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DESCRIPCION
Métodos y kits para detectar el angioedema hereditario de tipo lII.

La presente invencion se refiere a un método de diagnéstico del angioedema hereditario de tipo Il (AEH IIl) o a una
predisposiciéon al mismo en un sujeto que se sospecha que ha desarrollado o que presenta una predisposiciéon a
desarrollar un angioedema hereditario de tipo Ill o en un sujeto que se sospecha que es portador de angioedema
hereditario de tipo Ill, comprendiendo el método la determinacién in vitro a partir de una muestra biolégica de dicho
sujeto de la presencia o la ausencia de una mutacion asociada a enfermedad en una molécula de acidos nucleicos
codificante del factor de coagulacion Xll, siendo la mutacion: (i) una mutacion 6927C—A o una mutacion 6927C—G
de la secuencia natural ("wild-type") de SEC ID n° 3, o (ii) que afecta al residuo aminoacido 309 que corresponde al
residuo aminoacido 328 de la secuencia ilustrada en SEC ID n°® 2, en la que la presencia de dicha mutacion es
indicativa de un angioedema hereditario de tipo Il o de una predisposicion a la misma.

Si no se indica lo contrario, todas o cualquier combinacion de etapas (incluyendo etapas individuales Gnicamente)
llevadas a cabo en el método de la presente invencion y citadas en la totalidad de dicha memoria puede llevarse a
cabo en cualquier combinacion de in vivo, ex vivo o in vitro.

Las formas convencionales o clasicas de angioedema hereditario (AEH) es conocido que son trastornos dominantes
autosémicos. Se reconocen dos tipos (Rosen et al., Science 148:957-958, 1965), ambos relacionados con una
deficiencia de inhibidor de C1 causada por mutaciones en el gen inhibidor C1 (Bissler et al., Proc. Assoc. Am.
Physicians 109:164-173, 1997; Zuraw y Herschbach, J. Allergy Clin. Immunol. 105:541-546, 2000; Bowen et al., Clin.
Immunol. 98:157-163, 2001). El gen defectuoso produce nada de inhibidor de C1 (AEH de tipo 1) o un inhibidor de
C1 disfuncional (AEH de tipo Il). Recientemente se ha descrito otro tipo de angioedema hereditario (Bork et al.,
Lancet 356:213-217, 2000; Binkley y Davis, J. Allergy Clin. Immunol. 106:546-550, 2000; Martin et al., J. Allergy Clin.
Immunol. 107:747, 2001) y aparentemente este nuevo tipo esta estrechamente relacionado, posiblemente siendo
idéntico, a una entidad de enfermedad ya descrita en 1986 por Warin et al. (Br. J. Dermatol. 115:731-734) en dos
hermanas. En pacientes con dicho nuevo tipo de angioedema hereditario/familiar, los niveles de proteina inhibidora
de C1 y de funcién inhibidora de C1 (determinada mediante ensayos antigénicos y funcionales) son normales. Esta
enfermedad ha sido denominada AEH de tipo Il por Bork et al. (Lancet 356:213-217, 2000). El defecto genético
subyacente al angioedema hereditario de tipo Il todavia no se conoce. Hasta ahora, esta enfermedad se ha
informado exclusivamente en mujeres, aunque a partir del andlisis del pedigri se infiere la existencia de portadores
masculinos (Binkley y Davis, 2000; Martin et al., 2001). Se presume que la herencia es autosémica dominante
(Binkley y Davis, 2000; Martin et al., 2001; Binkley y Davis, J. Allergy Clin. Immunol. 107:747-748, 2001), se ha
observado la transmisiéon hombre a hombre en una familia (Martin et al., 2001). Sin embargo, se ha comentado la
posibilidad de heterogeneidad genética, incluyendo la posibilidad de herencia mediante el cromosoma X finalmente
en algunas familias (Bork et al., 2000; Martin et al., 2001; Binkley y Davis, 2001). La manifestacion clinica del AEH
de tipo Ill, en particular con respecto a la frecuencia e intensidad de los sintomas, aparentemente es bastante
variable y puede reducirse la penetrancia de la enfermedad (Bork et al., Lancet 356:213-217, 2000; Bork et al., Am.
J. Med. 114:294-298, 2003). Por lo tanto, podria conjeturarse que algunos pacientes diagnosticados con
"angioedema idiopético” finalmente resultan afectados por angioedema hereditario de tipo I, y que la enfermedad
no se ha manifestado (todavia) en ninguno de sus parientes (Bork et al., Am. J. Med. 114:294-298, 2003). En
aproximadamente dos tercios de las mujeres afectadas por AEH de tipo lll, los sintomas de angioedema se
precipitan o resultan exacerbados por anticonceptivos orales o terapia de sustitucién hormonal (Bork et al., 2003); el
embarazo también podria ser un importante factor precipitador, por lo menos en algunas familias (Binkley y Davis,
2000). Se supone que los estrégenos exdgenos y enddégenos son responsables de estos efectos precipitadores o
exacerbantes, respectivamente (Binkley y Davis, 2000, 2001; Bork et al., 2000, 2003). Basandose en la informacion
actualmente disponible, la presentacion del AEH de tipo Il aparentemente es muy similar a la del AEH de tipo 1 o 11,
excepto por su aparicion exclusiva en mujeres.

Cugno et al. (Immunopharmacology 33:361-364, 1996) describen la activacién del factor Xl y la division del
quinégeno de alto peso molecular durante los ataques agudos en las deficiencias hereditarias y adquiridas de
inhibidor de C1. ElI documento n® US 2004/033582 describe polimorfismos de nucleétido Unico humanos. Schloesser
et al. (Blood 90, 10:3967-3977, 1997) describe mutaciones en el gen del factor Xl humano. Bork et al. (The
American Journal of Medicine 114:294-298, 2003) describen episodios recurrentes de angioedema de la piel y
ataques severos de dolor abdominal inducidos por anticonceptivos orales o terapia de sustitucion hormonal. Kanaji
et al. (Blood 91, 6:2010-2014, 1998) describen que un polimorfismo genético comun (sustitucién 46 C por T) en la
region 5'-no traducida del gen del factor Xl de coagulacion se asocia a una baja eficiencia de traduccion y a una
reduccién del nivel del factor plasméatico XII. El documento n® WO 01/79228 describe haplotipos del gen del factor de
coagulacién Xl humano. El documento n® WO 92/14843 describe aptameros especificos de biomoléculas. El n° de
acceso AF538691 de la base de datos Genbank describe el gen del factor de coagulacion Xll de Homo sapiens
(factor de Hageman) (F12). La patente EP 0989 184 describe un animal transgénico defectivo en factor de
coagulaciéon Xlll. Bork et al. (The American Journal of Medicine 116:644-645, 2004) describen el angioedema
hereditario de tipo Il y el angioedema asociado a antagonistas del receptor de la angiotensina Il. Bork et al. (The
Lancet 356:213-217, 2000) describen el angioedema hereditario con actividad normal de inhibidor de C1 en mujeres.
Soria et al. (Am. J. Hum. Genet. 70:567-574, 2002) indican que un locus de un caracter cuantitativo en el gen del
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factor Xl humano influye tanto sobre los niveles del factor plasmatico XIl como sobre la susceptibilidad a la
enfermedad trombotica. Agostini et al. (Journal of Allergy and Clinical Immunology 114, 3:5S51-S131, 2004) describen
angioedema hereditario y adquirido. El nimero de acceso AAF98777 de la base de datos GeneSeq describe un
oligonucledtido receptor de factor | estimulante de colonias.

La deficiencia del inhibidor de la esterasa C1 funcional proporciona medios Utiles de deteccion del angioedema
hereditario de tipos | y II, ya que la sustitucion con una preparacién farmacéutica de inhibidor de C1 humano
proporciona un medio Util de tratamiento, asi como de prevencion, de estos tipos de angioedema hereditario. En
contraste, todavia no se ha identificado un método eficaz para la deteccion, el tratamiento y la prevencion del
angioedema hereditario de tipo Ill.

De esta manera, el problema técnico subyacente de la presente invencion es proporcionar medios y métodos de
diagnéstico del angioedema hereditario de tipo Il o de una predisposicion al mismo, asi como para la prevencion y el
tratamiento del angioedema hereditario de tipo IlI.

La solucién a dicho problema técnico se consigue proporcionando las formas de realizacion caracterizadas en las
reivindicaciones.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, la presente invencion se refiere a un método de diagnéstico del
angioedema hereditario de tipo Il (AEH IIl) o de una predisposicion al mismo, en un sujeto que se sospecha que ha
desarrollado o que presenta una predisposicion a desarrollar angioedema hereditario de tipo Ill, o en un sujeto que
se sospecha que es portador de angioedema hereditario de tipo 1ll, comprendiendo el método la determinacion in
vitro a partir de una muestra bioldgica de dicho sujeto de la presencia o la ausencia de una mutacion asociada a
enfermedad en una molécula de acidos nucleicos codificante del factor de coagulacion Xll, siendo la mutacion: (i)
6927C—A 0 una mutacion 6927C—G de la secuencia natural de SEC ID n° 3, o (ii) que afecta al residuo aminoacido
309, que corresponde al residuo aminoacido 328 de la secuencia ilustrada en SEC ID n° 2, en la que la presencia de
dicha mutacion es indicativa de un angioedema hereditario de tipo Il o de una predisposicién al mismo.

La expresion "acido nucleico" o "molécula de acidos nucleicos" se refiere a ADN o ARN, incluyendo ADN genomico,
ADNc, ARNm, ARNnNh, etc., asi como las quimeras de los mismos. Se encuentran incluidas las moléculas de &acidos
nucleicos modificadas artificialmente que portan bases modificadas quimicamente. Todas las moléculas de acidos
nucleicos pueden ser de cadena sencilla o de doble cadena.

En principio, la deteccién de por lo menos una mutacién asociada a enfermedad, tal como 2, 3, 4, 5,6,7,8, 9,100
méas mutaciones o combinaciones de diversas mutaciones en por lo menos un alelo es una indicacion de que el
sujeto que debe diagnosticarse con respecto a una predisposicion o susceptibilidad a una enfermedad
potencialmente existente o debido a que esta afectado por la enfermedad es un portador. En general, en el caso de
que una mutacion asociada a enfermedad sea dominante, puede ser causativa de la aparicidon o progresion de la
enfermedad y un diagndstico de heterocigosidad como Gnicamente presente en el genoma, serd indicativo de que el
sujeto presenta una tendencia a desarrollar la enfermedad si no la sufre ya. Un caracter recesivo de una mutacion
indicara mas probablemente que sélo su incidencia homocigética presentara un impacto directo sobre la aparicién o
progreso de la enfermedad, mientras que su incidencia en forma heterocigética cualificara al sujeto como
Unicamente portador, a menos que otras mutaciones presentes concomitantemente contribuyan a la aparicion o
progreso de la enfermedad.

La expresion "que diagnostica" se refiere a la evaluacion de si un individuo o sujeto presenta 0 no una mutacion
especifica asociada a angioedema hereditario de tipo Il y a la conclusion a partir de la presencia de dicha mutacién
de que el individuo o sujeto presenta un angioedema hereditario de tipo Il (AEH I1l) o una predisposicion al mismo, o
una predisposicion a desarrollar angioedema hereditario de tipo Il o que es un portador de angioedema hereditario
de tipo III.

La expresion "angioedema hereditario” se refiere a una anormalidad hereditaria que causa hinchazones de la piel,
sintomas gastrointestinales (ataques de dolor abdominal) debidos al edema de la pared intestinal, o edema de la
lengua o edema laringeo, que pueden resultar finalmente en la muerte por asfixia. Hasta recientemente se
reconocian dos formas de angioedema hereditario (AEH), el tipo |1 y el tipo 1l (Rosen et al., Science 148:957-958,
1965), ambas heredadas de manera autosémica dominante y relacionadas con una deficiencia del inhibidor de C1
causada por mutaciones en el gen del inhibidor de C1 (Bissler et al., Proc. Assoc. Am. Physicians 109:164-173,
1997; Zuraw y Herschbach, J. Allergy Clin. Immunol. 105:541-546, 2000; Bowen et al., Clin. Immunol. 98:157-163,
2001). El gen defectivo produce nada de inhibidor de C1 (AEH de tipo 1) o un inhibidor de C1 disfuncional (AEH de
tipo I). Con respecto al angioedema hereditario debido a la deficiencia de inhibidor de C1, se considera
generalmente que la bradiquinina (y seguidamente quininas relacionadas) es un mediador importante en el
desarrollo del angioedema (Nussberger et al., Lancet 351:1693-1697, 1998; Kaplan et al., J. Allergy Clin. Immunol.
109:195-209, 2002; Han et al., J. Clin. Invest. 109:1057-1063, 2002; Cugno et al., Int. Imnmunopharmacol. 3:311-317,
2003). Sin embargo, también se ha considerado que una quinina derivada del componente del complemento C2, tras
una activacion finalmente incrementada o no controlada de la ruta clasica del complemento, resulta de significacién
fisiopatoldgica (Donaldson et al., Trans. Assoc. Am. Physicians 90:174-183, 1977; Strang et al., J. Exp. Med.
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168:1685-1698, 1988).

La expresion "angioedema hereditario de tipo 111" tal como se utiliza en toda la descripcion de la presente invencion,
se refiere a la enfermedad descrita por Bork et al. (Lancet 356:213-217, 2000) y Binkley y Davis (J. Allergy Clin.
Immunol. 106:546-550, 2000), siendo la enfermedad descrita por Warin et al. (Br. J. Dermatol. 115:731-734, 1986)
probablemente una estrechamente relacionada o incluso idéntica. El angioedema hereditario de tipo Il se
caracteriza por sintomas similares a los observados en el AEH de tipos | y Il. Sin embargo, el nivel en el plasma
sanguineo y la actividad del inhibidor de la esterasa C1 son normales y hasta ahora la enfermedad se ha informado
exclusivamente en mujeres. Segun la presente invencion, el angioedema hereditario de tipo Il puede incluir varios
subtipos potenciales: Binkley y Davis (J. Allergy Clin. Immunol. 107:747-748, 2001) han sugerido diferenciar entre:
(1) un tipo sensible a estrégenos (en el que los sintomas se agravan pero no son estrictamente dependientes de los
niveles elevados de estrégenos), y (2) un tipo dependiente de estrogenos (en el que se produce una dependencia
absoluta de los sintomas). Ademas, segun los datos presentados por Bork et al. (2003, 2000), aparentemente en
practicamente un tercio de los pacientes los sintomas no resultan influenciados por la exposicién a estrogenos; estos
pacientes pueden representar un tercer subtipo (3) de AEH de tipo Il con respecto a la sensibilidad a estrégenos. n
cuarto subtipo (4) de AEH de tipo Il aparentemente es la enfermedad descrita por Warin et al., 1986: un tipo familiar
de angioedema recurrente con niveles normales de inhibidor de C1, inducido por estrégenos, aunque con sintomas
ocasionales de urticaria. Un quinto subtipo (5) puede ser "AEH de tipo Il con historia familiar negativa”, una
expresion que se entiende en la presente memoria como equivalente a "angioedema idiopatico”, es decir, un
angioedema recurrente que no puede atribuirse a ninguna de las formas relacionadas con inhibidor de C1 de
angioedema hereditario o adquirido o a cualquiera de las causas inducidas farmacolégicamente o fisicas conocidas:
determinados pacientes clasificados como casos de "angioedema idiopatico” pueden representar, de hecho,
pacientes con AEH de tipo lll, es decir, pacientes de AEH de tipo Ill en los que la enfermedad todavia no se ha
manifestado en ningln familiar (por ejemplo debido a una penetrancia reducida), o pacientes de AEH de tipo Il con
una historia familiar negativa causada por una mutacion de novo. Finalmente, un sexto subtipo (6) de AEH de tipo IlI
puede manifestarse en hombres, finalmente sélo en presencia de determinados factores precipitadores (genéticos o
ambientales).

El término "predisposicion”, segun la presente invencion, se refiere a una condicion genética que: (a) incrementa el
riesgo de desarrollo de una enfermedad o fomenta o facilita el desarrollo de una enfermedad y/o que (b) facilita la
transmision a la progenie de alelos especificos de un gen que incrementan el riesgo o fomentan el desarrollo de
dicha condicion o enfermedad.

La expresion "muestra biologica”, segun la presente invencion, se refiere a un espécimen obtenido de un mamifero.
Preferentemente dicho espécimen se obtiene de pelo, piel, superficies mucosales, liquidos corporales, incluyendo
sangre, plasma, suero, orina, saliva, esputo, lagrimas, liquido cerebroespinal, semen, liquido sinovial, liquido
amniético, leche materna, linfa, esputo pulmonar, secrecion bronquial, o heces.

El término "mutacion” comprende, entre otros, sustituciones, adiciones, inserciones, inversiones, duplicaciones o
deleciones en moléculas de acidos nucleicos, en las que una o mas posiciones de nucleétido pueden resultar
afectadas por una mutacion. Estas mutaciones se producen respecto a la secuencia de acidos nucleicos natural.
Debido a que la secuencia de &cidos nucleicos "natural” o "normal" del gen del factor de coagulacion Xll se
considera en la presente memoria la secuencia (bases 1 a 10616) proporcionada en GenBank n° de acc. AF 538691
y, con respecto a las secuencias flanqueantes extendidas, la secuencia proporcionada en la secuencia de referencia
humana del UCSC Genome Browser, v. 53 (ver infra) en julio de 2003. Una mutacién puede afectar preferentemente
hasta 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o incluso hasta 20, 30, 40, 50 o hasta 1.000 nucleétidos. Sin embargo, también es
concebible que resulten afectadas secuencias incluso mayores. Por lo tanto, el término "mutacion” se refiere ademas
a, por ejemplo, una delecion, sustitucion o insercion de hasta 10.000 o de hasta 20.000 nucleétidos, comprendiendo
ademas la situacién en la que la secuencia codificante, no codificante y/o regulador completa de un gen resulte
afectada. Las mutaciones pueden implicar regiones génicas codificantes o no codificantes. La expresion "no
codificante" preferentemente se refiere a intrones, a las partes no codificantes de exones, a secuencias reguladoras
5'- y 3'-flanqueantes, de esta manera también las secuencias de control de la expresion, incluyendo elementos de
control tales como promotores, intensificadores, silenciadores, terminadores de transcripcion y sitios de
poliadenilacién. Es bien conocido por el experto en la materia que las mutaciones en estas regiones de un gen
pueden presentar un impacto sustancial sobre la expresion génica, finalmente también con respecto a tejidos
especificos. Por ejemplo, las mutaciones en estos sitios pueden resultar en una parada practicamente completa de
la expresion génica o en una sobreexpresion drastica. Sin embargo, las mutaciones en regiones no codificantes
también pueden ejercer efectos importantes mediante la alteracion del proceso de procesamiento; este tipo de
mutaciones puede, por ejemplo, afectar a las secuencias de consenso de intrén en los sitios de procesamiento y de
ramificacion, en ocasiones activan sitios cripticos o crean sitios de procesamiento ectépico.

