtgccet
gctggatccce
ttggcatagg
tttttertgag
ctcactgcaa
ctgggattac
ggtttcacca
cggccetecca
aatctgtgga
atgcctggca

gcattctteg

gtcgtggagt

cattcgececge

ctggagataa

gtgaaggaga
tgcaagctca
gggtgtgtgt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatccget
gtaagcgcaa
acagagtctc
ccteeggete
agacatgtge
tgttggcgag
aagtgctggg
gacttcattt
gcecgetgggg
ctgttttect
gcgagcacgg
ccggeccetyg

tgggcagecac

gacctcatct
ggtgttgcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg
atgctéttaa
actctgtcgg
cccggctcaa
caccacgcee
gctggtettg
attaéaagcg
cecttgatge
cecgegattee
aactcgcecg
ccggccaatc
ctccgtgget

ctgggggage

34

ggcccacage
ggcgggegee
gtggttctgt
ggacccgaga
gcttggttéc
tcceggatge
ccacactaac
cctggctgga
gcéattctcc
ggctaatttt
aactcctgac
tgagccaccg
cttgcagccg
gcacgtcect
cttgactage
gccgagtcag
ggttttctce

cctggctggg

ttggaaagga

‘atgatagtag

éaatgtatgg
ggatgggagg
cgaatcggat
tgcaattctt
acactttttt
gtgcagtggc
tgectcagee
tgtattttta
ctcaggtaat
tgceceggeca
cgccgactac
taccecgette
gccctggaac
agggccagga
gcgggegect

tgcggctege

5460
S$520
5580
5640
$700
5760
5820
5880

5915

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780
840
900
960

1020

1080



tetttgectg
ccgggaccgg
cttctectee
atgccagatg
gactgctege
aagagtgcga
cgtgaattgg
agagattgac
cgcccaggaa
cggaatacag
agataatctg
cttgccattt
actttgggag
atggtgaaag
ttaatcccag
gtttcagtga
tcaaaaaaaa
gggcctacgg
acatggaatc
aggatgggag
gggcagggtc
ctgccaggtg
tcaatcaatc
agtggctecg
gcecccactce
ggagcgtect
agtactgtta
ttgttgteet
tgtgcactgg

caccttagcce

acgggcttag
gattaccgeg
aggtgtgcac
attattctgg
ggggtcgttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggcce
aggaggcgag
cccecgacte
taagaattac
gccgaggegg
cctgtctcta
ctactecgggg
gccgagatcg
aaaaaaaaaa
agtagccacg
ctgécgtggc
gtcggggaac
caaggcactg
gggcaggggt
caacagcata
cccecteect
atgcaatctt
gcgggtgggyg
gaggctgaag
gagacagggt
cgtgatctca

tcccaagcag
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tgctcteoget
cgectetgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgc
ataacggtga
aggacggcge
cggtctggct
tgagtggcca
ccagtctctg
ttaagggccg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaaggce
cgccactgea
aaaaaaaaag
cccgggcccg
caaaggtgcc
agaggatagce
ggttgacagt
ttcgggetgg
ttcggttgeca
gccecgececg
ggtgatccac
atgtggggag
ggceccttaaa
ctggctctgt
gttcatggca

ctggaatcac

ctacgcgetg
cgtgggcacc
ggegtggggc
cggtgtgecec
gagctaccca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga

atgcaaaacc

ggcgeggtgg

tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagectg
égactcacc:
gtctggggag
cggtgccagg
ccaggtggct
cctaacctgg
tggagcatgt
tcttctacac
ccecgecect
acagctgaca
gtaactaaca
gacatcctag
tgcccaaagt
acctétgcct

aggegtgeac

35

cacgtgaagg
gccatcagct
cteggageag
ggggaacgga
gcgatactgg
gattattccg
cggggaggca
gggggtgttg
gccaggcegtt
gattctgggyg
gagtgaaccg
cccactectg
agttgaccag
cgggcgctat
cttgaacccg
ggccagagetg
aaggtctaag
aggggaggat
agatcatcga
tcttggaaat
ttccacccca
gctgggacag
actacagcta
catccecctt
gccagctage
ggagtctttt
gtccccaggt
gaggtctagg
ccctgeccaa