Por otra parte, una mutacion puede residir también en la region codificante de un gen y afectar gravemente a las
caracteristicas estructurales y/o funcionales de la proteina, por ejemplo causando sustituciones de aminoéacidos. Sin
embargo, incluso las mutaciones denominadas silenciosas o sindnimas no deben ser necesariamente silenciosas.
Por ejemplo, las mutaciones dentro de intensificadores o silenciadores de procesamiento exénicos pueden afectar al
procesamiento del ARNm, que pueden, por ejemplo, alterar la estructura de la proteina o provocar variabilidad
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fenotipica y una penetrancia variable de mutaciones en otros sitios del gen (Liu H.-X. et al., Nature Genet. 27:55-58,
2001; Blencowe, TIBS 25:106-110, 2000; Verlaan et al., Am. J. Hum. Genet. 70, 2002; Pagani et al., Hum. Mol.
Genet. 12:1111-1120, 2003).

Sin embargo, es bien conocido en la técnica que no cualquier desviacion respecto de una secuencia de referencia
dada debe resultar necesariamente en una condicién de enfermedad o una predisposicion a la misma. Por ejemplo,
el gen codificante del factor de coagulacién XlI humano es conocido que existe en varias variaciones que
comprenden polimorfismos o variantes polimdrficas, tales como las depositadas en el banco de datos de Seattle
(http://pga.gs.washington.edu, University of Washington, 'Seattle SNPs").

El término "polimorfismo" o la expresion "variante polimorfica” se refiere a una variacién comudn en la secuencia de
ADN en diferentes individuos (glosario NHGRI). El término "comudn" se refiere a que existen dos o mas alelos cada
uno de los cuales se encuentra presente a una frecuencia de por lo menos 1% en una poblacion. Habitualmente se
entiende que los polimorfismos o por lo menos la mayoria de los polimorfismos representan variaciones que son
benignos, funcionalmente neutros, que no presentan un efecto adverso sobre la funcién génica. Sin embargo,
también resulta evidente que existen variantes polimérficas que pueden presentar un impacto con respecto al
desarrollo de una enfermedad. Este impacto puede ser no sélo de predisposicion a una enfermedad, sino, en
determinados casos, también puede presentar un efecto protector, reduciendo el riesgo de manifestacién de una
enfermedad.

Considerando la existencia de variantes polimorficas, resulta razonable considerar la existencia de numerosas
secuencias natural alternativas. Por diversos propositos de la presente invencion, por ejemplo para el disefio de
sondas nucledtidas y cebadores y también para el disefio de oligonuclettidos destinados al uso terapéutico,
resultara importante considerar cuidadosamente la existencia de dichas secuencias variantes.

Aunque el término "mutacion” se refiere basicamente a cualquier alteracién o cambio en un gen respecto a su estado
natural, con frecuencia se entiende como un cambio causante de enfermedad, como un cambio que causa un
trastorno o la susceptibilidad hereditaria a un trastorno.

Para el experto en la materia y bajo determinadas circunstancias, la expresion "variante polimérfica" ("polimorfismo")
y el término "mutacién” presentan la misma connotacion y se refieren al mismo fenémeno molecular, es decir, la
alteracién o desviacion respecto a una secuencia natural ejemplificativo.

En el contexto de la presente invencion, la expresion "mutacion asociada a enfermedad” se refiere a una mutacion
en una molécula de &cidos nucleicos que regula la expresion o codifica el factor de coagulacion Xl y que se
encuentra asociado a angioedema hereditario de tipo Ill 0 a una predisposicion al mismo. Segun la presente
invencion, una "mutacion asociada a enfermedad” preferentemente es una mutacion rara, preferentemente con una
frecuencia <1%, y mas preferentemente una mutacion con un efecto de causacion de enfermedad importante, una
mutacion dominante. Sin embargo, segun la presente invencién, se encuentra contemplado ademas que existen
variantes polimérficas que pueden presentar una influencia sobre la predisposicién a enfermedad y/o a la aparicion o
progreso de una enfermedad (ver infra) y que, de esta manera, representan ademdas una "mutacién asociada a
enfermedad”. Resulta importante indicar que un individuo afectado puede portar mas de una mutacion asociada a
enfermedad. Con el fin de determinar si una mutacion se encuentra asociada a enfermedad o no, el experto en la
materia puede, por ejemplo, comparar la frecuencia de un cambio en una secuencia especifica en pacientes
afectados por AEH de tipo Il con la frecuencia de dicho cambio de secuencia en individuos de control
apropiadamente seleccionados, preferentemente individuos que nunca han manifestado ningdn sintoma de
angioedema, y concluir a partir de una frecuencia que se desvia de manera estadisticamente significativa en el
grupo de pacientes que dicha mutacién es una mutacién asociada a enfermedad. El experto en la materia conocera
como disefiar dicha comparaciones entre pacientes y controles. Por ejemplo, los pacientes y los controles deben
presentar edades y sexos correspondientes. Los controles podrian ser individuos que se consideran sanos, tales
como donantes de sangre, aunque aparentemente también resulta posible una muestra de control de tipo
poblacional, aunque se aprecia que entre este tipo de muestras puede existir un pequefio porcentaje de individuos
incluidos que presentan una predisposicion a la enfermedad. De esta manera, preferentemente, los controles
deberian ser individuos que nunca han experimentando ninguno de los sintomas del angioedema. Segun la presente
invencion, la expresiéon "estadisticamente significativo” se refiere a una medida matematica de diferencia entre
grupos. Se dice que la diferencia es estadisticamente significativa en el caso de que sea superior a lo que se
esperaria por azar solamente. Preferentemente un valor de P <0,10, méas preferentemente un valor de P <0,05,
todavia mas preferentemente un valor de P <0,01, calculado sin utilizar ninguna de las correcciones, tales como la
correccion por pruebas multiples, se considera indicativo de una diferencia significativa.

En los casos en los que se encuentra presente mas de una mutacion en una molécula de acidos nucleicos, en la que
dicha mutacion estd asociada a AEH de tipo lll, puede resultar suficiente detectar la presencia de una mutacion
Unicamente o de un nimero pequefio de mutaciones que se encuentran presentes de hecho en la molécula de
acidos nucleicos y asociadas a AEH de tipo Ill. Normalmente, no resulta relevante para el proposito del diagndstico
si dichas mutaciones asociadas son Unicamente indicativas, presentando de esta manera por ejemplo un efecto
observador, y no causativas, o si son causativas de la aparicién o el progreso de la enfermedad.
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El nimero de acceso de GenBank AF538691 presenta una secuencia de consenso del gen del factor de coagulacion
XIl humano y de varias variantes polimorficas observadas en individuos caucésicos y negroides. En gran parte
dichas variantes polimorficas y otras potencialmente existentes pueden ser funcionalmente neutras. Sin embargo, es
posible que por lo menos algunas variantes polimoérficas no sean neutras, es decir, que puedan mostrar
consecuencias funcionales, cuantitativas o cualitativas como, por ejemplo, influir directamente sobre la
susceptibilidad o predisposicion al desarrollo de AEH de tipo Ill o modular el efecto patogénico de otra mutacion
asociada al angioedema hereditario de tipo lII.

Por ejemplo, se encuentra contemplado que un polimorfismo comun (46C/T) en la 5-UTR (en el exdn 1) del gen del
factor de coagulacion Xl humano pueda resultar importante para la presente invencién. Es conocido que dicho
polimorfismo se encuentra significativamente asociado a la concentracién plasmatica de factor de coagulacién Xli
(Kanaji et al., Blood 91:2010-2014, 1998), estando asociado el alelo T a una eficiencia de traduccion reducida; en
ensayos funcionales y antigénicos, los individuos con el genotipo C/C muestran el 170% de la concentracion
observada en plasma normal agrupado, mientras que en individuos con el genotipo T/T, la concentracién plasmatica
de factor XIl es de 80% de la observada en plasma normal agrupado. Segun la presente invencion, por lo tanto,
puede considerarse que el alelo C es un factor de riesgo cuya presencia puede incrementar el riesgo de desarrollar
angioedema, por ejemplo en el caso de que se encuentre presente en un haplotipo con una mutacién dominante
asociada a enfermedad.

Es concebible que, de hecho, algunas de dichas variantes polimérficas representen una mutacion asociada a
enfermedad. También se encuentra contemplado que dicha situacion aparezca por fenédmenos de desequilibrio de
ligamiento. Considerando dichas limitaciones, se considera en la presente memoria que la secuencia de consenso
depositada que se ha indicado anteriormente representa la secuencia "natural”.

Es importante indicar que la expresién "molécula de acidos nucleicos que regula la expresion o que codifica el factor
de coagulacion XII" preferentemente comprende la secuencia gendmica completa del gen del factor de coagulacion
XIl, incluyendo las secuencias reguladoras flanqueantes extendidas (ver a continuacion), asi como secuencias 0
moléculas de acidos nucleicos fisicamente no relacionadas con el gen del factor de coagulacion Xll pero que ejercen
efectos reguladores sobre la expresion del factor de coagulacion XIl. La expresién "molécula de acidos nucleicos
que regula la expresion o que codifica el factor de coagulacion XII" se refiere ademas a partes de las secuencias
anteriormente indicadas, por ejemplo el promotor de dicho gen.

La expresion "que regula la expresion” se refiere a que incluye, incluyendo que incrementa o que reduce la
transcripcion o la traduccion. De acuerdo con lo anterior, el incremento o la reduccion se refiere a producir mas o
menos, respectivamente, ARN o (poli)péptidos. La expresion "que regula la expresion” se refiere ademas a influir
sobe procedimientos de procesamiento, asi como a la expresion especifica de tejido de un gen. El experto en la
materia conocerd que la expresion puede encontrarse regulada, por ejemplo por secuencias intensificadoras o
silenciadoras, sefiales de procesamiento, asi como otras secuencias que afectan a los procesos de procesamiento,
la unién de factores de transcripcion, secuencias de poliadenilacion, sefiales de transporte, terminador de
transcripcion y similares. También se encuentra contemplado que las secuencias de acidos nucleicos fisicamente no
relacionadas con el locus del gen del factor de coagulacion Xll puedan participar en la regulacion de la expresion del
factor de coagulacion Xl y que, de esta manera, puedan presentar un impacto sobre el desarrollo de sintomas de
angioedema. Por ejemplo, un locus génico en el brazo corto del cromosoma 10, en torno al marcador D10S1653,
que se contempla que esté localizado dentro de la secuencia de nucleétidos que comprende los nucledtidos
cr10:10.554.416 a cr10:18.725.506 (UCSC Genome Browser, julio de 2003) se ha demostrado que afecta al nivel
plasmatico del factor de coagulacion XIl (Soria et al., Am. J. Hum. Genet. 70:567-574, 2002) y, de esta manera,
puede afectar también a la susceptibilidad o al desarrollo de la enfermedad.

Las secuencias "codificantes del factor de coagulacion XII" se refieren a la secuencia codificante del gen del factor
de coagulacién Xll. Dicha expresion se refiere a la secuencia codificante gendmica, asi como a la secuencia
codificante en una molécula de ARN o de ADNc.

La expresion "factor de coagulacion XlI" preferentemente se refiere al factor de coagulacion Xll, que es una serina
proteasa circulante en el plasma en forma de un zimégeno inactivo de cadena sencilla de aproximadamente 80 kDa,
Resulta particularmente preferente segun la presente invencién el factor de coagulacion Xll, correspondiente a la
secuencia de ARNm proporcionada bajo el n® de acceso de GenBank NM_000505.2 y codificada por la molécula de
acidos nucleicos depositada bajo el nimero de acceso de GenBank AF538691 que se considera en la presente
invencion la secuencia del gen natural del factor de coagulacion Xll y que incluye secuencias promotoras 5' (hasta
1.581 pb cadena arriba del exdn 1), secuencias exénicas codificantes y no codificantes, secuencias intrénicas y
secuencias reguladoras flanqueantes 3, incluyendo 1.598 pb cadena abajo del final del exdn 14, que corresponde al
final del ARNm del factor de coagulacion XIl, tal como se proporciona bajo el nimero de acceso de GenBank
NM_000505.2. Con respecto a las secuencias genémicas que se extienden mas alld en sentido cadena arriba y
cadena abajo, la secuencia que en la presente memoria se considera que representa la secuencia natural puede
obtenerse de la secuencia de referencia humana de julio de 2003 del UCSC Genome Browser, v. 53, es decir, la
secuencia del complemento inverso de c¢r5:176.807.093-176.821.530 (que representa 4.000 pb cadena arriba del
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exon 1y 3.000 pb cadena abajo del exdn 14). La entrada de GenBank AF538691 se refiere al gen del factor de
coagulacién Xl de Homo sapiens (factor de Hageman) (F12) del que se conocen de la técnica varias variantes (ver
supra). La expresion "factor de coagulacion XII" se refiere ademéas a secuencias con una identidad de por lo menos
70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99% en comparacion la secuencia del nimero de acceso de
GenBank AF538691. Ademas, la presente invencion se refiere ademas a diversas isoformas de proteina
correspondientes a diferentes transcritos producidos mediante procesamiento alternativo (por ejemplo los mostrados
en "http://www.ncbi.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=human&I=F12").  Adicionalmente, la presente
invencion se refiere ademas a homologos especificos en otros animales, preferentemente mamiferos, incluyendo la
rata, el raton, el cobaya, el cerdo, la vaca o el conejo. Las variantes polimérficas del factor de coagulacion XII
pueden comprender ademas variantes con grandes deleciones en, por ejemplo, regiones intrénicas. Dichas
variantes pueden codificar, sin embargo, un (poli)péptido factor de coagulacion Xl de secuencia natural. Es
importante indicar que al alinearla con la secuencia de AF538691, la identidad de secuencia calculada puede ser
considerablemente inferior a la esperada para la variacion polimérfica normal. De esta manera, resultan preferentes
segun la presente invencion las variantes biolégicamente activas y también los fragmentos de factor de coagulacién
Xl codificados por una molécula de acidos nucleicos con una identidad de secuencia de por lo menos 70%, 75%,
80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% 0 99%, en comparacion con la secuencia del nimero de acceso del banco
de datos AF538691. La identidad de secuencia puede determinarse mediante la utilizacion del programa Bestfit®
(Wisconsin Sequence Analysis Package, version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park,
575 Science Drive, Madison, WI 53711). Bestfit® utilizan el algoritmo de homologias locales de Smith y Waterman
para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos secuencias (Advances in Applied Mathematics 2:482-489,
1981). Al utilizar Bestfit® o cualquier otro programa de alineacion de secuencias para determinar si una secuencia
particular es, por ejemplo, 95% idéntica a una secuencia de referencia, los parametros se fijan, evidentemente, de
manera que el porcentaje de identidad se calcula a lo largo de la longitud completa de la secuencia de nucledétidos
de referencia y se permitan huecos de homologia de hasta 5% del nimero total de nucle6tidos en la secuencia de
referencia. La identidad entre una primera secuencia y una segunda referencia, también denominada alineacion
global de secuencias, se determina utilizando el programa informatico FASTDB basado en el algoritmo de Brutlag y
colaboradores (Comp. App. Biosci. 6:237-245, 1990). En una alineacién de secuencias, la secuencia pregunta y la
secuencia de la base de datos son ambas secuencias de ADN. Puede compararse una secuencia de ARN mediante
la conversion de los U en T. El resultado de dicha alineacion global de secuencias se expresa como un porcentaje
de identidad. Los pardmetros preferentes utilizados en una alineacién de FASTDB de secuencias de ADN para
calcular el porcentaje de identidad son: Matriz=Unitaria, k-tupla=4, penalizacibn por no correspondencia=1,
penalizacion por unidon=30, longitud de grupo de aleatorizaciéon=0, puntuacion de corte=1, penalizacion de hueco=5,
penalizacion por tamafio de hueco 0,05, tamafio de ventana=500 o la longitud de la secuencia de nucle6tidos de la
base de datos, la que sea mas corta.

La presente invencion se refiere a la observacion de que los pacientes afectados por el angioedema hereditario de
tipo 1l no muestran deficiencias en el inhibidor de la esterasa de C1. Segun la presente invencion, los sintomas
observados en los pacientes afectados por el angioedema hereditario de tipo Ill pueden asociarse a una mutacion en
una molécula de acidos nucleicos codificante del factor de coagulacion XiI.

Las mutaciones indicadas pueden comprender, aunque sin limitacion, por ejemplo (1) una mutacion que favorece,
directa o indirectamente, la produccién de una quinina vasoactiva, (2) una mutacion que altera la interaccién del
factor de coagulacion Xll con las superficies activadoras o con un receptor de superficie celular o un complejo de
receptores de superficie celular o con otra molécula fisiolégicamente interactuante, (3) una mutacion que resulta en
una estabilidad incrementada del factor de coagulacion XIl, (4) una mutacion que resulta en una actividad
incrementada del factor de coagulacion Xll, (5) una mutacién que resulta en una alteraciéon de la especificidad de
sustrato del factor de coagulacién XllI, (6) una mutaciéon que resulta en un procesamiento proteolitico aberrante del
factor de coagulacion XII, o (7) una mutacion que resulta en una interaccion irregular con el inhibidor de esterasa de
C1.

Ademas, sin respaldo tedrico, se cree que determinadas mutaciones o variaciones dentro de determinadas regiones
del gen del factor de coagulacion Xl podrian ser mutaciones que afectan al procesamiento, a la expresion, a la
estructura y/o a la funcion del gen GPRKG6 (receptor quinasa 6 acoplado a proteina G) o a una proteina GPRKS,
respectivamente. GPRK6 presenta una relacion funcional directa, por ejemplo con el receptor 32-adrenérgico, el
receptor del polipéptido intestinal vasoactivo de tipo 1 (VPACL1) y el receptor del péptido relacionado con el gen de la
calcitonina (PRGC) (Shetzline et al., J. Biol. Chem. 277:25519-25526, 2002; Aiyar et al., Eur. J. Pharmacol. 403:1-7,
2000), de esta manera también participando posiblemente en la regulacion de mecanismos subyacentes a la
patogénesis del angioedema. El gen de GPRK6 se localiza ~15 kb en el lado telomérico del gen del factor de
coagulacién XIl, estando codificado en la cadena contraria. Aparentemente existen determinadas
variantes/isoformas de procesamiento de GPRK6 (ver AceView y UCSC Genome Browser, GenBank n° de acceso
BX355118, BX463737, BI604127 [isoforma h]) que aparecen a partir de, o se relacionan con, las secuencias
genomicas del gen del factor de coagulacion Xl o de su regidon promotora extendida.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el factor Xl (es decir, el factor de coagulacion Xll) preferentemente es
una serina proteasa producida por el higado, circulante en el plasma humano como zimoégeno inactivo de cadena
sencilla a una concentracion de aproximadamente 30 pg/ml. A partir de los datos de expresion se asume que existe
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produccion de factor de coagulacion Xl también en otros tejidos, posiblemente como isoformas. El factor de
coagulacién Xll presenta un peso molecular de aproximadamente 80 kDa en la electroforesis en gel con SDS y fue
originaimente clonado y secuenciado por Cool et al. (J. Biol. Chem. 260:13666-13676, 1985) y por Que y Davie
(Biochemistry 25:1525-1528, 1986). El gen del factor de coagulacién Xl humano se encuentra situado en el
cromosoma 5, en 5935.3 (Royle et al., Somat. Cell Mol. Genet. 14:217-221, 1988), presenta un tamafio aproximado
de 12 kb y consiste de 14 exones y 13 intrones (Cool y MacGillivray, J. Biol. Chem. 262:13662-13673, 1987). La
proteina plasmatica madura consiste de 596 aminoacidos (tras un péptido lider de 19 residuos) y se organiza en
varios dominios. De extremo N-terminal a extremo C-terminal, dichos dominios son: un dominio de fibronectina de
tipo 11, un dominio de tipo factor de crecimiento epidérmico, un dominio de fibronectina de tipo I, otro dominio de tipo
factor de crecimiento epidérmico, un dominio kringle, una region rica en prolinas y una region catalitica de serina
proteasa.

La activacion in vitro del factor Xl se produce sobre superficies cargadas negativamente (incluyendo vidrio, caolin,
Celite, dextran-sulfato y acido elagico), mediante autoactivacion, mediante division proteolitica, mediante cambio
conformacional, o mediante alguna combinacion de dichos mecanismos (Pixley y Colman, Methods Enzymol.
222:51-65, 1993). Entre las sustancias activadoras adicionales se incluyen sulfatidos, condroitin-sulfato, endotoxina,
algunos proteoglicanos de mastocitos y también proteina AR agregada de la enfermedad de Alzheimer. In vivo, la
membrana basal vascular subendotelial y/o la superficie de las células endoteliales estimuladas podrian ser
importantes para la activacion del factor Xl (Pixley y Colman, 1993). Sobre las membranas de las células
endoteliales, el receptor del activador del plasminégeno-uroquinasa, gC1gR (el receptor que se une a las cabezas
globulares del complemento C1q) y la citoqueratina 1 podrian participar en la interaccion con el factor XlI (Joseph K.
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8552-8557, 1996; Joseph K. et al., Thromb. Haemost. 85:119-124, 2001; Mahdi
et al., Blood 99:3585-3596, 2002).

La activacion primaria del factor Xll se debe a la divisién de la molécula en un enlace critico Argsss-Valsss contenido
dentro de un puente disulfuro, mediado por, por ejemplo, kalicreina o plasmina (el factor Xlla mismo). El factor Xlla
resultante (factor de coagulacion a Xlla) es, de esta manera, un enzima de 80 kDa de dos cadenas unidas mediante
disulfuro que consiste de una cadena pesada (353 residuos, 50 kDa) y una cadena ligera (243 residuos, 28 kDa). La
cadena pesada se une a las superficies cargadas negativamente; la cadena ligera representa la parte de serina
proteasa de la molécula, que contiene la triada candnica Aspasz, Hisses ¥ Sersss. Dos divisiones posteriores son
responsables de la formacion de las dos formas de factor XIIf (Kaplan et al., J. Allergy Clin. Immunol. 109:195-209,
2002): estas divisiones se producen en Arg334-Asn335 y Arg343-Leu344 y resultan en la formacion de "fragmento
de factor XII", FXIIf, también denominado B-FXlla. FXIIf consiste de la cadena ligera del factor Xlla, correspondiente
al dominio de serina proteasa, y un trozo muy pequefio, de 19 o 9 aminoacidos de longitud, de la cadena pesada
original. El factor XIIf no presenta el sitio de unién de la superficie activadora, asi como la capacidad del factor Xlla
de convertir el factor Xl en factor Xla. Sin embargo, FXIIf sigue siendo un potente activador de la prekalicreina. En
resumen, la activacion del zimoégeno factor XlI resulta en un enzima de tamafio cada vez menor, en una reduccion
de las propiedades de unién a superficies y en una reduccion de la actividad de coagulacion, aunque en una
capacidad de formacion de quinina conservada y finalmente incrementada (Colman y Schmaier, Blood 90:3819-
3843, 1997).

La exposicion de la presente invencion permite identificar especificamente los individuos con: (a) una o mas
mutaciones en una molécula de acidos nucleicos codificante del factor de coagulacion Xll y la asociacién de esta
mutacion o mutaciones con el angioedema hereditario de tipo Il del individuo o con la predisposicién del mismo a
desarrollar AEH de tipo Ill 0 a transmitir a su progenie una o mas mutaciones especificas asociadas a un riesgo
incrementado de desarrollar AEH de tipo Ill. Dicha molécula de &cidos nucleicos puede ser de ADN o de ARN.

Puede utilizarse cualquier método, incluyendo los métodos conocidos por el experto en la materia, para determinar
la presencia o la ausencia de dicha mutacion.

En una forma de realizacién preferida del método de la presente invencién de diagnéstico, dicha determinacion
comprende hibridar bajo condiciones restrictivas a dicha molécula de acidos nucleicos por lo menos una pareja de
sondas de acidos nucleicos, siendo la primera sonda de dicha pareja complementaria a la secuencia natural de
dicha molécula de acidos nucleicos, y siendo la segunda sonda de dicha pareja, complementaria a la secuencia
mutante de dicha molécula de acidos nucleicos, en la que una correspondencia perfecta, la presencia de hibridacion
estable, entre (i) la primera sonda de hibridacion y la molécula diana de acidos nucleicos indica la presencia de una
secuencia natural, e (ii) la segunda sonda de hibridacién y la molécula diana de acidos nucleicos indica la presencia
de una secuencia mutante, en la que la primera sonda de hibridacion y la segunda sonda de hibridacién permiten
una deteccion diferencial. Dicha secuencia mutante es la secuencia mutante asociada a enfermedad segun la forma
de realizacion principal.

La expresion "hibridacion bajo condiciones restrictivas” tal como se utiliza en la descripcion de la presente invencion
es bien conocida por el experto en la materia y corresponde a condiciones de elevada astringencia o selectividad.
Las condiciones de hibridacion restrictiva apropiadas para cada secuencia pueden ser establecidas por el experto en
la materia basandose en parametros bien conocidos, tales como la temperatura, la composicion de las moléculas de
acidos nucleicos, las condiciones salinas, etc.; ver, por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory
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Manual”, ISBN: 0879695765, CSH Press, Cold Spring Harbor, 2001, o Higgins y Hames (editores), "Nucleic acid
hybridization, a practical approach”, IRL Press, Oxford, 1985, ver en particular el capitulo "Hybridization Strategy"
[Estrategias de hibridacién], de Britten y Davidson, 3 a 15. Las condiciones de la hibridacion restrictiva son, por
ejemplo, condiciones que comprenden la incubacién durante la noche a 42°C en una solucién que comprende:
formamida al 50%, 5x SSC (NaCl 750 mM, citrato trisédico 75 mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), 5x solucion de
Denhardt, dextran-sulfato al 10% y 20 microgramos/ml de ADN de esperma de salmén desnaturalizado y
fragmentado, seguido del lavado de los filtros en 0,1x SSC a aproximadamente 65°C. Otras condiciones de
hibridacion restrictiva son, por ejemplo, 0,2x SSC (NaCl 0,03 M, citrato sodico 0,003 M, pH 7) a 65°C.

Dependiendo de las condiciones particulares, por ejemplo la composicién de bases de la sonda, el experto en la
materia podria tener que modificar, por ejemplo, la concentracion salina y la temperatura para encontrar condiciones
que: (a) eviten la hibridacion de sondas diferentes de la molécula diana de acidos nucleicos en Unicamente una
posicién y (b) todavia permitan la hibridacion de sondas que se correspondan por completo con la misma region de
la molécula diana de &cidos nucleicos. Sin embargo, dichas condiciones pueden establecerse mediante
procedimientos estandares conocidos por el experto en la materia y mediante experimentacion rutinaria.

La sonda de hibridacion habitualmente es una molécula de acidos nucleicos que contiene uno o mas marcajes. El
marcaje puede encontrarse situado en el extremo 5' y/o 3' de la molécula de &cidos nucleicos o encontrarse situada
en una posicion interna. Entre los marcajes preferentes se incluyen, aunque sin limitacion, fluorocromos, por ejemplo
carboxifluoresceina (FAM) y 6-carboxi-X-rodamina (ROX), isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, rojo de
Texas, ficoeritrina, aloficocianina, 6-carboxifluoresceina (6-FAM), 2',7'-dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina
(JOE), 6-carboxi-2',4',7'4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), 5-carboxifluoresceina (5-FAM) o N,N,N',N'-tetrametil-6-
carboxirodamina (TAMRA), marcajes radioactivos, por ejemplo **P, *S, ®H, etc. El marcaje también puede ser un
sistema de dos etapas, en el que la sonda se conjuga con biotina, haptenos, etc. que presentan una pareja de unién
de elevada afinidad, por ejemplo avidina, anticuerpos especificos, etc., en los que la pareja de unién se conjuga con
un marcaje detectable.

Tal como se ha indicado anteriormente, dos sondas utilizadas como pareja deben permitir una deteccion diferencial.
Lo anterior puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante marcaje de las sondas con dos marcajes diferentes que
pueden diferenciarse en el procedimiento de deteccion.

La sonda de hibridacion habitualmente es una molécula de acidos nucleicos de entre aproximadamente 20 y
aproximadamente 2.000 bases de longitud. Al utilizarla para reacciones de hibridacion, tales como las reacciones de
transferencia southern o northern, la sonda puede ser un oligonuclettido o cebador que tipicamente presenta una
longitud en el intervalo de entre aproximadamente 15 y 50 bases o que puede ser considerablemente més larga y
puede presentar entre aproximadamente 50 bases y aproximadamente 2.000 bases. El término "oligonucleotido”,
utilizado en una reaccion de amplificacién, se refiere a una molécula de acidos nucleicos de tipicamente 15 a 50
bases de longitud con suficiente complementariedad para permitir la hibridacion especifica con una secuencia de
acidos nucleicos codificante o reguladora de la expresion del factor de coagulacion XIl. Preferentemente un
oligonucledtido utilizado para la hibridacion o la amplificacion presenta una longitud de aproximadamente 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45,
46, 47, 48, 49 o 50 bases. Sin embargo, las sondas de aproximadamente 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450,
500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1.000 bases también se encuentran contempladas en la presente
invencion. Ademas, segun las condiciones particulares seleccionadas para la hibridacion, la sonda nucleétida puede
ser incluso de varios cientos o miles de bases. Dicha sonda u oligonucleétido puede estar compuesto de ADN o
ARN. En el caso de que se utilice como sonda de hibridacién puede resultar deseable, por ejemplo, utilizar analogos
de acidos nucleicos con el fin de mejorar la estabilidad y la afinidad de unién. La expresion "acido nucleico” debe
entenderse que comprende dichos analogos. Se han descrito varias modificaciones que alteran la quimica del
esqueleto fosfodiéster, azicares o bases heterociclicas. Entre los cambios (tiles en la quimica de los esqueletos se
encuentran los fosforotioatos, los fosforoditioatos, en los que ambos oxigenos no puenteados se han sustituido por
azufre, las fosforoamiditas, los alquil-fosfotriésteres y los boranofosfatos. Entre los derivados de fosfato aquiral se
incluyen, aunque sin limitarse a ellos, 3'-O'-5'-S-fosforotioato, 3'-S-5'-O-fosforotioato, 3'-CH2-5-O-fosfonato y 3'-NH-
5'-O-fosforoamidato. Los acidos péptido-nucleicos sustituyen el esqueleto fosfodiéster entero por un enlace
peptidico. Las modificaciones sacaridas también se utilizan para incrementar la estabilidad y la afinidad. También
puede utilizarse el a-andmero de la desoxirribosa, en el que la base se encuentra invertida con respecto al b-
anémero natural. La 2'-OH del azlcar ribosa puede alterarse para formar azicares 2'-O-metilo o 2'-O-alilo, lo que
proporciona resistencia a la degradacion sin comprometer la afinidad. La modificacion de las bases heterociclicas
debe mantener el apareamiento correcto de las bases. Entre algunas sustituciones utiles se incluyen la desoxiuridina
por desoxitimidina, 5-metil-2'-desoxicitidina y 5-bromo-2'-desoxicitina por desoxicitidina, 5-propinil-2'-desoxiuridina y
5-propinil-2'-desoxicitidina por desoxitimidina y desoxicitidina, respectivamente.

En otra forma de realizacion preferida del método de diagnéstico de la presente invencidon, dicho método comprende
hibridar bajo condiciones restrictivas con dicha molécula de acidos nucleicos una sonda de hibridacion especifica
para una secuencia mutante. Dicha secuencia mutante es la secuencia mutante asociada a enfermedad definida
anteriormente.
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En otra forma de realizacion preferida de la presente invencion, el método de diagnéstico comprende una etapa de
amplificacion de acidos nucleicos y/o de secuenciacion de acidos nucleicos. Preferentemente, la secuenciacion de
acidos nucleicos es secuenciacion de ADN. Un método ampliamente utilizado de diagnéstico es, por ejemplo, la
secuenciacion directa del ADN de productos de PCR que contienen una mutacion que debe diagnosticarse. El
término "amplificacion” o "amplificar" se refiere a incrementar el nimero de copias. El experto en la materia conocera
diversos métodos para amplificar las moléculas de acidos nucleicos; estos métodos también pueden utilizarse en el
método de diagndstico de la presente invencién. Entre los métodos de amplificacion se incluyen, aunque sin
limitacion, la "reaccion en cadena de la polimerasa” (PCR), "la reaccién en cadena de la ligasa" (LCR, EPA320308),
"la reaccion de la sonda ciclica" (CPR), "la amplificacion por desplazamiento de cadena” (SDA, Walker et al., Nucleic
Acid Res. 7:1691-1696, 1992), "los sistemas de amplificacion basado en la transcripcién” (TAS, Kwoh et al., Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 86:1173, 1989; Gingeras et al., solicitud de patente PCT n°® WO 88/10315). Preferentemente, la
amplificacion del ADN se lleva a cabo mediante la utilizacion de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) [Methods in Molecular Biology, vol. 226 (Bartlett J.M.S. y Stirling D., editores): PCR Protocols,
2a edicion; PCR Technology: Principles and Applications for DNA Amplification (Erlich H.A., editor), New York, 1992;
PCR Protocaols: A guide to methods and applications (Innis M.A. et al., editores), Academic Press, San Diego, 1990].
Los métodos de amplificacion de &cidos nucleicos pueden resultar particularmente Gtiles en los casos en que la
muestra contenga Unicamente cantidades mindsculas de acidos nucleicos. En el caso de que dichos acidos
nucleicos sean ARN, podria llevarse a cabo una RT-PCR. A continuacion puede llevarse a cabo otra etapa de
amplificacion que impliqgue una PCR. Alternativamente, en el caso de que dicho &cido nucleico contenido en la
muestra sea ADN, puede llevarse a cabo una PCR.

La PCR generalmente consiste en muchas repeticiones de un ciclo que consiste en: (a) una etapa de
desnaturalizaciéon, que funde ambas cadenas de una molécula de ADN, (b) una etapa de hibridacién, que esta
destinada a permitir que los cebadores se hibriden especificamente a las cadenas separadas de la molécula de
ADN, vy (c) una etapa de extension, que alarga los cebadores hibridados mediante la utilizacién de la informacion
proporcionada por la cadena de molde. Generalmente la PCR puede llevarse a cabo en, por ejemplo, 50 pl de
mezcla de reaccion que contiene 5 pl de 10x tamp6n de PCR con MgCl; 1,5 mM, 200 uM de cada desoxinucledsido
trifosfato, 0,5 pl de cada cebador (10 pM), aproximadamente 10 a 100 ng de ADN de molde y 1 a 2,5 unidades de
polimerasa Tag. Los cebadores para la amplificacion pueden encontrarse marcados o no marcados. La amplificacién
del ADN puede llevarse a cabo con, por ejemplo, un ciclador térmico modelo 2400 (Applied Biosystems, Foster City,
CA): 2 min. a 94°C, seguido de 35 ciclos que consiste de hibridacion (30 s a 50°C), extension (1 min. a 72°C),
desnaturalizacién (10 s a 94°C) y una etapa final de hibridaciéon a 55°C durante 1 min., asi como una etapa de
extension final a 72°C durante 5 min. Sin embargo, el experto en la materia conocera como optimizar dichas
condiciones para la amplificacion de moléculas especificas de &cidos nucleicos o para reducir la escala o
incrementar el volumen de la mezcla de reaccion.