cactatgcec

cggegegege
gttcgegegt
ggcggecagg
cacggggctg
tgttcgaaat
gggactcgca
ggatggcggt
gcgatggetg
agcataatga
tccagggcaa
ttataccagc
taatcccagce
cctggccaac
ggcgggtgcee
ggaggcggég
agacéccgtc
atgaaaagca
agggtcagtg
ccettggact
cacctttctc
ccccaccect

gacagcatce

ttgttaggtg

ggtcagctca
tgctcatcac
aattggttta
ttttegtttg
atgcccttag
gggatcctce

agctaatttt

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



tgtttttgtt
caatctgtct
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga
gagtcaccct
ggctgacaca
ccecteectgg
ccttecttttt
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgetct
cctcecegggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgcccaa
gttcaagcga
cacccggcta
tctcgaacte
aggcatgagc
atéttgccca
agagtgtttg
acccttceca
gtggccagtg
cgctgggect
ctggcctgga
gctatcaacg
gctaagaggce

tgtgagccett

tteetetggt
gcctcagcct
ccccagttet
tecttetgtet
gaggaaccaa
gatgagacta
tcccagetec
tggttcagac
gcaatggcaa
tttttrtete
tagctcactg
ctgcacccag
gtcaccagge
tcaagcaatt
gcccagctaa
ctcaatctct
cgtgagtcaa
gctgga;tgt
ttcteccacct
atttttgtat
ctaacctcag
caccgtgcce
agctggtett
gaatacgtgc
gcagctcctg
cctgaagcecece
ctgtcetgat
tectgttcet
tgagcctgat
actgagccct

gcctaagggg
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agagatggtg
cccaaagtgc
gtggaaaaga
catttagtgc
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca
ttggcegatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggcet
ctaatttttt
tggagtgcag
tteectgecte
ttettgtatt
tgacctggtg
cctcaccggg
ggtggcatga
tagcctceccece
ttttattaga
gtgatccacc
agctgaattt
gaactcctag
gtaagccacc
gcatctaggt
acaccggacce
gctgectgage
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagce

gcatatctgg

tctcgccatg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggcg
cccttcccag
tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtcce
cttgctetgt
caagcgatcce
tttteteeee
tggcacgatc
agcctcctga
tttagtggag
atccatccge
catttLtetet
tctcggctca
agcagctggg
gatggggttt
cccattggec
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgcec
agtgcagtga
ctecttctgee
tcecectggtgt
gatttétgca
ttccggaagg
caggctgacc

gtccctagaa

36

ttgcccaggce
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtatc
ccccaggcct
caggctccca
aggcccagca
attttattge
ttggagggga
tgcc;aggct
tcctgagtag
ttceeetttt
ttggctcact
gtagctggga
acagggtttc
cttggcetee
ttgaéacgaa
ctgcaaccte
attacaggtg
tgccatgttg
tcccaaaata
gatagagaﬁc
tctteccace
tggagectct
catcatggag
ttgcaggttg
ctctegetgg
ttgtttgtat
tccaagaacce
tcatctgett

ggccctagat

tggtctcaag
gctaccatge
gagaagctga
tagtcccata
tgctgatgcce
cgctccettt
ccatggtcect
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctctg
ctacaggcgc
accatgttgg
caaaétgcta
gtcttgctet
cacctectag
cccatcaaca
gccaggcetgce
ctgggattac
gggtctttct
teggecteee
tgttttagag
tgttcgggag
cctgeggaca
ttctgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggca

gtggggcttc

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680

4740



<210> 16

<211> 5915
<212> ADN

tagattaccce
tcgctcettte
tttccattge
gtctgaacca
tggagetggg
ggtagtctca
ccaggaaaca
gaaggctgag
ggaagttctt
cagtattggt
tgecctgacce
gtggctcaca
caggagttce
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa
ctccagccectg
ttgtgttaac
ttatccctat
tactgcagga