Un método adicional de amplificacion de los acidos nucleicos es la "reaccion en cadena de la polimerasa-
transcriptasa inversa" (RT-PCR, por sus siglas en inglés). Este método se utiliza en el caso de que el acido nucleico
que debe amplificarse consista de ARN. La expresion "transcriptasa inversa” se refiere a un enzima que cataliza la
polimerizacién de los desoxirribonucletsidos trifosfato para formar productos de extension de cebador que son
complementarios a un molde de &cido ribonucleico. El enzima inicia la sintesis en el extremo 3' del cebador y avanza
hacia el extremo 5' del molde hasta que termina la sintesis. Son ejemplos de agentes polimerizadores adecuados
que convierten la secuencia de ARN diana en una secuencia complementaria de ADN copia (ADNc), la transcriptasa
inversa del virus de la mieloblastosis aviar y la ADN polimerasa de Thermus thermophilus, una ADN polimerasa
termoestable con actividad de transcriptasa inversa comercializada por Perkin EImer. Tipicamente, el molde duplex
genomico de ARN/ADNc se desnaturaliza por calor durante la primera etapa de desnaturalizacién después de la
etapa inicial de transcripcion inversa, dejando la cadena de ADN disponible como molde de amplificacién. Entre las
polimerasas adecuadas para la utilizacion con un molde de ADN se incluyen, por ejemplo, la ADN polimerasa | de E.
coli o su fragmento Klenow, la ADN polimerasa T.sub.4, la polimerasa Tth y la polimerasa Tag, una ADN polimerasa
termoestable aislada a partir de Thermus aquaticus y desarrollada y fabricada por Hoffmann-La Roche y disponible
comercialmente de Perkin EImer. Este Ultimo enzima se utiliza ampliamente en la amplificacion y la secuenciacion
de acidos nucleicos. Las condiciones de reaccion para utilizar la polimerasa Tag son conocidas de la técnica y se
describen en, por ejemplo, "PCR Technology", Erlich H.A., Stockton Press, New York, 1989; o en: Innis M.A., D.H.
Gelfand, J.J. Sninsky y T.J. White, PCR Protocols: A guide to methods and applications, Academic Press, New York,
1990. La TI de alta temperatura proporciona una especificidad de cebador mas elevada y una eficiencia mejorada.
La solicitud copendiente de patente US n° de serie 07/746.121, presentada el 15 de agosto de 1991, describe una
"RT-PCR homogénea" en la que los mismos cebadores y polimerasa resultan suficientes para las etapas tanto de
transcripcion inversa como de amplificacion por PCR, y las condiciones de reaccion se optimizan de manera que se
produzcan ambas reacciones sin modificar los reactivos. La ADN polimerasa de Thermus thermophilus, una ADN
polimerasa termoestable que puede funcionar como transcriptasa inversa, puede utilizarse para todas las etapas de
extension de cebador, con independencia del molde. Ambos procedimientos pueden llevarse a cabo sin necesidad
de abrir el tubo para modificar o afiadir reactivos; Unicamente se ajusta el perfil de temperaturas entre el primer ciclo
(ARN molde) y el resto de los ciclos de amplificacion (ADN molde). La reaccion de la Tl puede llevarse a cabo en,
por ejemplo, 20 pl de mezcla de reaccién que contiene: 4 pl de 5x tampon ANV-TI, 2 pl de oligo-dT (100 pg/ml), 2 pl
de dNTP 10 mM, 1 ul de ARN total, 10 unidades de transcriptasa inversa del AMV y H,O hasta 20 pl de volumen
final. La reaccion puede llevarse a cabo, por ejemplo, mediante la utilizacién de las condiciones siguientes: la
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reaccion se mantiene a 70°C durante 15 minutos para permitir la transcripcion inversa. A continuacion, la
temperatura de reaccién se eleva a 95°C durante 1 minuto para desnaturalizar el diplex de ARN-ADNc. A
continuacién, la temperatura de reaccién se somete a dos ciclos de 95°C durante 15 segundos y 60°C durante 20
segundos, seguido de 38 ciclos de 90°C durante 15 segundos y 60°C durante 20 segundos. Finalmente, la
temperatura de reaccion se mantiene a 60°C durante 4 minutos para la etapa de extension final, se enfria a 15°C y
se mantiene a dicha temperatura hasta el procesamiento posterior de la muestra amplificada.

El término "cebador" u "oligonucle6tido” se refiere a una molécula corta de &cidos nucleicos de entre
aproximadamente 8 y aproximadamente 30, finalmente de aproximadamente 50 nucleétidos de longitud, natural o
sintética, capaz de actuar como punto de inicio de la sintesis de los acidos nucleicos bajo condiciones en las que se
induce la sintesis de un producto de extensién de cebador complementario a una cadena molde de acidos nucleicos,
es decir, en presencia de cuatro nucledsidos trifosfato diferentes o analogos de los mismos y un agente de
polimerizacién (es decir, ADN polimerasa o transcriptasa inversa) en un tampén apropiado y a una temperatura
adecuada. Preferentemente, un cebador es un oligodesoxirribonucleétido de cadena sencilla. La longitud apropiada
de un cebador depende del uso pretendido del cebador, aunque tipicamente se encuentra comprendida para
cebadores de PCR y cebadores utilizados en reacciones de secuenciacién entre 10 y 25 nucleétidos. Las moléculas
de cebador cortas generalmente requieren temperaturas mas bajas para formar complejos hibridos suficientemente
estables con el molde. Un cebador no debe reflejar necesariamente la secuencia exacta del molde pero debe ser
suficientemente complementaria para hibridarse especificamente con un molde, con la condicién de que no resulte
comprometida su capacidad de mediar en la amplificacion. El término "hibridar" se refiere a la unién de dos acidos
nucleicos de cadena sencilla mediante apareamiento de bases complementarias, es decir A con T (en el ARN: U) y
G con C. La expresion "pareja de cebadores” se refiere a dos cebadores que se hibridan con las cadenas +y -,
respectivamente, de una molécula de acidos nucleicos de doble cadena y permiten la amplificacion de, por ejemplo,
fragmentos de ADN, tal como en, por ejemplo, una reaccion de PCR. Un cebador puede marcarse, si se desea,
mediante la incorporacién de un compuesto detectable por medios espectroscopicos, fotoquimicos, bioquimicos,
inmunoquimicos o quimicos. Por ejemplo, entre los marcajes utiles se incluyen, aunque sin limitarse a ellos,
pigmentos fluorescentes, reactivos electrodensos, biotina o péptidos pequefios para los que se dispone de
anticuerpos o anticuerpos monoclonales. También puede utilizarse un marcaje para "capturar" el cebador, de
manera que facilite una seleccion de &cidos nucleicos amplificados o fragmentos de los mismos. La
carboxifluoresceina (FAM) y la 6-carboxi-X-rodamina (ROX) son marcajes preferentes. Sin embargo, entre otros
marcajes preferentes se incluyen los fluorocromos, por ejemplo el isotiocianato de fluoresceina (FITC), la rodamina,
el rojo de Texas, la ficoeritrina, la aloficocianina, la 6-carboxifluoresceina (6-FAM), la 2',7'-dimetoxi-4',5-dicloro-6-
carboxifluoresceina (JOE), la 6-carboxi-2',4',7',4,7-hexaclorofluoresceina (HEX), la 5-carboxifluoresceina (5-FAM) o
la N,N,N',N'-tetrametil-6-carboxirrodamina (TAMRA), y marcajes radioactivos, por ejemplo **P, **S, °H, etc. El
marcaje también puede ser un sistema de dos etapas, en el que el cebador se conjuga con biotina, haptenos, etc.
que presentan una pareja de union de afinidad elevada, por ejemplo avidina, anticuerpos especificos, etc., en los
que la pareja de unién se conjuga con un marcaje detectable. El marcaje puede conjugarse con uno de los
cebadores o con ambos.

Durante dicho método de diagnéstico, puede llevarse a cabo una etapa de secuenciacion de los acidos nucleicos.
Pueden utilizarse cualesquiera métodos conocidos de la técnica para la secuenciaciéon. Preferentemente, la
secuencia de acidos nucleicos se determina mediante un método basado en las técnicas de secuenciacién de
Sanger o Maxam/Gilbert (ver, por ejemplo, Methods in Molecular Biology, vol. 167 (Graham C.A. y Hill A.J.M.,
editores): DNA sequencing protocols, 2a edicion, 2001; Galas D.J. y McComarck S.J., Genomic Technologies:
Present and Future, Caister Academic Press, Wymondham, Reino Unido, 2002).

En otra forma de realizacion preferida del método de diagnéstico de la presente invencion, dicho método es o
comprende un método de discriminacién alélica seleccionado de entre el grupo que consiste de hibridacién
especifica de alelo, extension de cebador especifica de alelo, incluyendo la PCR especifica de alelo, la ligadura de
oligonucledtidos especifica de alelo, el divisién especifica de alelo de una endonucleasa flap y/o la division
especifica de alelo utilizando una endonucleasa de restriccion. Estos métodos son conocidos por el experto en la
materia y se describen y se hace referencia adicional a los mismos en, por ejemplo, Kwok P-Y. y Chen X., Curr.
Issues Mol. Biol. 5:43-60, 2003; Kwok P-Y., Annu. Rev. Genomics Hum. Genet. 2:235-258, 2001; Syvanen A.-Ch.,
Nature Rev. Genet. 2:930-942, 2001.

En una forma de realizacién preferida todavia adicional, el método de diagndstico de la presente invencién puede
comprender un método de deteccion seleccionado de entre el grupo que consiste de los métodos de deteccion de
fluorescencia, de fluorescencia con resolucion temporal, de transferencia de energia por resonancia de fluorescencia
(FRET), polarizacion de fluorescencia, métodos colorimétricos, espectrometria de masas, (quimio)luminiscencia,
deteccion electroforética y deteccion eléctrica. Estos métodos para la deteccion de una reaccién de discriminacion
de alelos son conocidos por el experto en la materia y se describen y se hace referencia a los mismos en, por
ejemplo, Kwok P-Y. y Chen X., Curr. Issues Mol. Biol. 5:43-60, 2003; Kwok P-Y., Annu. Rev. Genomics Hum. Genet.
2:235-258, 2001; Syvéanen A.-Ch., Nature Rev. Genet. 2:930-942, 2001.

En determinados casos puede resultar necesario detectar grandes deleciones, inserciones o duplicaciones.
Preferentemente, lo anterior puede llevarse a cabo mediante la utilizaciéon de métodos bien conocidos de la técnica 'y
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que comprenden, por ejemplo, los métodos de transferencia southern, los métodos de dosificacion génica
cuantitativos o semicuantitativos, incluyendo la PCR competitiva, la PCR diferencial, la PCR en tiempo real, la
hibridacion de sondas amplificables multiplex o la PCR de rango largo (Armour et al., Human Mutation 20:325-337,
2002).

Con frecuencia puede resultar deseable obtener, a partir de un Unico individuo, un diagnéstico alélico en varias
regiones o posiciones de la molécula o moléculas de acidos nucleicos codificantes del factor de coagulacion Xl o
que regulan su expresion. Con este fin, pueden resultar Gtiles las matrices de &cidos nucleicos, tales como las
descritas en el documento n® WO 95/11995.

Ademaés, para algunos fines puede resultar deseable determinar la presencia de dos 0 mas mutaciones/variaciones
como haplotipo, es decir, para determinar qué alelos de varias posiciones mutantes/variantes aparecen
conjuntamente en un haplotipo. Lo anterior puede llevarse a cabo mediante métodos conocidos de la técnica, por
ejemplo mediante un andlisis de segregacién intrafamiliar y también y preferentemente mediante métodos que
permitan el haplotipado molecular. Por ejemplo, una doble digestién de un Gnico producto de PCR que contiene dos
posiciones mutantes/variantes con dos endonucleasas de restriccion, siendo capaz cada uno de estos dos enzimas
de diferenciar la situacion alélica en una de las dos posiciones investigadas, puede rendir dicha informacién de
haplotipo a partir de los tamafios de fragmento obtenidos. Sin embargo, el experto en la materia conoce numerosos
otros métodos (ver, por ejemplo, Tost et al., Nucleic Acids Res. 30:€96, 2002; Eitan y Kashi, Nucleic Acids Res.
30:e62, 2002; Pettersson et al., Genomics 82:390-396, 2003; Ding et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:7449-7453,
2003; Odeberg et al., Biotechniques 33:1104, 1106, 1108, 2002; McDonald et al., Pharmacogenetics 12:93-99, 2002;
Woolley et al., Nature Biotechnol. 18:760-763, 2000) y se encuentra contemplado que resulten aplicables a los fines
de la presente invencion.

En todavia otra forma de realizacion preferida del método de diagndéstico de la presente invencion, la sonda o la
molécula de acidos nucleico del sujeto se une a un soporte sdlido. Entre los soportes soélidos que pueden utilizarse
segun la invencion se incluyen material de relleno, chips, obleas, placas de microtitulacion, entre otros.

La presente invencion se refiere ademéas a un método de diagndstico de angioedema hereditario de tipo 11l (AEH III)
0 a una predisposicion a la misma en un sujeto que se sospecha que ha desarrollado o que presenta una
predisposicién a desarrollar un angioedema hereditario de tipo Il 0 en un sujeto que se sospecha que es portador de
angioedema hereditario de tipo Ill, comprendiendo el método la evaluacion de la presencia y/o cantidad de un factor
de coagulacion Xl mutante asociado a enfermedad en dicho sujeto, e incluyendo las etapas de: (a) determinar a
partir de una muestra bioldgica de dicho sujeto in vitro, la presencia y/o la cantidad de un (poli)péptido codificado por
un gen mutante de factor de coagulacion Xll, afectando la mutacion al residuo aminoéacido 309, que corresponde al
residuo aminoacido 328 de la secuencia ilustrada en SEC ID n° 2, (b) comparar dicha presencia y/o cantidad con la
determinada a partir de una muestra de referencia, y (c) diagnosticar, basandose en la diferencia entre las muestras
comparadas en la etapa (b), la condicion patolégica de un angioedema hereditario de tipo Il o una predisposicion al
mismo, en la que el mutante comprende una mutacién que afecta al residuo aminoacido 309. El término
"(poli)péptido” se refiere alternativamente a péptidos o a (poli)péptidos. Los péptidos convencionalmente son
aminoacidos unidos covalentemente de hasta 30 residuos, mientras que los polipéptidos (también denominados en
la presente memoria "proteinas") comprenden 31 o mas residuos aminoacidos. También se describe que la
expresion "evaluar la cantidad" o "determinar la cantidad" se refiere a evaluar o determinar la cantidad de un
(poli)péptido codificado por el gen de factor de coagulacion Xll, que comprende por ejemplo el precursor del factor
de coagulacién XIl o cualquier de sus productos de maduracion generados, por ejemplo, mediante procesos de
activacion, incluyendo la autoactivacion y el procesamiento proteolitico del factor de coagulacién XIl. Por lo tanto,
evaluar o determinar la cantidad de factor de coagulacion Xl se refiere ademas a determinar la cantidad de (1) FXII
maduro, (2) FXlla (80 kDa, que aparece por la divisién en Arg353-Val354), (3) FXIIf (2 subformas: 30 kDa/28,5 kDa;
19-péptido o nonapéptido unido mediante S-S a la cadena catalitica, que aparece por la divisién en Arg334-Arg335y
la division adicional en Arg343-Leu344), (4) una tercera forma de factor Xl activado, una molécula de 40 kDa
(producida principalmente mediante autoactivacion), en la que el dominio de serina proteasa esta unido a un
fragmento de 12.000 de PM de la cadena pesada (Kaplan y Silverberg, 1987), (5) isoformas proteicas potenciales
(AceView, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/IEB/Research/Acembly/av.cgi?db=33&c=Gene&I=F12), (6) formas o
fragmentos de factor de coagulacion XIl que aparece por un procesamiento proteolitico irregular, finalmente causado
por una mutacion de la presente invencion, o (7) un mutante de cualquiera de las formas (1) a (5), incluyendo
cualquiera de los mutantes de la presente invencion. Sin embargo, "evaluar la cantidad" o "determinar la cantidad”
se refiere ademas a determinar la cantidad de sustratos y/o los productos de activacion de los mismos de cualquiera
de las formas de factor de coagulacién Xl anteriormente indicadas. Preferentemente se determina la proporcion
entre formas activadas y nativas (no activadas) de dichos sustratos. Entre estos sustratos y (poli)péptidos
procesados se incluyen, por ejemplo, (8) factor de coagulacion Xla/factor de coagulacion Xl, (9) factor de
coagulacién Vlla/factor de coagulacién VI, (10) kalicreina/prekalicreina, (11) plasmina/plasmindgeno, (12)
complemento activado C1r/Clr, (13) complemento activado C1s/Cls, (14) factor de crecimiento de hepatocitos
(FCH) activado/factor decrecimiento de hepatocitos (15) proteina estimuladora de macrofagos (PEM)
activada/proteina estimuladora de macrofagos. También se encuentra incluida (16) determinacién de "productos de
division de quininégeno de alto peso molecular” o la proporcién "productos de division de quininégeno de alto peso
molecular" y "quinindgeno de alto peso molecular”. Dichos productos de divisién comprenden quinindgeno cortado,
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bradiquinina y/o otras quininas. Se encuentran incluidas ademas: (17) productos de division del componente de
complemento C2/componente de complemento C2, (18) productos de division de componente de complemento
C4/componente de complemento C4, y (19) receptor de tipo 2 de la bradiquinina activado/receptor de tipo 2 de la
bradiquinina.

La expresion "evaluar la actividad" o "determinar la actividad" se refiere a determinar una actividad biolégica, en la
que la actividad biolégica se refiere a: (a) las actividades conocidas, preferentemente las de los (poli)péptidos natural
y (b) actividades aberrantes, incluyendo las de los (poli)péptidos de factor de coagulacion XII mutante que resultan
evidentes a partir de la comparacion entre la actividad de un (poli)péptido mutante con la de un (poli)péptido natural.
Las actividades conocidas y aberrantes pueden comprender la actividad de cualquiera de las proteinas (1) a (19)
indicadas anteriormente. La expresion "evaluar la presencia” o "determinar la presencia” se refiere a determinar cuél
de los (poli)péptidos o proteinas anteriormente indicados se encuentra presente en la muestra. Dicha expresién se
refiere ademas a determinar si encuentra presente un (polipéptido natural o mutante en la muestra.
Preferentemente, dicho (poli)péptido es cualquiera de los (poli)péptidos (1) a (7) tal como se ha indicado
anteriormente. En algunos casos, también puede resultar Gtil analizar cualquiera de los (poli)péptidos (8) a (19) tal
como se ha indicado anteriormente, sus formas nativas y/o activadas.

Dicho método de diagnéstico se basa en determinar a partir de una muestra de un individuo que debe ser
diagnostica y de una muestra de referencia, la cantidad y/o la calidad de, por ejemplo, cualquiera de las proteinas
listadas en (1) a (19) y determinar, basandose en la diferencia entre dichas muestras, una condicién patoldgica en la
muestra de dicho individuo. Dicha condicion patologica es angioedema hereditario de tipo Ill 0 una predisposicion al
mismo. La muestra de referencia es una muestra estandar obtenida de un sujeto sano o de sujetos sanos,
preferentemente de un sujeto o sujetos no afectados particularmente por sintomas de angioedema.

Generalmente puede utilizarse cualquiera de los métodos conocidos de deteccion de proteinas. Entre ellos se
incluyen, por ejemplo, métodos inmunoquimicos basados en anticuerpos, tales como ELISA, RIA, transferencia
western, preferentemente siguiendo cualquier tipo de etapa de separacion electroforética y similares. Dichos
métodos se describen en, por ejemplo, Clark y Hales: Immunoassays, en: Clinical Aspects of Immunology (P.J.
Lachmann et al., editores), vol. 2, 5a edicion, Boston, 1993, o en: Weir's Handbook of Experimental Immunology, 5a
ed., 1996 (Herzenberg L. et al., editores); ver también, por ejemplo, Lammle et al. (Semin. Thromb. Hemost. 13:106-
114, 1987). Los métodos para la determinacion de actividad biol6gicas de los polipéptidos listados anteriormente son
conocidos de la técnica. La actividad bioldgica puede medirse, por ejemplo, proporcionando sustratos para los
(poli)péptidos y midiendo la conversion de sustrato mediante métodos conocidos de la técnica. Por ejemplo, la
medicién de la actividad de la (pre)kalicreina sobre un sustrato cromogénico, la cual puede seguirse mediante la
deteccién de la division de dicho sustrato, ha sido descrita por Kluft, 1978 (J. Lab. Clin. Med. 91:83-95) y en Kluft,
1988 (Meth. Enzymol. 163:170-179). Los ensayos funcionales para medir la prekalicreina también han sido descritos
por de la Cadena et al., 1987 (J. Lab. Clin. Med. 109:601-607, 1987) y Silverberg y Kaplan, 1988 (Meth. Enzymol.
163:85-95). Un ensayo funcional para el quinindgeno de elevado peso molecular utilizando un sustrato cromogénico
ha sido descrito por Scott et al.,, 1987 (Thromb. Res. 48:685-700) y también por Gallimore et al. (Blood Coagul.
Fibrinolysis 13:561-568, 2002).

La presente invencion utiliza ademas métodos para determinar la secuencia de aminoacidos de un (poli)péptido).
Dichos métodos son conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Methods in Molecular Biology, vol. 211 (Smith B.J.,
ed.): Protein Sequencing Protocols, 2a edicién, 2002). Preferentemente, el analisis de la secuencia de proteinas se
lleva a cabo mediante degradacion de Edman (P. Edman, Acta Chem. Scand. 4:283, 1950) o mediante
espectrometria de desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz y tiempo de vuelo (EM MALDI-TOF). Por lo tanto,
mediante la utilizacion del andlisis de secuencias el experto en la materia podra determinar si un (poli)péptido factor
de coagulacion XlI natural o mutante se encuentra presente en una muestra.

Las proteinas presentadas anteriormente incluyen, por una parte, el factor de coagulacion Xl y sus diversas formas.
Estas son parte de una cascada conocida como, por ejemplo, la ruta intrinseca de coagulacién o sistema de
contacto o ruta de formacion de quinina (ver, por ejemplo, Kaplan et al., Adv. Immunol. 66:225-272, 1997; Kaplan et
al., J. Allergy Clin. Immunol. 109:195-209, 2002). Por otra parte, las proteinas listadas anteriormente son proteinas
que siguen al factor de coagulacién Xll posteriormente en dicha cascada y, ademas, son proteinas que no estan
directamente relacionadas con la ruta de formacion de quinina pero se ha demostrado que pueden resultar activadas
para ella por el factor de coagulacién Xll, finalmente de manera indirecta. Resulta importante indicar que las
mutaciones del factor de coagulacion Xl pueden presentar un impacto sobre dichas etapas posteriores en la
cascada y pueden resultar, por ejemplo, en una activaciéon cuantitativa o cualitativamente anormal de los
(poli)péptidos situados posteriormente en la cascada. Este efecto puede medirse y podria permitir deducciones
sobre la naturaleza del factor de coagulacion Xl especifico expresado en el individuo a estudio.

Los métodos de la presente invencidon no se encuentran limitados a la medicién de los (poli)péptidos individuales
listados anteriormente sino que también se refieren a la medicién o determinacion de complejos de dichos
(poli)péptidos. Dichos complejos son, por ejemplo, complejos que consisten de factor Xll activado e inhibidor del
complemento C1, o complejos que consisten de kalicreina e inhibidor del complemento C1, o complejos que
consisten de kalicreina y alfa2-macroglobulina. Dichos complejos pueden detectarse, por ejemplo, mediante la
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utilizacion de técnicas basadas en ELISA o RIA (Nuijens et al., Thromb. Hemost. 58:778-785, 1987; Kaplan et al.,
Blood 66:636-641, 1985; Kaplan et al., Clin. Immunol. Immunopathol. 50:S41-S51, 1989; Dors et al., Thromb.
Haemost. 67:644-648, 1992).

En una forma de realizacion preferida del método de la presente invencion, la muestra biolégica consiste de, o se
obtiene de, pelo, piel, superficies mucosales, liquidos corporales, incluyendo sangre, plasma, suero, orina, saliva,
esputo, lagrimas, liquido cerebroespinal, semen, liquido sinovial, liquido amnidtico, leche, linfa, esputo pulmonar,
secrecion bronquial o heces.

La expresion "muestra biologica" se refiere al espécimen obtenido de un mamifero. Preferentemente dicho
espécimen se obtiene de pelo, piel, superficies mucosales, liquidos corporales, incluyendo sangre, plasma, suero,
orina, saliva, esputo, lagrimas, liquido cerebroespinal, semen, liquido sinovial, liquido amniético, leche, linfa, esputo
pulmonar, secrecién bronquial o heces. Sin embargo, resulta importante indicar que muchas otras muestras podrian
resultar Gtiles con este fin, por ejemplo una muestra obtenida con fines histoldgicos o citolégicos.

Se conoce de la técnica una diversidad de técnicas para extraer acidos nucleicos de muestras biolégicas. Por
ejemplo las descritas en Rotbart et al., en: PCR Technology (Erlich ed., Stockton Press, New York) y Han et al.,
Biochemistry 26:1617-1625, 1987. En el caso de que la muestra se relativamente facil de alterar, el acido nucleico
no es necesario que se purifique antes de la amplificaciéon mediante la técnica de PCR, es decir, en el caso de que la
muestra comprenda células, por ejemplo linfocitos 0 monocitos de sangre periférica, puede llevarse a cabo la lisis y
dispersion de los componentes intracelulares meramente mediante suspension de las células en tampén hipoténico.
Los métodos adecuados variaran dependiendo del tipo de espécimen y son bien conocidos por el experto en la
materia (ver, por ejemplo, Sambrook et al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, ISBN 0879695765, CSH
Press, Cold Spring Harbor, 2001).

Resulta evidente que, para el analisis del ARNm, ADNc o proteinas, la muestra debe obtenerse de un tejido en el
que se exprese el factor de coagulacion Xll/gen del factor de coagulacion Xll o, respectivamente, de un tejido o
liquido corporal en el que se exprese el factor de coagulacion Xll o en el que se secrete.

Se describe ademas que dicha presencia, cantidad y/o actividad se determina mediante la utilizacion de un
anticuerpo o un aptamero, en el que el anticuerpo o aptdmero es especifico de: (a) un (poli)péptido codificado por el
gen de factor de coagulacién XllI, (b) un sustrato del (poli)péptido de (a), o (c) un (poli)péptido procesado por el
sustrato indicado en (b). El término "anticuerpo” se refiere a anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos de cadena sencilla o un fragmento de los mismos. Preferentemente el
anticuerpo es especifico para un polipéptido listado bajo (1) a (19). Los anticuerpos pueden ser anticuerpos
biespecificos, anticuerpos humanizados, anticuerpos sintéticos, fragmentos de anticuerpos tales como los
fragmentos Fab, F(aby)', Fv o scFv, etc., o un derivado quimicamente modificado de cualquiera de ellos, todos
comprendidos dentro del término "anticuerpo”. Los anticuerpos monoclonales pueden prepararse mediante, por
ejemplo, las técnicas originalmente descritas en Kohler y Milstein, Nature 256:495, 1975, y en Galfré, Meth.
Enzymol. 73:3, 1981, que comprende la fusién de células de mieloma de ratén con células de bazo derivadas de
mamiferos inmunizados con modificaciones desarrolladas en la técnica. Ademas, los anticuerpos o fragmentos de
los mismos contra los (poli)péptidos anteriormente indicados pueden obtenerse mediante los métodos que se
describen en, por ejemplo, Harlow y Lane, "Antibodies, A Laboratory Manual”, CSH Press, Cold Spring Harbor, 1998.
En el caso de que se obtengan derivados de dichos anticuerpos mediante la técnica de expresion fagica, puede
utilizarse la resonancia de plasmon superficial en el sistema BlAcore para incrementar la eficiencia de los
anticuerpos fagicos que se unen a un epitopo del péptido o polipéptido que debe analizarse (Schier, Human
Antibodies Hybridomas 7:97-105, 1996; Malmborg, J. Immunol. Methods 183:7-13, 1995). La produccion de
anticuerpos se describe en, por ejemplo, el documento n°® WO89/09622.

Los anticuerpos pueden marcarse. Preferentemente dicho marcaje se selecciona de entre el grupo que consiste de
fluorocromos, por ejemplo isotiocianato de fluoresceina (FITC), rodamina, rojo de Texas, ficoeritrina, aloficocianina,
6-carboxifluoresceina (6-FAM), 2',7'-dimetoxi-4',5'-dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE), 6-carboxi-X-rodamina (ROX),
6-carboxi-2',4',7',4,7-hexaclorofluoresceina  (HEX), 5-carboxifluoresceina (5-FAM) o N,N,N',N-tetrametil-6-
carboxirodamina (TAMRA), marcajes radioactivos, por ejemplo **P, *S, ®H, etc. El marcaje puede ser también un
sistema de dos etapas, en el que el anticuerpo se conjuga con biotina, haptenos, etc. que presentan una pareja de
elevada afinidad de unién, por ejemplo avidina, anticuerpos especificos, etc., en los que la pareja de unién se
conjuga con un marcaje detectable. En otra realizacion preferente de la presente invencion el marcaje es una toxina,
isétopo radioactivo o marcaje fluorescente.

El término "aptameros” se refiere a moléculas de ARN y también de ADN capaces de unirse a proteinas diana con
elevada especificidad, comparable a la especificidad de los anticuerpos. Los métodos para obtener o identificar los
aptameros especificos de una diana deseada son conocidos de la técnica. Preferentemente, dichos métodos pueden
basarse en el procedimiento de "evolucion sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial” (SELEX)
(Ellington y Szostak, Nature 346:818-822, 1990; Tuerk y Gold, Science 249:505-510, 1990; Fitzwater y Polisky,
Methods Enzymol. 267:275-301, 1996). Preferentemente, dichos aptdmeros pueden ser especificos de cualquiera de
los (poli)péptidos listados bajo (1) a (19). La utilizacion de aptameros para la deteccién y cuantificacion de
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polipéptidos diana se describe en, por ejemplo, McCauley et al., Anal. Biochem. 319:244-250, 2003; Jayasena, Clin.
Chem. 45:1628-1650, 1999.

Dicho anticuerpo o aptdmero puede ser especifico para un (poli)péptido codificado por el gen del factor de
coagulacién Xll. Dichos reactivos permiten la evaluacién de la cantidad y/o la calidad de (a) el (poli)péptido o
(poli)péptidos factor de coagulacion Xl y finalmente también para la diferenciacion entre los (poli)péptidos factor de
coagulacién XII natural y mutante, preferentemente mutante asociado a enfermedad. Por ejemplo, la identificacion
de los (poli)péptidos factor de coagulaciéon Xl mediante un procedimiento de inmunotransferencia tras una etapa de
separacion electroforética podria permitir perfectamente el reconocimiento de un (poli)péptido factor de coagulacién
XIl mutante. Sin embargo, respecto a la diferenciacion preferente entre los (poli)péptidos factor de coagulacion Xl
natural y mutante asociado a enfermedad, preferentemente dicho anticuerpo o aptamero es especifico para un
mutante asociado a enfermedad de la presente invencién. Dicho anticuerpo o aptamero no conseguiria unirse al
(poli)péptido o (poli)péptidos factor de coagulacion Xll natural pero se uniria a un mutante asociado a enfermedad
con elevada especificidad. Por lo tanto, este anticuerpo o aptamero resultaria mas Util para discriminar entre
(poli)péptidos factor de coagulacion Xl natural y mutante. Mas preferentemente, el epitopo o region diana
reconocido por el anticuerpo o aptdmero comprende la posicién/regién mutante en el factor de coagulacién XII.

Diversos métodos basados en anticuerpos para la determinacion del (poli)péptido o (poli)péptidos factor de
coagulacién Xll, tales como la inmunodifusién radial, el electroinmunoensayo segin Laurell, el ensayo de
inmunounién de puntos, el radioinmunoensayo, el inmunoensayo enzimatico, el ensayo de inmunosorcion ligada a
enzima, la inmunotransferencia, o similares, han sido descritos o utilizados, por ejemplo por Mannhalter et al., 1987
(Fibrinolysis 1:259-263), Gevers Leuven et al., 1987 (J. Lab. Clin. Med.), Wuillemin et al., 1990 (J. Immunol. Methods
130:133-140), Saito et al., 1976 (J. Lab. Clin. Med. 88:506-514), Ford et al., 1996 (J. Immunoassay 17:119-131),
Lammle et al., 1987 (Semin. Thromb. Hemost. 13:106-114).

La presencia, cantidad y/o actividad del (poli)péptido o (poli)péptidos codificados por el gen del factor de coagulacion
XIl pueden determinarse en: (a) un ensayo de coagulacién, o en (b) un ensayo amidolitico funcional, o en (c) un
ensayo mitogénico, o en (d) un ensayo de unién que mide la unién de un (poli)péptido codificado por el gen del
factor de coagulacion Xll a una pareja de union.

La actividad coagulante del factor de coagulacion Xl puede cuantificarse utilizando métodos en los que se mide la
correccion del tiempo de coagulacion anormal, el tiempo parcial de tromboplastina activado prolongado, del plasma
de una persona con una deficiencia hereditaria severa del factor de coagulacion XII (ver, por ejemplo, Pixley R.A. y
Colman R.W., Methods in Enzymology 222:51-65, 1993). Los ensayos amidoliticos funcionales para el factor de
coagulacién Xl utilizando diversos sustratos cromogénicos sintéticos (por ejemplo S2302, S2337 y S2222) han sido
descritos por, por ejemplo, Vinazzer, 1979 (Thrombosis Research 14:155-166), Tans et al., 1987 (Eur. J. Biochem.
164:637-642), Gallimore et al., 1987 (Fibrinolysis 1:123-127), Walshe et al., 1987 (Thrombosis Research 47:365-
371), Kluft, 1988 (Methods Enzymol. 163:170-179), Stiirzebecher et al., 1989 (Thrombosis Research 55:709-715).

Otro ejemplo de evaluacion de la actividad funcional del factor de coagulacion Xl puede ser una medicién de la
actividad de activacion del factor de crecimiento de hepatocitos que presenta el factor de coagulacion Xl
(Shimomura et al., Eur. J. Biochem. 229:257-261, 1995).

Schmeidler-Sapiro et al.,, 1991 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4382-4385) han descrito sistemas de ensayo para
evaluar la actividad mitogénica del factor de coagulacion XlI sobre las células HepG2; el factor de coagulacion XilI,
asi como el factor de coagulacion Xlla (factor de coagulacién Xll activado por caolin) incrementa la proliferacion
celular y la incorporacion de timidina y leucina en las células HepG2. Gordon et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:2174-2179, 1996) han evaluado la actividad de factor de crecimiento que presenta el factor XlI sobre varias otras
células diana. Puede modificarse cualquiera de los métodos anteriormente indicados y utilizarse para determinar la
actividad de los (poli=)péptidos codificados por el gen del factor de coagulacion Xll. Pueden utilizarse diversos
activadores en dichos ensayos, por ejemplo dextran-sulfato, caolin, un reactivo basado en cefalina-acido elagico
(Walshe et al., Thromb. Res. 47:365-371, 1987) u otros, y es concebible que el grado y/o naturaleza de la activacion
conseguida podria ser diferente para el (poli)péptido o (poli)péptidos que son formas mutantes asociadas a
enfermedad del factor de coagulacion Xl que para el factor de coagulacion Xl natural.

La expresion "pareja de union” se refiere a una molécula capaz de interactuar con un (poli)péptido codificado por el
gen del factor de coagulacion XIl. La actividad de unién de los (poli)péptidos de factor de coagulacion Xl puede
determinarse mediante la utilizacién de un ensayo de unién. El experto en la materia conocera a partir de estudios in
vitro que el factor de coagulacion Xl puede unirse, por ejemplo, a superficies o sustancias, proteinas o complejos de
proteinas activadores. La técnica anterior informa, por ejemplo, sobre la union del factor de coagulacion Xl a
complejos de gClg-R, citoqueratina-1 y receptor del activador del plasminégeno uroquinasa presente sobre la
superficie de las células endoteliales (Joseph et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:8552-8557, 1996; Joseph et al.,
Thromb. Haemost. 85:119-124, 2001; Mahdi et al., Blood 99:3585-3596, 2002). La pareja de unidon también puede
ser un anticuerpo. Los ensayos de union se describen en detalle en la técnica anterior y pueden ser utilizados por el
experto en la materia para determinar si una muestra contiene uno o mas (poli)péptidos de factor de coagulacién XlI
con caracteristicas de unién normales o aberrantes. Lo anterior permitira extraer conclusiones sobre la naturaleza
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del (poli)péptido o (poli)péptidos de factor de coagulacion Xl presentes en la muestra a estudio.

En la presente memoria se describe ademas un método de identificacién de un compuesto modulador de la actividad
del factor de coagulacion Xl que resulta adecuado como medicamento o compuesto cabeza de serie para un
medicamento destinado al tratamiento y/o a la prevencién del angioedema hereditario de tipo 11, comprendiendo el
método las etapas de: (a) puesta en contacto in vitro de un (poli)péptido factor de coagulacion XIl o un (poli)péptido
funcionalmente relacionado y el modulador potencial, y (b) ensayo de la modulacion de la actividad del factor de
coagulacién XIl, en el que la modulacion de la actividad del factor de coagulacion Xl es indicativa de la idoneidad
del compuesto como medicamento o compuesto cabeza de serie para un medicamento destinado al tratamiento y/o
a la prevencion del angioedema hereditario de tipo lII.