gcteeeette

<213> Homo sapiens

<400> 16

caccatcaga
gagactgact
agaggttagg
gagaaaggga
ctgcagceccg
cgecgtatte

acaacaggac

cctecctectg
tcac#cccag
ccagggaggg
tgtgtctgce
aagggtgagt
tctccagtgt
ggctggcage
cacacacctg
ccttgagttt
agccttggag
acttacctac
cctgtaatece
agaccagcct
ttagccaggce
gactgcttga
agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata
ggctctcagg

ttgttggttt

tgggacgtct
gttgagttga
atactgtcaa
gaccgaccac
aatggtgcct
gctggatcee

ttggcatagg
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ccatacccge
tgcctctgac
aaggttctga
atggactgtg
cagagggaga
gtggagtcag
tecgectectge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggcec
atgccaagca
ctgtactttg
gggcaaaata
atggtgétgt
gcccagaagg
caagaccgtce
cgtttaatct
gggacagagt
atttgaatce

gtttttgaga

gtgaaggaga
tgcaagctca
gggtgtgtgt
caggaagcac
gaaatagttt
ctgatccgcet

gtaagcgcaa

acatgacaat
tctgtecccea
gcaataaagt
gtgectgggec
gtggagggcec
caaggcctgg
tgcccacagg
ctgcecttet
cctccagttg
aggttgtgaa
ctgtttaaga
ggaggccaag
gtgagaccec
atgtacctat
ttgaggctgc
tccaaaaaaa
ttacagtgat
ggctaattag
acctggtcca

cggac

gacctcatct
ggigttgcca
ggccaaagga
tggtgaggca
caggggaaat
ggtctctagg

atgctgttaa

37

ggaccaaatg
tgggcectggtc
ttcttagatce
tcccteggtyg
tgctgggaag
ggcaccattg
agccaggect
ggttctgtaa
ccttatcgac
ggtttttgtt
acttgtgttg
gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgcctgag

tetggctcea

ggcccacage
ggcgggegec
gtggttctgt
ggacccggga
gettggttece
tcccgg;tgc

ccacactaac

tgccacacgc
tccaaagete
aatcagccaa
ttgcettete
ggtggttatg
gcccccacee
cctctectgg
atgcttgectg
cattccaage
ttgectatta
gcagggtgca
cacttgagge
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgca
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacagc

gcatctatat

ttggaaagga
atgatagtag
gaatgtatgg
ggatgggagg
cgaatcggat
tgcaattctt

acacttttte

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880

5918

60
120
180
240
300
360

420



ttttctttte
acgatctcgg
tceccgagtag
gttgagatgg
ccgecageet
acagttttta
aactcccatce
actagtcccg
agccatttgg
ggggegeage
cgggcggaac
tctttgeetg
ccgggaccgg
cttetectee
atgccagatg
gactgcectecge
aagagtgcga
cgtgaattgg
agagattgac
cgcccaggaa
cggaatacag
agataatctg
cttgecattt
actttgggag
atggtgaaag
ttaatcccag
écc:cagcga
tcaaaaaaaa
gggcetacgg

acatggaatc

tttttttgag
ctcactgcaa
ctgggattac
ggtttcacca
cggcctccca
aatctgtgga
atgcctggca
gcattctteg
gtegtggagt
cattcgecege
ctggagataa
acgggcttag
gattaccgcg
aggtgtgcac
attattectgg
ggggtegttg
ggcaagggac
atgccaagga
gatggtctca
caaggtggce
aggaggcgag
cccececgacte
taagaattac
gccgaggegy
cctgtctcta
ctactcgggg
gccgagatcyg
aaaaaaaaaa
agtagccacg

ctgacgtgge
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acagagtcte
cctceggete
aggcatgtgce
tgttggcgag
aagtgctggg
gacttcattt
gccgctgggg
ctgttttect
gcgagcacgg
ccggcecetg
tgggcagcac
tgctecteget
cgectctgega
gggagtggga
agtctgggat
cacaggggct
cagacagtgc
ataacggtga
aggacggcgc
cggtctggcet
tgagtggcca
ccagtctctg
ttaagggccg
atggatcact
ccaaaaatag
gggctaagge
cgccactgca
aaaaaaaaag
tececgggeetg