El término "modulador” o "compuesto modulador” se refiere a un compuesto que altera la actividad y/o la expresion
y/o la secrecion de factor de coagulacion XIl. Lo anterior incluye ademas la modulacion de un "(poli)péptido
funcionalmente relacionado”, de esta manera estando relacionados (a) uno o mas (poli)péptidos o la expresion de
los mismos con la funcion y/o la expresion y/o la secrecidon del factor de coagulacién Xll, preferentemente
relacionados funcionalmente con el factor de coagulacién Xll antes o después dentro del sistema de contacto/ruta de
la quinina. En principio un modulador puede presentar un efecto activador o inhibidor. También se encuentra
contemplado que el modulador pueda modular diferencialmente Gnicamente una o mas de las diversas funciones del
factor de coagulacion Xll. El modulador puede ser, por ejemplo, una 'molécula pequefia’, un aptamero o un
anticuerpo (ver posteriormente). El modulador puede ser un compuesto que interactda con un (poli)péptido factor de
coagulacién Xll y, mas preferentemente, un compuesto inhibidor.

La expresion "puesta en contacto” se refiere a poner en contacto el (poli)péptido diana, preferentemente un
(poli)péptido factor de coagulacion Xl con un modulador potencial. Dicho (poli)péptido factor de coagulacion Xli
preferentemente es un polipéptido seleccionado de entre cualquiera de los (poli)péptidos (1) a (7) anteriormente
indicados. Mediante la puesta en contacto del (poli)péptido con un modulador potencial de la actividad, el experto en
la materia puede someter a ensayo el impacto del modulador sobre la actividad del (poli)péptido. Se han descrito
anteriormente ejemplos de ensayos para la medicion de diversas actividades de los (poli)péptidos de factor de
coagulacién Xll, incluyendo la unién a sustancias activadoras u otras parejas de union, y puede utilizarse para el
ensayo de moduladores potenciales.

El (poli)péptido o (poli)péptidos de factor de coagulacion Xl utilizados para la puesta en contacto con un modulador
potencial pueden generarse de diversas fuentes. Por ejemplo, el (poli)péptido o (poli)péptidos de factor de
coagulacién Xll pueden aislarse a partir de plasma humano, de individuos sanos o de pacientes afectados por AEH
de tipo llI; con este fin, pueden utilizarse diversos métodos conocidos de la técnica, por ejemplo los descritos por
Pixley y Colman, 1993 (Methods Enzymol. 222:51-65). Alternativamente, también puede producirse sintéticamente
uno o mas (poli)péptidos de factor de coagulacion Xll. Ademas, el (poli)péptido o (poli)péptidos de factor de
coagulacién Xl pueden expresarse recombinantemente. Con este fin, pueden introducirse en una célula huésped
moléculas de acidos nucleicos codificantes de (poli)péptidos de factor de coagulacién XIl. El término "introducir” se
refiere al procedimiento de transfeccion o transformacion de una célula huésped con dicha molécula de &cidos
nucleicos. La introduccion del constructo en la célula huésped puede llevarse a cabo mediante transfeccion con
fosfato de calcio, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, transfeccion mediada por lipidos catiénicos,
electroporacion, transduccion, infeccion u otros métodos. Dichos métodos se describen en muchos manuales de
laboratorio estandares, tales como Davis et al., Basic Methods in Molecular Biology, 1986. Dicha molécula de &cidos
nucleicos introducida en la célula huésped comprende un marco de lectura abierto codificante de un (poli)péptido
factor de coagulacion XIl en forma expresable. Un vector de expresién de mamifero tipico contiene el elemento
promotor, que media en el inicio de la transcripcion de ARNm, la secuencia codificante de la proteina, y sefiales
necesarias para la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacién del transcrito. Entre los elementos adicionales
pueden incluirse intensificadores, secuencias de Kozak y secuencias intermedias flanqueadas por sitios donantes y
aceptores para el procesamiento del ARN. Puede conseguirse una transcripcion altamente eficiente con los
promotores temprano y tardio de SV40, las repeticiones terminales largas (RTL) procedentes de retrovirus, por
egjemplo VSR, HTLVI, HIVI y el promotor temprano del citomegalovirus (CMV). Sin embargo, también pueden
utilizarse elementos celulares (por ejemplo el promotor de la actina humana). Entre los vectores de expresion
adecuados para la utilizacion en la practica de la presente invencion se incluyen, por ejemplo, vectores tales como
pSVL y pMSG (Pharmacia, Uppsala, Suecia), pRSVcat (ATCC n° 37152), pSV2dhfr (ATCC n° 37146) y pBC12MI
(ATCC n° 67109). Entre las células huésped de mamifero que podrian utilizarse se incluyen Hela humanas, 293, H9
y Jurkat, células NIH3T3 y C127 de ratén, Cos 1, Cos 7 y CV1, células QC1-3 de codorniz, células L de ratéon y
células de ovario de hamster chino (CHO). Alternativamente, el (poli)péptido recombinante puede expresarse en
lineas celulares estables que contienen el constructo génico integrado en un cromosoma. La cotransfeccion con un
marcador seleccionable, tal como dhfr, gpt, neomicina o higromicina permite la identificacion y aislamiento de las
células transfectadas. El acido nucleico transfectado también puede amplificarse para expresar grandes cantidades
del (poli)péptido codificado). El marcador DHFR (dihidrofolato reductasa) resulta Gtil para desarrollar lineas celulares
que portan varios cientos o incluso varios miles de copias del gen de interés. Otro marcador de seleccion util es el
enzima glutamina sintasa (GS) (Murphy et al., Biochem. J. 227:277-279, 1991; Bebbington et al., Bio/Technology
10:169-175, 1992). Mediante la utilizacion de dichos marcadores se cultivan las células de mamifero en medio
selectivo y se seleccionan las células con la resistencia mas alta. Con frecuencia se utilizan células de ovario de
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hamster chino (CHO) y células NSO para la produccion de proteinas. Los vectores de expresion pCl y pC4
contienen el promotor fuerte (LTR) del virus del sarcoma de Rous (Cullen et al., Molecular and Cellular Biology
5:438-447, 1985) mas un fragmento del intensificador del CMV (Boshart et al., Cell 41:521-530, 1985). Mililtiples
sitios de clonacién, por ejemplo con los sitios de corte de enzima de restriccion Bam HI, Xba | y Asp 718, facilitan la
clonacion del gen de interés. Los vectores contienen ademas del intron 3', la sefial de poliadenilacion y de
terminacion del gen preproinsulina de rata. Tal como se ha indicado anteriormente, los vectores de expresion
preferentemente incluyen por lo menos un marcador seleccionable. Entre dichos marcadores se incluyen la
dihidrofolato reductasa, G418 o la resistencia a neomicina para el cultivo de células eucariéticas, y los genes de
resistencia a tetraciclina, canamicina o ampicilina para el cultivo en E. coli y otras bacterias. Entre los ejemplos
representativos de huéspedes apropiados se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, células bacterianas tales como
E. coli, Streptomyces y Salmonella typhimurium; células fangicas, tales como células de levadura; células de insecto,
tales como células de Drosophila S2 y Spodoptera Sf9; células animales, tales como células CHO, COS, 293 y del
melanoma de Bowes, y células vegetales. Los medios y condiciones de cultivo apropiados para las células huésped
anteriormente indicadas son conocidos de la técnica.

El polipéptido expresado recombinantemente puede contener residuos aminoacidos adicionales con el fin de
incrementar la estabilidad o para modificar el reconocimiento de la proteina. Por ejemplo, puede afiadirse una region
de aminoéacidos adicionales, en particular aminoacidos cargados, al extremo N-terminal del polipéptido con el fin de
mejorar la estabilidad y persistencia en la célula huésped, durante la purificacion durante la manipulacion y
almacenamiento posteriores. Ademas, pueden afadirse fracciones peptidicas al polipéptido para facilitar la
purificacion. Dichas regiones pueden eliminarse antes de la preparacion final del polipéptido. La adicion de
fracciones peptidicas a polipéptidos para provocar la secrecién o la excrecion, para mejorar la estabilidad y para
facilitar la purificacion, entre otros, son técnicas familiares y rutinarias de la técnica. Una proteina de fusién
preferente comprende una region heteréloga de inmunoglobulina que resulta Util para estabilidad y purificar las
proteinas. Por ejemplo, el documento n® EP-A-0 464 533 (contrapartida canadiense n°® 2045869) da a conocer
proteinas de fusion que comprenden diversas partes de region constante de moléculas de inmunoglobulina
conjuntamente con otra proteina humana o parte de la misma. En muchos casos, la parte Fc en una proteina de
fusién resulta muy ventajosa para la utilizacion en la terapia y el diagnostico y, de esta manera, resulta en, por
ejemplo, propiedades farmacocinéticas mejoradas (documento n® EP-A 0 232 262). Por otra parte, para algunos
usos resultaria deseable poder delecionar la parte Fc tras la expresion, deteccion y purificacion de la proteina de
fusion de la manera ventajosa descrita. Este es el caso cuando la parte Fc demuestra ser un impedimento para, por
ejemplo, la actividad catalitica del (poli)péptido factor de coagulaciéon XIl. En el descubrimiento de farmacos, por
ejemplo, se han fusionado proteinas humanas tales como IL-5_h con partes Fc para ensayos de cribado de alto
rendimiento con el fin de identificar antagonistas de IL-5_h. Ver D. Bennett et al., J. Molecular Recognition 8:52-58,
1995, y K. Johanson et al, J. Biol. Chem. 270:9459-9471, 1995. El (poli)péptido o (poli)péptidos factor de
coagulacién Xll pueden recuperarse y purificarse a partir de cultivos celulares recombinantes mediante métodos bien
conocidos, incluyendo la precipitacién con sulfato amoénico o etanol, la extraccion con &cido, la cromatografia de
intercambio anidnico o cationico, la cromatografia en fosfocelulosa, la cromatografia de interaccion hidrofobica, la
cromatografia de afinidad y/o la cromatografia de hidroxilapatito. Mas preferentemente, se utiliza para la purificacion
la cromatografia liquida de alto rendimiento ("HPLC").

La etapa de puesta en contacto del (poli)péptido factor de coagulacion Xl recuperado, con un modulador potencial
es esencialmente una etapa mediante la que se somete a ensayo la eficacia de un modulador potencial.
Generalmente se encuentra presente el (poli)péptido factor de coagulacion Xll bajo condiciones que se suponen son
las condiciones fisiolégicas, o en una solucion de ensayo que representa dichas condiciones. Al examinar, por
ejemplo, la actividad enzimatica, pueden resultar importantes lo siguiente: tras la determinacion de las
concentraciones Optimas de sustrato y enzima, la adicion de un modulador candidato a la mezcla de reaccién en un
abanico de concentraciones. Las condiciones de ensayo idealmente deberian ser similares a las condiciones bajo
las que el modulador esta activo, es decir, bajo pH, temperatura y fuerza iénica, etc. fisiolégicos. Por ejemplo, en el
caso de que el modulador sea un inhibidor de la actividad de proteasa, los inhibidores adecuados mostraran una
inhibicion de proteasa fuerte a concentraciones que no inducen efectos secundarios toxicos en el sujeto. Los
inhibidores que compitan para la unién con el sitio activo de la proteasa pueden requerir concentraciones iguales o
superiores a la concentracion de sustrato, mientras que los inhibidores capaces de union irreversible al sitio activo
dela proteasa pueden afiadirse a concentraciones del orden de la concentracion del enzima. La conversion del
sustrato, es decir, la divisién proteolitica, se mide convenientemente mediante la utilizacion de sustratos marcados,
tales como péptidos marcados que representan el sitio de division de un sustrato natural del factor de coagulacion
XII.

Uno de los métodos de deteccion de proteasa mas populares es la utilizacion de la transferencia de energia por
resonancia fluorescente entre un fluoréforo donante en un extremo de la cadena peptidica y un inhibidor en el otro
extremo de la cadena peptidica. Estos métodos han sido revisados por Knight, "Fluorimetric assays of proteolytic
enzymes", Methods in Enzymol. 248:18-34, 1995. En dicho método, la division proteolitica del enlace peptidico que
conecta el fluoréforo y el inhibidor libera a éste Ultimo, que se aleja por difusion del fluoréforo. Lo anterior resulta en
un incremento de la fluorescencia. Una variacion de este método de inhibidor se ensefia en las patentes
US n° 5.605.809 y n° 6.037.137. Esta variacion lleva a un primer fluoréforo a situarse en estrecha proximidad a un
segundo fluoréforo a través de un esqueleto peptidico plegado. Esta técnica presenta la ventaja de que el sitio de
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division de proteasa no es necesario que sea inmediatamente contiguo a ninguno de los fluoréforos. Sin embargo,
adolece de la desventaja de que, para evitar perturbar la estructura plegada, la longitud del sitio de divisién de
proteasa debe caer idealmente entre los 2 y 15 residuos aminoacidos de longitud. Otro método muy popular es la
utilizacion de fracciones fluorescentes inhibidas por péptidos, tales como el fluoréforo 7-amino-4-metilcoumarina
(AMC), el fluor6foro 7-amino-4-cabamoilmetilcoumarina (Harris et al., PNAS 97:7754-7759, 2000) o el fluoréforo
rodamina-110 inhibido por péptido (Mangel et al., patente US n° 4.557.862). En éste, la fluorescencia intrinseca de
un fluoréforo es inhibida por uno 0 méas péptidos unidos covalentemente y la fluorescencia se restaura con la division
del péptido. Aunque la molécula de rodamina 110 funciona con una eficiencia elevada, utiliza luz visible para la
excitacién y la emision y de otro modo es un marcaje excelente para los ensayos de proteasa basados en la
fluorescencia; presenta pocas desventajas que limiten su utilizacion. La molécula de rodamina 110 es divalente y
normalmente incorpora dos péptidos de secuencia idéntica, con ambos grupos peptidicos "N" terminales expuestos.
Lo anterior presenta la desventaja de que los péptidos con esta polaridad no pueden incorporarse en el interior de
una cadena peptidica de mayor tamafio. De esta manera, este marcaje se ha utilizado principalmente para ensayos
de sustrato de proteasa en los que la molécula de rodamina-110 representa efectivamente el grupo "C" terminal final
en el sustrato. Se ensefian variaciones de los métodos con la molécula rodamina-110, adecuados para los ensayos
de caspasa, en la patente US n° 6.248.904.

El ensayo de actividad de proteasa de los (poli)péptidos de factor de coagulacion Xl puede llevarse a cabo en
solucion o con el (poli)péptido factor de coagulacion Xl o el sustrato o el modulador dispuesto ordenadamente sobre
un soporte solido, por ejemplo una placa de microtitulacién. Los métodos de micromatrices han pasado a utilizarse
ampliamente para la investigacién farmacéutica y bioquimica, y se encuentra disponible comercialmente un gran
niamero de micromatrices. La utilizacion de micromatrices de péptidos, construidos mediante métodos fotoquimicos,
para el reconocimiento de anticuerpos y patrones de péptidos se ensefia en Fodor et al., Science 252:767-773,
1991. La utilizacién de micromatrices de péptidos para la unién de proteina quinasas o entre proteinas se ensefia en
MacBeath y Schreiber, Science 289:1760-1763, 2000. En ella se activaron quimicamente portaobjetos de vidrio para
unir covalentemente los péptidos y se aplicaron como puntos diversos péptidos en los portaobjetos utilizando
equipos convencionales de aplicacion de puntos. Los péptidos formaron un enlace covalente con el vidrio
derivatizado. Los métodos alternativos para unir péptidos a soportes solidos se ensefian en la patente
US n® 6.150.153, que ensefia la utilizacion de capas de polietilenimina para facilitar los enlaces peptidicos. La
patente US n° 4.762.881 ensefia la utilizacion de la incorporacion de una benzoilfenilalanina artificial a un péptido y
permitir que éste se una a un sustrato sélido que presenta un hidrégeno activo (tal como poliestireno) utilizando luz
ultravioleta. La patente US n° 4.681.870 ensefia métodos para derivatizar superficies de silice para introducir grupos
amino o carboxilo y después acoplar las proteinas a dichos grupos. Las patentes US n°® 5.527.681 y n°® 5.679.773
ensefian métodos para la sintesis y expresion de polimeros inmovilizados adecuados para las micromatrices y
diversos métodos de marcaje fluorescente para detectar la division proteolitica.

Para micromatrices de sustratos de proteasa, los péptidos de la micromatriz contendran ademas fracciones de
deteccion (etiquetas fluorescentes, inhibidores fluorescentes, etc.) para generar una sefial detectable
correspondiente al nivel de divisién proteolitica de la zona de péptido particular en cuestién. Los péptidos se
encuentran unidos a la superficie del soporte sélido (covalente o no covalentemente) en grado suficiente para evitar
la difusion de los péptidos unidos con la aplicacién de la muestra liquida y las etapas posteriores de digestion y
procesamiento. Durante la utilizacion, la micromatriz completa se expone a una muestra liquida, que contiene un
(poli)péptido factor de coagulacion Xll bajo estudio. La muestra tipicamente se cubre con una tapa opcional para
ayudar a distribuir la muestra uniformemente en la matriz y para evitar la evaporacion. Tipicamente la tapa es de un
material plano transparente, tal como un cubreobjetos de vidrio o plastico, que permita la observacion de las zonas
de péptido durante el curso de la reaccion de digestién. Durante la reaccion de digestion con proteasa, los péptidos
con secuencias diferenciales o modificaciones diferentes tipicamente resultaran digeridas en una cantidad diferente.
La sefial detectable generada por las fracciones de deteccién unidas a cada region peptidica seran interrogadas,
tipicamente en multiples puntos temporales durante la reaccion de digestion. Lo anterior proporciona informacion
sobre la actividad proteolitica relativa del (poli)péptido factor de coagulacién XIl estudiado en presencia de un
modulador o inhibidor de proteasa potencial, proporcionando de esta manera informacién sobre la idoneidad del
modulador para la modulacion, inhibiendo finalmente la actividad del factor de coagulacion XlI. Opcionalmente, al
final de reaccion, puede afiadirse una proteasa no especifica 0 un agente reactivo con una fraccion marcada no
especifica, a la micromatriz con el fin de que sirva como control positivo o negativo.

En el método indicado de identificacion de un compuesto modulador, el (poli)péptido factor de coagulacion Xl de la
etapa (a) puede encontrarse presente en cultivo celular o sobrenadante de cultivo celular o en una muestra del
sujeto o purificarse a partir de cualquiera de dichas fuentes. El cultivo celular podria ser, por ejemplo, un cultivo
celular en el que un (poli)péptido factor de coagulacion Xll se expresa recombinantemente, o un cultivo de células,
por ejemplo de hepatocitos, y preferentemente de origen humano, que expresa naturalmente el factor de
coagulacién Xll. La muestra del sujeto podria ser, por ejemplo, plasma sanguineo y el sujeto podria encontrarse
afectado o no afectado por angioedema hereditario de tipo IIl.

En el método indicado de identificacion de un compuesto modulador, dichos ensayos pueden llevarse a cabo

mediante la evaluacién de la interaccion fisica entre un (poli)péptido factor de coagulacion XIl y el modulador y/o el
efecto del modulador sobre la funcién de dicho (poli)péptido factor de coagulacion XII.
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El experto en la materia conoce diversos métodos de deteccion de la interaccion entre una proteina y una pareja de
union potencial o modulador. Uno de dichos métodos, por ejemplo, puede estar basado en el en ensayo de parejas
de unién potenciales que se aplican como puntos sobre un soporte sélido. En caso de encontrarse unidos a un
soporte solido, la incubacion de dichas parejas de unién potenciales con una soluciéon que contiene, por ejemplo,
(poli)péptido factor de coagulacion XIl podria identificar posiciones en el soporte sélido ocupadas por parejas de
union candidatas. La unién de, por ejemplo, uno o mas (poli)péptidos de factor de coagulacion Xl a dicha pareja de
union puede detectarse mediante diversos métodos conocidos de la técnica. Por ejemplo, la union de factor de
coagulacién Xll a una pareja de unién podria visualizarse mediante incubacion del soporte sélido con un anticuerpo
marcado especifico para el factor de coagulacion XIl. Los métodos preferentes comprenden métodos de deteccion
basados en Biacore y métodos basados en ELISA.

También se encuentra contemplado en la presente invencion que el (poli)péptido dirigido por el modulador potencial
pueda ser, en lugar de un (poli)péptido factor de coagulacion XII, un (poli)péptido funcionalmente relacionado, antes
o después dentro del sistema de contacto, con el factor de coagulacion Xll, es decir, interactuando con el factor de
coagulacién XlI. Sin embargo, tal como se encuentra adicionalmente contemplado en la presente memoria, lo
anterior puede provocar una modulacién de la actividad del factor de coagulacién XII.

Un modulador puede estar basado en compuestos conocidos que también pueden modificarse con el fin de adaptar
el compuesto a los requisitos del (poli)péptido especifico que es la diana. El modulador puede ser, por ejemplo, una
molécula pequefia, un aptdmero o un anticuerpo (ver posteriormente).

Preferentemente, el modulador es una molécula pequefia o un compuesto molecular pequefio y puede seleccionarse
mediante cribado de una biblioteca de moléculas pequefias ("biblioteca de moléculas pequefias”). La expresion
"molécula pequefia” o "compuesto molecular pequefio” se refiere a un compuesto que presenta un peso molecular
relativo no superior a 1.000 D y preferentemente no superior a 500 D. Puede ser de naturaleza organica o
inorganica. Se conoce de la técnica un gran ndmero de bibliotecas de moléculas pequefas, las cuales se
encuentran disponibles comercialmente. De esta manera, por ejemplo, un modulador puede ser cualquiera de los
compuestos contenidos en dicha biblioteca o un compuesto modificado derivado de un compuesto contenido en
dicha biblioteca. Preferentemente, dicho modulador se une al (poli)péptido diana codificado por el gen del factor de
coagulacién XIl con suficiente especificidad, en el que suficiente especificidad se refiere preferentemente a una
constante de disociacion (Kd) inferior a 500 nM, mas preferentemente inferior a 200 nM, todavia mas
preferentemente inferior a 50 nM, todavia mas preferentemente inferior a 10 nM y todavia mas preferentemente
inferior a 1 nM.

También se encuentra contemplado disefiar compuestos moleculares pequefios utilizando los métodos de modelaje
denominados moleculares. Los compuestos moleculares pequefios pueden derivarse, por ejemplo, de péptidos.
Resultan preferentes los compuestos que mimetizan el estado de transicion de sustratos del factor de coagulacion
XIl. Los compuestos adecuados pueden ser, por ejemplo, sustratos derivados de péptidos que no contengan un
enlace peptidico divisible. Preferentemente, dichos compuestos contienen un sitio de divisién de un sustrato natural
del factor de coagulacion XIl, en el que el enlace peptidico entre P1 y P1' se sustituye por un enlace no divisible.

Los compuestos basados en péptidos y otros, tales como compuestos basados en estructuras heterociclicas,
pueden ser, por ejemplo, inhibidores conocidos de las serina proteasas 0 nuevos compuestos 0 compuestos
derivarse de inhibidores preexistentes mediante derivatizacion. Preferentemente, dichos compuestos se disefian
mediante modelaje informéatico, en el que el modelaje informatico se refiere a la utilizacion de herramientas de
cribado virtuales para la busqueda de compuestos que se unen, por ejemplo, al sitio de unién a sustrato del factor de
coagulacién Xl mediante la utilizacién de herramientas de modelaje de homologias. Generalmente, estos métodos
se basan en la estructura tridimensional de las proteinas, preferentemente de proteinas cristalizadas conjuntamente
con un sustrato. Mas preferentemente, el sustrato se sustituye por un modulador o inhibidor candidato.

El disefio de moléculas con relaciones estructurales particulares con parte de una molécula proteica como el factor
de coagulacion Xl esta bien establecido y se encuentra descrito en la literatura (ver, por ejemplo, Cochran, Chem.
Biol. 7:85-94, 2000; Grzybowski et al., Acc. Chem. Res. 35:261-269, 2002; Velasquez-Campoy et al., Arch. Biochem.
Biophys. 380:169-175, 2001; D'Aquino et al., Proteins: Struct. Func. Genet. Suppl. 4:93-107, 2000). Cualquiera de
dichos métodos denominados "de modelaje molecular" para el disefio racional de farmaco puede utilizarse para
encontrar un modulador del factor de coagulacion Xll. La mayoria de estos métodos de modelaje molecular tiene en
consideracion la forma, la distribuciéon de cargas y la distribucion de grupos hidrofébicos, grupos iénicos y enlaces e
hidrégeno en el sitio de interés de la molécula proteica. Utilizando esta informacion, que puede derivarse, por
ejemplo, de la estructura cristalina de proteinas y complejos de proteina-sustrato, estos métodos sugieren mejoras
para las moléculas propuestas existentes, construir nuevas moléculas que por si misma se espera que presenten
buena afinidad de unién, cribar bibliotecas virtuales de compuestos para dichas moléculas, o de otro modo
proporcionar soporte al disefio interactivo de nuevos compuestos farmacolégicos in silico. Algunos programas tales
como GOLD (G. Jones et al., Development and J. Mol. Biol. 267:727-748, 1997), FLEXX (B. Kramer et al., Structure,
Functions, and Genetics 37:228-241, 1999), FLEXE (M. Rarey et al., JIMB 261:470-489, 1996), DOCK (Kuntz I.D.,
Science 257:1078-1082, 1992), AUTODOCK (Morris et al., J. Computational Chemistry 19:1639-1662, 1998) son
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programas de cribado virtual disefiados para calcular la posicion de unién y la conformacién, asi como la energia de
union correspondiente de un compuesto organico a una proteina. Estos programas estan especialmente disefiados
para permitir un gran nimero de "anclajes”, es decir, célculos de la conformacién con la energia de unién maxima de
un compuesto a un sitio de unién, por unidad de tiempo. Su energia de unidon no siempre es un valor real, pero
puede relacionarse estadisticamente con una energia de unién real mediante un procedimiento de validacion. Estos
métodos conducen a moléculas, denominadas en la presente memoria "aciertos”, que deben evaluarse mediante
métodos experimentales bioquimicos, estructurales-bioldgicos, moleculares-biolégicos o fisiolégicos para su
actividad bioldgica esperada. La expresion "modelaje molecular" o "técnicas de modelaje molecular” se refiere a
técnicas que generan uno o mas modelos 3D de un sitio de union a ligando u otra caracteristica estructural de una
macromolécula. Las técnicas de modelaje molecular pueden llevarse a cabo manualmente, con ayuda de un
ordenador, o con una combinacion de ellas. Las técnicas de modelaje molecular pueden aplicarse, por ejemplo, a las
coordenadas atomicas con el fin de derivar un abanico de modelos 3D y para investigar la estructura de los sitios de
union a ligando. El experto en la materia dispone de una diversidad de métodos de modelaje molecular para la
utilizacion segin la invenciéon (G. Klebe y H. Gohlke, Angew. Chem. Int. Ed. 41:2644-2676, 2002; Jun Zeng:
Combinatorial Chemistry & High Throughput Screening 3:355-362, 2000; Andrea G. Cochran, Current Opinion in
Chemical Biology 5:654-659, 2001).

El modulador puede ser un inhibidor de la actividad del factor de coagulacién Xll, seleccionado de entre el grupo que
consiste de: (a) un aptdmero o anticuerpo o fragmento inhibidor, o derivado de los mismos, que se une
especificamente a un (poli)péptido factor de coagulacién Xll y/o que inhibe especificamente la actividad del factor de
coagulacién Xill, (b) un inhibidor de molécula pequefa del factor de coagulacion Xll y/o la actividad del factor de
coagulacién Xll, y (c) un inhibidor de serina proteasa seleccionado de entre el grupo (I) que consiste de inhibidores
proteicos natural y modificados o manipulados de serina proteasas, incluyendo el inhibidor de la esterasa C1, la
antitrombina 111, la a2-antiplasmina, la al-antitripsina, serpina ovoalbimina y a2-macroglobulina, o seleccionado de
entre el grupo (Il) de inhibidores de tipo Kunitz, incluyendo el inhibidor de la tripsina pancreética bovina.

El inhibidor puede ser un aptamero, preferentemente un aptamero que se une especificamente al factor de
coagulacién XIl. El término "aptamero” se refiere a moléculas de ARN y también de ADN capaces de unirse a
proteinas diana con elevadas afinidad y especificidad, comparables a la afinidad y especificidad de los anticuerpos
monoclonales. Los métodos para obtener o identificar los aptameros especificos para una diana deseada son
conocidos en la técnica. Preferentemente, dichos métodos pueden basarse en el procedimiento de "evolucién
sistematica de ligandos mediante enriquecimiento exponencial” (SELEX, por sus siglas en inglés) (Ellington y
Szostak, Nature 346:818-822, 1990; Tuerk y Gold, Science 249:505-510, 1990; Fitzwater y Polisky, Methods
Enzymol. 267:275-301, 1996). Pueden utilizarse diversas modificaciones quimicas, por ejemplo la utilizacion de
2'-fluoropirimidinas en la biblioteca de partida y la uniéon de un polietilenglicol al extremo 5' de un aptamero para
garantizar la estabilidad y para incrementar la biodisponibilidad de los aptameros (ver, por ejemplo, Toulme, Current
Opinion in Molecular Therapeutics 2:318-324, 2000).

El inhibidor también puede ser un anticuerpo o fragmento o derivado de uno de los mismos. Tal como se utiliza en la
presente memoria, la expresion "anticuerpo o fragmento o derivado de uno de los mismos" se refiere a un anticuerpo
policlonal, anticuerpo monoclonal, anticuerpo quimérico, anticuerpo de cadena sencilla, anticuerpo Fv de cadena
sencilla, anticuerpo humano, anticuerpo humanizado o fragmento Fab de unién especifica al factor de coagulacién
XIl y/o a un mutante del factor de coagulacion XII.

Los anticuerpos indicados en la presente memoria pueden prepararse mediante cualquiera de entre una diversidad
de métodos conocidos de la técnica. Por ejemplo, pueden inducirse anticuerpos policlonales mediante la
administracion de proteina purificada, un (poli)péptido factor de coagulacién Xl o un fragmento antigénico de los
mismos, en un animal huésped.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el anticuerpo también puede ser un anticuerpo monoclonal. Dichos
anticuerpos monoclonales pueden prepararse utilizando tecnologia de hibridoma (Koéhler et al., Nature 256:495,
1975; Koéhler et al., Eur. J. Immunol. 6:511, 1976; Kohler et al., Eur. J. Immunol. 6:292, 1976; Hammerling et al., en:
Monoclonal Antibodies and T-Cell Hybridomas, Elsevier, N.Y., paginas 563 a 681, 1981). En general, dichos
procedimientos implican inmunizar un animal (preferentemente un ratén) con un antigeno de proteina factor de
coagulacién Xll. Se extraen los esplenocitos de dichos ratones inmunizados y se fusionan con una linea celular de
mieloma adecuada. Puede utilizarse cualquier linea celular de mieloma adecuada segun la presente invencion; sin
embargo, resulta preferible utilizar la linea celular de mieloma parental (SP2/0), disponible de la American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland. Tras la fusion, las células de hibridoma resultantes se mantienen
selectivamente en medio HAT y después se clonan mediante diluciéon limitante, tal como indican Wands et al.
(Gastroenterology 80:225-232, 1981). Las células de hibridoma obtenidas mediante dicha seleccion seguidamente
se someten a ensayo para identificar los clones que secretan anticuerpos capaces de unirse al antigeno de proteina
factor de coagulacién XII.

Se apreciara que Fab y F(ab'); y otros fragmentos de los anticuerpos de la presente invencién pueden utilizarse

segun los métodos dados a conocer en la presente memoria. Dichos fragmentos se producen tipicamente mediante
division proteolitica, utilizando enzimas tales como la papaina (para producir fragmentos Fab) o pepsina (para
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producir fragmentos F(ab'),).

Para la utilizacién in vivo de anticuerpos en el ser humano, puede resultar preferido utilizar anticuerpos
monoclonales quiméricos "humanizados". Dichos anticuerpos pueden producirse utilizando constructos genéticos
derivados de células de hibridoma productoras de los anticuerpos monoclonales indicados anteriormente. Los
métodos para producir anticuerpos quiméricos son conocidos de la técnica. Ver, para una revision, Morrison,
Science 229:1202, 1985; Oi et al., BioTechniques 4:214, 1986; Cabilly et al., patente US n° 4.816.567; Taniguchi et
al., patente EP 0 171 496; Morrison et al., patente EP 0 173 494; Neuberger et al., documento n° WO 8601533;
Robinson et al., documento n°® WO 8702671; Boulianne et al., Nature 312:643, 1984; Neuberger et al., Nature
314:268, 1985.

Preferentemente, los anticuerpos se unen especificamente a un (polipéptido) factor de coagulacién Xl y entre ellos
se incluyen IgG (incluyendo IgG1, 1gG2, IgG3 e 1gG4), IgA (incluyendo IgAl e IgA2), IgD, IgE o IgM e IgY. Tal como
se utiliza en la presente memoria, el término "anticuerpo” pretende incluir anticuerpos completos, incluyendo
anticuerpos completos de cadena sencilla y fragmentos de unién a antigeno de los mismos. Mas preferentemente,
los anticuerpos son fragmentos de anticuerpo de unién a antigeno humanos y entre ellos se incluyen, aunque sin
limitacion, Fab, Fab'y F(ab'),, Fd, Fv de cadena sencilla (scFv), anticuerpos de cadena sencilla, Fv unidos mediante
disulfuro (sdFv) y fragmentos que comprenden un dominio V. 0 V4. Los anticuerpos pueden ser de cualquier origen
animal, incluyendo de aves y de mamiferos. Preferentemente los anticuerpos son humanos, murinos, de conejo, de
cabra, de cobaya, de camello, de caballo o de pallo.

La "unién especifica" de anticuerpos puede describirse, por ejemplo, en términos de su reactividad cruzada.
Preferentemente los anticuerpos especificos son anticuerpos que no unen a polipéptidos con una identidad inferior al
98%, inferior al 95%, inferior al 90%, inferior al 85%, inferior al 80%, inferior al 75%, inferior al 70% e inferior al 65%
(calculada utilizando métodos conocidos de la técnica) a un (poli)péptido codificado por el gen del factor de
coagulacién XII. Sin embargo, los anticuerpos pueden describirse ademas o especificarse en términos de su afinidad
de union. Entre las afinidades de union preferentes se incluyen a%uellas con una constante de disociacion o Kg
inferior a 5x10° M, 10° M, 5x107 M, 107 M, 5x10° M, 10® M, 5x10° M, 10° M, 5x10™° M, 10™° M, 5x10™** M, 10™*
M, 5x10™? M, 10** M, 5x10™ M, 10® M, 5x10™* M, 10™ M, 5x10™° My 10™° M.

Ademas, el inhibidor puede ser una "molécula pequefia" o "compuesto molecular pequefio”. Tal como se ha indicado
anteriormente, la expresion "molécula pequefia” se refiere a un compuesto que presenta un peso molecular relativo
no superior a 1.000 D y preferentemente no superior a 500 D. Dicho compuesto puede ser de diferentes naturaleza
quimica, por ejemplo puede estar basado en péptidos o estar basado en estructuras heterociclicas. Los inhibidores
de molécula pequefia de las serina proteasas han sido extensivamente revisados, por ejemplo por Leung et al.
(J. Med. Chem. 43:305-341, 2000) y Walker y Lynas (Cell. Mol. Life Sci. 58:596-624, 2001). Entre las sustancias
comentadas por dichos autores se incluyen, por ejemplo: (i) inhibidores basados en péptidos, tales como inhibidores
basados en fésforo (incluyendo ésteres de a-aminoalquil-difenilfosfonato y ésteres de fosfonato mixtos), inhibidores
que contienen fldor (incluyendo, por ejemplo, trifluorometil-cetonas [asi como analogos que contienen la fraccién
trifluorometil-cetona con caracteristicas peptidicas inferiores], inhibidores basados en difluorometilcetona y basados
en pentafluoroetil-cetona), inhibidores basados en acidos peptidil-borénicos (incluyendo, por ejemplo, sustancias que
contienen boroArg o boroLys o boro-metoxi-propilglicina o boroPro), inhibidores basados en los denominados
"sustratos inversos" (incluyendo, por ejemplo, compuestos que contienen una funcion acido p-metoxibenzoico) e
inhibidores basados en péptidos con nuevos grupos funcionales (incluyendo, por ejemplo, compuestos con grupos
C-terminales aceptores de electrones basados en a-ceto-heterociclos, tales como a-ceto-benzoxazolas o
a-ceto-tiazolas), (i) inhibidores derivados de productos naturales, tales como cicloteonamidas (analogos de
pentapéptidos macrociclicos), aeruginosinas y radiosumina, (iii) inhibidores basados en andamiajes heterociclicos y
otros no peptidicos, tales como heterociclos N-hidroxisuccinimida y compuestos relacionados, compuestos basados
en el andamiaje isocoumarina e inhibidores basados en B-lactamo (incluyendo, por ejemplo, los compuestos
derivados en cefalosporina y analogos de B-lactamos monociclicos y biciclicos) y (iv) compuestos potenciados con
metal, tales como compuestos basados en bis(5-amidino-2-bencimidazolil)metano (BABIM). La totalidad de dichos
(tipos de) sustancias, asi como los derivados de los mismos, se consideran aplicables en el contexto de la presente
invencion.