caaaggtgcce

actctgtcgg
cccggetcaa
caccacgcce
gctggtcttg
attacaagcg
ccettgatge
ccgecgattee
aactcgcccg
ccggccaatc
ctcecgtgget
ctgggggagc
ctacgcgcetg
cgtgggcacc
ggcgtgggge
éggtgtgdcc
gagctaccca
tggggactgg
ccaggaaagg
gcaggtgaag
gtgcgtgatg
gggagctgga
atgcaaaacc
ggcgeggtgg
tgaagtcagg
aaaaattaat
aggagaatcg
ctccagectg
agacttactt
gtctggggag

cggtgccagg

38

cctggctgga
gcaattctce
ggctaatttt
aactcctgac
tgagccaccg
cttgcagccg
gcacgtcecct
cttgactagc
gccgagtcag
ggttttctee
cctggetggg
cacgtgaagg
gccatcagct
ctcggagcag
ggggaacgga
gcgatactgg
gattattccg
cggggaggea
gggggtgttg
gccaggcgtt
gattctgggg
gagtgaaccg
cccactcectg
agttgaccag
cgggcgctat
cttgaacccg
ggccagagtg
aaggtctaag
aggggaggat

agatcatcga

gtgcagtgge
tgcctcagcee
tgtattttta
ctcaggtaat
tgecceggeca
cgccgactac
tacccgette
gccctggaac
agggccagga
gcgggegect
tgcggetege
cggcgegege
gttegegegt
ggcggcecagg
cacggggctg
tgttcgaaat
gggactcgca
ggatggcggt
gcgatggcetg
agcataatga
tccagggcaa
ttataccage
taatcccage
cctggecaac
ggegggtgce
ggaggcggag
agactccgtc
atgaaaagca
agggtcagtg

ccettggact

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



aggatgggag
gggcagggtc
ctgeccaggtg
tcaatcaatc
agtggctccg
gccccactcee
ggagcgtect
agtactgtta
ttgttgtttt
tgtgcactgg
caccttagcece
tgtttttgtt
caatctgtct
cccaccaaca
gcatgagcta
agaacagaga
atatgccgga
gagtcaccct
ggctgacaca
ccctceetgg
ccttectttet
ggcacaatca
aggcatgtca
gtctcgctct
cctcecgggt
gtgtcaccac
ctaggatggt
ggattacagg
tgctgcccaa
gttcaagcga

cacccggceta

gtcggggaac

caaggcactg

gggcaggggt

caacagcata.
cccectecct

atgcaatctt

gegggtgggg
gaggctgaag
gagacagggt

cgtgatctca
tcccaagcag
ttteettggt
gectecageet
ccccagtttt
tcttttgtct
gaggaaccaa
gatgagacta
tcccagctce
tggttcagac
gcaatggcaa
tttteteete
tagctcactg
ctgcacccag
gtcaccaggc
tcaagcaatt
gcccagctaa
ctcaatctet
cgtgagtcaa
gctggaatgt
ttcteccacct

atttttgtat
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agaggatagc
ggttgacagt
ttcgggetgg
ttcggttgeca
gcccgececg
ggtgatccac
atgcggggag
ggcccttaaa
ctggctetgt
gttcatggca
ctggaatcac
agagatggtg
cccaaagtge
gtggaaaaga
catttagtgc
gggagtggaa
tccattacca
agagaaggca
ttggccgatt
gagcttcaga
aagaaataat
taacctggct
ctaatttttt
tggagtgcaé
ttcctgecte
tttttgtatt
tgacctggtg
cctcaccggg
ggtggcatga
tagccteccee

ttttattaga

ccaggtggct
cctaacctgg
tggagcatgt
tcttctacac
ccccgecect
acagctgaca
gtaactaaca
gacatcctag
tgcccaaagt
acctctgect
aggcgtgcac
tctcgcecatg
tggggggatt
tgccgaaatt
tcagcaggaa
gacgatggcg
ccctteccag
tcactgaggg
tatttaagaa
gaccagtcec
cttgetetgt
caagcgatcc
tceeeeeeete
tggcacgatc
agccteectga
tttagtggag
atccatecge
cattttttee
tctcggctca
agcagcetggg

gatggggttt

39

tcttggaaat
ttccaccceeca
gcigggacag
actacagcta
catccececett
gccagctage
ggagtctttt
gteececcaggt
gaggtctagg
ccctgeccaa
cactatgccce
ttgceccaggce
acaggcgtga
cctttttaag
aatttgtatc
ccccaggect
caggctccca
aggcccagca
attttattge
ttggagggga
tgcccaggct
tccetgagtag
tteeeeeeee
ttggctcact
gtagctggga
acagggtttc
cttggcctee
ttgagacgaa
ctgcaaccte
attacaggtg

tgccatgttg

cacctttctce
ccccaccect
gacagcatcc
ttgttaggtg
ggtcagctca
tgctcatcac
aattggttta
ttttegtteg
atgcccttag
gggatcctce
agctaatttt
tggtctcaag
gctaccatgce
gagaagctga
tagtcccata
tgctgatgcec
cgctcecettt
ccatggtcct
tcagaacttt
cctgttgaag
ggagtgcagt
ctaggactat
ttgcgacata
gcaacctcetg
ctacaggcge
accatgttgg
caaagtgcta
gtcttgctet
cacctcctag
cécatcaaca

gccaggetgace

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080



<210> 17
<211> 15

<212> ADN

tctcgaacte
aggcatgagc
atgttgccca
agagtgtttg
acccttccea
gtggccagtg
cgctgggect
ttggcctgga
gctatcaacg
gctaagaggce

tgtgagcctt

tagattacce:

tcgectetett
tttccattge
gtctdaacca
tggagctggg
ggtagtctca
ccaggaaaca
gaaggctgag
ggaagttctt
cagtattggt
tgccctgace
gtggctcaca
caggagttcc
aaaaaaaaaa
ctggcgggaa
ctccagcectg
ttgtgttaac
ttatccctat

tactgcagga

ctaacctecag
caccgtgece
agctggtctt
gaatacgtgc
gcagctecctg
cctgaagcce
ctgtcctgat
tcctgttett
tgagcctgat
actgagccct
gcctaagggg
ccteectectg
ttacacccag
ccagggaggyd
tgtgtctgee
aagggtgagt
tctccagtgt
ggctggcage
cacacacctg
ccttgagttt
agccttggag
acttacctac
cctgtaatce
agaccagcct
ttagccagge
gactgcttga
agcaacagag
gtgttaaact
cttgatgata

ggctctcagg
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gtgatccacce
agctgaattt
gaactcctag
gtaagccacc
gcatctaggt
acaccggacce
gctgctgage
cgtgctctat
gtggctcagt
caacccaagce
gcatatctgg
ccatacccge
tgcctctgac
aaggttctga
atggactgtg
cagagggaga
gtggagtcag
tcgctcctge
gaagggcagg
aactttaacc
ggtcagggcce
atgccaagca
ctgtactttg
gggcaaaata
atggtggtgt
gcccagaagg
caagaccgtc
cgtttaatct
gggacagagt

atttgaatcc

gettrttttt ttgttggttt gtttttgaga

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda VIC vk2581 G>C

cccattggcece
ctaaattttt
cctaaagcag
acatctgcce
agtgcagtga
ctettctgec
tceectggtgt
gatttctgca
ttccggaagg
caggctgacce
gtccctagaa
acatgacaat
tctgtceecca
gcaataaagt
gtgctgggec
gtggagggcc
caaggcctgg
tgcccacagg
ctgcecttet
cctccagttg
aggttgtgaa
ctgtttaaga

ggaggccaag

gtgagaceccc

atgtacctat
ttgaggctge
tccaaaaaaa
ttacagtgat
ggctaattag

acctggtcca

cggac

40

tcccaaaata
gatagagatc
tctteccacce
tggagecctcet
catcatggag
ttgcaggttg
ctctegetgg
ttgtttgtat
tccaagaacce
tcatctgcett
ggccctagat
ggaccaaatg
tgggctggte
ttcttagatc
tcccteggtg
tgctgggaag

ggcaccattg

agcecaggect

ggttctgtaa
ccttatcgac
ggtttetgtt
acttgtgttg
gcaggaggat
tgtctctaca
agtcccaact
agtgagccat
aacaaaaaac
ttatgaggtg
tatgcctgag

tctggctcca

ctgggattac
gggtctttet
tcggccteee
tgttttagag
tgttcgggag
cctgecggaca
ttctgtctac
caccacctat
ccagggcaag
tgctttggea
gtggggctte
tgccacacgc
tccaaagcte
aatcagccaa
ttgcctt&ca
ggtggttatg
gcccccacce
cctctectgg
atgcttgetg
cattccaagc
ttgcctatta
gcagggtgca
cacttgaggc
aaaaaaaaaa
aatcgggaag
gatcactgca
aaaaaaaaac
ggtactatta
atcacacagc

gcatctatat

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040 °
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
520
5580
5640
5700
5760
5820

5880

5915



10

15

20

25

30

35

ES 2453895 T3

<400> 17

tcatcacgga gcgtc 15
<210> 18

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda FAM vk2581 G>C
<400> 18

tcatcaccga gcgtc 15
<210> 19

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> cebador de PCR
<400> 19

ggtgatccac acagctgaca 20
<210> 20

<211> 23

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 20

cctgttagtt acctccccac atc 23
<210> 21

<211> 15

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda VIC vk3294 T>C
<400> 21

ccaggaccat ggtgc 15
<210> 22

<211> 15

<212> ADN

41
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<213> Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda FAM vk3294 T>C
<400> 22

ccaggaccgt ggtgc 15

<210> 23

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 23

gctccagaga aggcatcact 20
<210> 24

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 24

gccaagtctg aaccatgtgt ca 22
<210> 25

<211> 15

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda VIC vk4769 G>A
<400> 25

atacccgcac atgac 15

<210> 26

<211> 16

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Secuencia de la sonda FAM vk4769 G>A
<400> 26

catacccaca catgac 16

42
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<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 27

gtccctagaa ggccctagat gt 22
<210> 28

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 28

gtgtggcaca tttggtccat t 21
<210> 29

<211>19

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 29

ccaatcgcecg agtcagagg 19
<210> 30

<211> 20

<212> ADN

<213> Atrtificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 30

cccagtcccc agcactgtct 20
<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

43
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<223> Cebador de PCR
<400> 31

aggggaggat agggtcagtg 20
<210> 32

<211> 21

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 32

cctgttagtt acctccccac a 21
<210> 33

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 33

atacgtgcgt aagccaccac 20
<210> 34

<211> 20

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Cebador de PCR
<400> 34

acccagatat gcccccttag 20
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REIVINDICACIONES

1. Célula que contiene y expresa un acido nucleico recombinante que comprende un acido nucleico que codifica

vitamina K epdxido reductasa (VKOR) operativamente asociada a un promotor heterdélogo, en la que dicho acido

nucleico que codifica VKOR comprende SEC ID NO:9, o un acido nucleico que es al menos 80% idéntico a SEC ID
5 NO:9, y en la que dicha VKOR expresada convierte vitamina K epdxido en vitamina K.

2. Célula de la reivindicacion 1, en la que dicha VKOR expresada es sensible a warfarina.

3. Célula de la reivindicacién 1 6 2, que expresa ademas acido nucleico que codifica una proteina dependiente de
vitamina K y que contiene y expresa un acido nucleico heterdlogo que codifica una carboxilasa dependiente de
vitamina K.

10 4. Célula de la reivindicacion 3, en la que la proteina dependiente de vitamina K se selecciona del grupo que
consiste en Factor VII, Factor IX, Factor X, Proteina C, Proteina S y protrombina.

5. Un método para obtener una proteina dependiente de vitamina K, que comprende cultivar la célula de la
reivindicacion 3 6 4 en presencia de vitamina K.

15
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