Cualquiera de los inhibidores de proteasa conocidos puede resultar Gtil para desarrollar moduladores o moduladores
inhibitorios de la actividad del factor de coagulacion Xll, aunque los inhibidores de las serina proteasas pueden
resultar particularmente Utiles. Puede modificarse cualquiera de los compuestos conocidos, por ejemplo con el fin de
modificar sus caracteristicas de union o su especificidad.

Con respecto a los inhibidores proteicos naturales o manipulados de las serina proteasas, se han llevado a cabo
cambios o modificaciones selectivos de las caracteristicas de inhibicion naturales o de la especificidad natural, por
ejemplo con mutantes P2 del inhibidor de C1 (Zahedi et al., J. Immunol. 167:1500-1506, 2001), un mutante P1 de la
al-antitripsina (Schapira et al., J. Clin. Invest. 76:645-647, 1985), diversos mutantes P1-P2-P3 de la al-antitripsina
(Sulikowski et al., Protein Science 11:2230-2236, 2002) un mutante P1-P2 de la al-antitripsina (Schapira et al., J.
Clin. Invest. 80:582-585, 1988), diversos mutantes P3-P4 del inhibidor de tripsina pancreatico bovino (Grzesiak et al.,
J. Biol. Chem. 275:33346-33352, 2000), entre ellos un mutante P3 con elevada especificidad para el factor Xlla.
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En particular con respecto a (a) y (b), también se encuentra contemplado que el "inhibidor de la actividad del factor
de coagulacion XII" pueda ser un compuesto que no presente como diana principal un (poli)péptido factor de
coagulacién Xll, pero que sin embargo inhiba la actividad del factor de coagulacion Xll, por ejemplo mediante la
inhibicion de la activacion del factor de coagulacion Xll debido a la interferencia con una proteina activadora. Se
describe ademas un método de identificacion de un compuesto que modula la expresion y/o la secrecion del factor
de coagulacion XIl, que resulta adecuado como medicamento o compuesto cabeza de serie para un medicamento
destinado al tratamiento y/o prevencién del angioedema hereditario de tipo Ill, comprendiendo el método las etapas
de: (a) puesta en contacto in vitro de una célula que expresa o es capaz de expresar el factor de coagulacion XlI con
un modulador potencial de la expresion y/o la secrecion, y (b) someter a ensayo la expresién y/o secrecion alterada,
en la que el modulador es: (i) un compuesto de molécula pequefia, un aptdmero o un anticuerpo o fragmento o
derivado del mismo, que modula especificamente la expresion y/o la secrecion del factor de coagulacion Xll, o (i) un
ARNip o ARNhp, un ribozima o una molécula antisentido de acidos nucleicos que se hibrida especificamente con
una molécula de acidos nucleicos codificante del factor de coagulacion Xl o que regula la expresion del factor de
coagulacién Xll. La expresion "hibridacion especifica” se refiere a que el ARNip, ARNhp, ribozima o molécula
antisentido de acidos nucleicos se hibrida con la molécula diana de acidos nucleicos, codificante del factor de
coagulacién Xll o que resulta su expresion. Preferentemente, "hibridacion especifica” se refiere ademéas a que no
resulta afectado ningn otro gen o transcrito.

Un compuesto modulador afectara a la expresion y/o a la secrecion del factor de coagulacién XIl. El experto en la
materia conoce varias técnicas para el seguimiento de un efecto sobre la expresion o la secrecion de las proteinas.
Por ejemplo, puede realizarse un seguimiento de la expresién de las proteinas mediante la utilizacion de técnicas
tales como la transferencia western, la inmunofluorescencia o la inmunoprecipitacion. Alternativamente, también
puede llevarse a cabo el seguimiento de la expresion, por ejemplo, mediante el analisis de la cantidad de ARN
transcrito a partir de un gen del factor de coagulacion XIl.

La expresién "puesta en contacto con una célula” se refiere a la introduccion de un compuesto modulador potencial
en una célula. En la medida en que el compuesto es una molécula de acidos nucleicos, la puesta en contacto puede
llevarse a cabo mediante cualquiera de las técnicas de transfeccién conocidas, tales como la electroporacion, la
transfeccion con fosfato de calcio, la lipofeccion y similares. Sin embargo, el acido nucleico también puede
introducirse en la célula utilizando sistemas de vector basados en virus.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término "ARNip" se refiere a "ARN interfiriente pequefio”; el término
"ARNhp" se refiere a "ARN en horquilla pequefio”. En la interferencia de ARN, los ARN interfirientes pequefios
(ARNIip) se unen al ARNm diana de una manera especifica de secuencia, facilitando su degradacién y evitando de
esta manera la traduccion de la proteina codificada. La transfeccion de las células con ARNip puede llevarse a cabo,
por ejemplo, mediante la utilizacién de agentes lipofilicos (entre ellos la OligofectamineTM y Transit-TKOTM) y
también mediante electroporacion.

Los métodos para la expresion estable de ARN interfiriente pequefio o0 ARN en horquilla pequefio en los mamiferos y
también en células humanas son conocidos por el experto en la materia y se describen en, por ejemplo, Paul et al.,
2002 (Nature Biotechnology 20:505-508), Brummelkamp et al., 2002 (Science 296:550-553), Sui et al., 2002 (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99:5515-5520), Yu et al., 2002 (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 99:6047-6052), Lee et al., 2002
(Nature Biotechnology 20:500-505), Xia et al., 2002 (Nature Biotechnology 20:1006-1010). Se ha demostrado en
varios estudios que un enfoque de ARNi resulta adecuado para el desarrollo de un tratamiento potencial de las
enfermedades de herencia dominante, mediante el disefio de un ARNip con diana especificamente en el alelo
mutante asociado a enfermedad, silenciando selectivamente de esta manera la expresién del gen mutante (Miller et
al., 2003, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 100:7195-7200; Gonzalez-Alegre et al., Ann. Neurol. 53:781-787, 2003).

Las moléculas de ARNip son esencialmente de doble cadena pero pueden comprender extremos protuberantes 3' o
5'. Pueden comprender ademas secuencias que no son idénticas o esencialmente idénticas al gen diana, aunque
estas secuencias deben encontrarse localizadas fuera de la secuencia de identidad. La secuencia de identidad o
identidad sustancial es de por lo menos 14, y mas preferentemente de por lo menos 19, nucleétidos de longitud.
Preferentemente no excede de 23 nucledtidos. Opcionalmente, el ARNip comprende dos regiones de identidad o
identidad sustancial en las que se intercala una region de no identidad. La expresion "identidad sustancial” se refiere
a una region que presenta una o dos no correspondencias de la cadena de sentido del ARNip respecto al ARNm
diana, o no correspondencias de 10% a 15% de la longitud total de ARNip respecto al ARNm diana dentro de la
region de identidad. Dichas no correspondencias pueden ser el resultado de una sustitucion, adicion, delecion o
duplicacion, etc. de nucledtidos. EI ARNdc de méas de 23 pero no mas de 40 pb puede contener también tres o
cuatro no correspondencias.

La interferencia del ARNip con el ARNm diana presenta el efecto de que la transcripcién/traduccion se reduce en por
lo menos el 50%, preferentemente en por lo menos el 75%, méas preferentemente en por lo menos 90%, todavia mas
preferentemente en por lo menos 95%, tal como por lo menos 98% y mas preferentemente por lo menos 99%.

Ademaés, el modulador puede ser una molécula antisentido de acidos nucleicos se hibrida especificamente con una
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molécula de &cidos nucleicos codificante del factor de coagulacion Xl o que regula la expresion del factor de
coagulacién Xll. La expresién "molécula antisentido de &cidos nucleicos" se refiere a una molécula de acidos
nucleicos que puede utilizarse para controlar la expresién génica. La técnica subyacente, la tecnologia de
antisentido, puede utilizarse para controlar la expresion génica mediante ADN o ARN antisentido o mediante la
formacion de una triple hélice.

Las técnicas antisentido se comentan en, por ejemplo, Okano, J. Neurochem. 56:560, 1991; "Oligodeoxynucleotides
as Antisense Inhibitors of Gene Expression”, CRC Press, Boca Raton, FL, 1988, o en: Phillips M.I. (ed.), Antisense
Technology, Methods in Enzymology, vol. 313, Academic Press, San Diego, 2000. La formacion de triples hélices se
comenta en, por ejemplo, Lee et al., Nucleic Acids Research 6:3073, 1979; Cooney et al., Science 241:456, 1988, y
en Dervan et al., Science 251:1360, 1991. Los métodos se basan en la unién de un polinucleétido diana a un ADN o
ARN complementario. Por ejemplo, la parte codificante 5' de un polinucle6tido que codifica un (poli)péptido factor de
coagulacién Xl puede utilizarse para disefiar un oligonucleétido de ARN antisentido de entre aproximadamente 10 y
40 pares de bases de longitud. Se disefia un oligonucleétido de ADN para que resulte complementario a una region
génica que participa en al transcripcion, evitando de esta manera la transcripcion y la produccion de factor de
coagulacién Xll. El oligonucledtido de ARN antisentido hibrida con el ARNm in vivo y bloquea la traduccion de la
molécula de ARN en polipéptido factor de coagulacion XII.

El término "ribozima" se refiere a moléculas de ARN con actividad catalitica (ver, por ejemplo, Sarver et al., Science
247:1222-1225, 1990); sin embargo, también se conocen catalizadores de ADN (desoxirribozimas). Los ribozimas y
su potencial de desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas se comentan en, por ejemplo, Steele et al., 2003
(Am. J. Pharmacogenomics 3:131-144) y en Puerta-Fernandez et al., 2003 (FEMS Microbiology Reviews 27:75-97).
Aunque pueden utilizarse ribozimas que cortan el ARNm en secuencias de reconocimiento especificas de sitio para
destruir los ARNm del factor de coagulacion XlI, resulta preferente la utilizacion de horquillas de accién en trans o
ribozimas cabeza de martillo ("hammerhead”). Los ribozimas cabeza de martillo cortan los ARNm en localizaciones
dictadas por regiones flanqueantes que forman pares de bases complementarios con el ARNm diana. El Gnico
requisito es que el ARNm diana presente la secuencia siguiente de dos bases: 5-UG-3'. La construccion y
produccion de ribozimas cabeza de martillo es bien conocida de la técnica y se describe en mayor detalle en
Haseloff y Gerlach, Nature 334:585-591, 1988. Existen numerosos sitios potenciales de division de ribozima cabeza
de martillo dentro de la secuencia de nucle6tidos del ARNm del factor de coagulacion Xll que resultaran evidentes
para el experto en la materia. Preferentemente, el ribozima se manipula de manera que el sitio de reconocimiento de
division se encuentre situado proximo al extremo 5' del ARNm del factor de coagulacién XIll, es decir, para
incrementar la eficiencia y minimizar la acumulacion intracelular de transcritos de ARNm no funcionales. La ARNasa
P es otro enfoque de ribozima que se utiliza para la inhibicion selectiva de los ARN patogénicos. Los ribozimas
pueden estar compuestos de oligonucledtidos modificados (por ejemplo para una estabilidad mejorada,
reconocimiento, etc.) y deben administrarse en las células que expresan el factor de coagulacién Xll. Los
constructos de ADN codificantes del ribozima pueden introducirse en la célula de la manera indicada anteriormente
para la introduccion de otras moléculas de acidos nucleicos. Un método preferido de administraciéon implica la
utilizacion de un constructo de ADN "codificante” del ribozima bajo el control de un promotor constitutivo fuerte, tal
como, por ejemplo, un promotor pol 1l o pol ll, de manera que las células transfectadas produzcan cantidades
suficientes del ribozima para destruir los mensajes enddgenos de factor de coagulacion Xl e inhiban la traduccion.
Debido a que los ribozimas, al contrario que las moléculas antisentido, son cataliticas, generalmente se requiere una
concentracion intracelular mas baja para una accion eficiente. La reparacion del ARN mediada por ribozimas es otra
opcion terapéutica que aplica tecnologias de ribozimas (Watanabe y Sullenger, Adv. Drug Deliv. Rev. 44:109-118,
2000) y también puede resultar (Gtil para el propdsito de la presente invencion. Con este fin, puede utilizarse intrones
de grupo | cataliticos en una reaccion de corte y empalme en trans para sustituir un segmento defectuoso de ARNm
diana con el fin de aliviar un fenotipo mutante.

Segln la presente invencién, el factor de coagulacion Xl es un mutante asociado a enfermedad del factor de
coagulacién Xl tal como se ha definido anteriormente. Tal como se ha indicado anteriormente, con el fin de
determinar si una mutacion esta asociada a enfermedad o no, el experto en la materia podra, por ejemplo, comparar
la frecuencia de un cambio de una secuencia especifica, por ejemplo en el gen del factor de coagulacion Xll, en
pacientes afectados por AEH de tipo Ill, con la frecuencia en individuos de control apropiadamente seleccionados y
concluir a partir de una desviacion estadisticamente significativa de la frecuencia en el grupo de pacientes que dicha
mutacién es una mutacion asociada a enfermedad.

Dicho modulador puede ser selectivo para un mutante asociado a enfermedad del factor de coagulacion Xll,
comprendiendo el método: (a) comparar el efecto del modulador sobre la actividad o expresion y/o secrecion del
factor de coagulacion XIl natural y del asociado a enfermedad, y (b) seleccionar un compuesto que (i) module la
actividad del factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad o la expresién y/o secreciéon del mismo y que (i) no
afecte a la actividad del factor de coagulacion XIl natural o la expresiéon y/o secrecion del mismo. Mediante la
utilizacion de este método el experto en la materia puede determinar si un compuesto modulador es un modulador
general del factor de coagulacion Xl o si es selectivo para el factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad.
También resulta posible y se encuentra contemplado que un modulador afecte preferentemente al factor de
coagulacién Xl asociado a enfermedad, y parcialimente, aunque en menor grado, también al factor de coagulacion
XII natural.
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Ademas se describen los mutantes o mutaciones asociados a enfermedad siguientes: (a) un mutante localizado en
el dominio de la fibronectina de tipo Il, dentro de la regién de las posiciones aminoacidas 1 a 76, y/o una mutacién
localizada en la secuencia de &cidos nucleicos codificante del dominio de la fibronectina de tipo Il, dentro de las
posiciones del ARNm 107 a 334, (b) un mutante localizado en el dominio 1 de tipo FCE, dentro de la region de las
posiciones aminoacidas 77 a 113, y/o una mutacion localizada en la secuencia de &acidos nucleicos codificante del
dominio 1 de tipo FCE, dentro de las posiciones de ARNm 335 a 445, (c) un mutante localizado en el dominio de la
fibronectina de tipo I, dentro de la region de las posiciones aminoacidas 114 a 157, y/o una mutacion localizada en la
secuencia de &cidos nucleicos codificante del dominio de la fibronectina de tipo I, dentro de las posiciones de ARNm
446 a 577, (d) un mutante localizado en el dominio 2 de tipo FCE, dentro de la region de las posiciones aminoacidas
158 a 192, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del dominio 2 de tipo FCE,
dentro de las posiciones de ARNm 578 a 682, (e) un mutante localizado en el dominio kringle, dentro de la region de
posiciones aminoacidas 193 a 276, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del
dominio kringle, dentro de las posiciones de ARNm 683 a 934, (f) un mutante localizado en la region rica en prolinas,
dentro de la region de las posiciones aminoacidas 277 a 331, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la region rica en prolinas, dentro de las posiciones de ARNm 935 a 1099, (g) un mutante
localizado en la region de sitios de division proteolitica, dentro de la region de las posiciones aminoacidas 332 a 353,
y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante de la region de sitios de division
proteolitica, dentro de las posiciones de ARNm 1.100 a 1.165, (h) un mutante localizado en el dominio de serina
proteasa, dentro de la region de posiciones aminoacidas 354 a 596, y/o una mutacion localizada en la secuencia de
acidos nucleicos codificante del dominio de serina proteasa, dentro de las posiciones de ARNm 1.166 a 1.894, (i) un
mutante localizado en el péptido de sefial, dentro de la regién de posiciones aminodcidas -19 a -1, y/o una mutacion
localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del péptido de sefial, dentro de las posiciones de ARNm
50 a 106, (j) una mutacion localizada en las regiones no traducidas (RNT) del ARNm del factor de coagulacion XlI,
dentro de las posiciones de ARNm 1 a 49 y/o 1.895 a 2.048, (k) una mutacion situada en un intron del gen del factor
de coagulacién XIlI, y/o (I) una mutacion localizada en una secuencia genémica reguladora flanqueante del gen del
factor de coagulacion Xll, dentro de la region que comprende 4.000 pb cadena arriba del sitio de inicio de
transcripcion del gen del factor de coagulacion Xl y/o dentro de la regidon que comprende 3.000 pb cadena abajo de
la secuencia de nucledtidos que representa la 3'-RNT del ARNm del factor de coagulacion XIl.

La numeracion anteriormente indicada de los residuos aminoéacidos del factor de coagulaciéon XII humano se refiere
a la numeracion tal como se proporciona en, por ejemplo, Cool y MacGillivray, 1987 (J. Biol. Chem. 262:13662-
13673). La numeracion de las posiciones de ARNm se refiere a GenBank n° de acceso NM_000505.2. Los intrones
del gen del factor de coagulacion Xl preferentemente son los intrones uno a trece tal como se proporcionan en, por
ejemplo, los datos Seattle (http:/pga.gs.washington.edu/data/f12/f12.ColorFasta.html) o en el UCSC Genome
Browser/julio de 2003 secuencia de referencia humana/cr5:176.810.093-176.817.530. También segun la secuencia
de referencia humana de julio de 2003 del UCSC Genome Browser, las secuencias reguladoras flanqueantes del
gen del factor de coagulacion Xll, tal como se proporcionan anteriormente, comprenden las posiciones nucleétidas
cr5:176.817.531 a 176.821.030 y las posiciones nucleétidas cr5:176.807.093 a 176.810.092.

Segln la presente invencion, dicho mutante es un mutante que afecta al residuo aminoacido 309 del factor de
coagulacién Xl humano. Lo anterior se refiere a la observacion, tal como se indica en detalle en los Ejemplos de la
presente invencion, de que en un nimero significativo de pacientes estudiados podia detectarse una mutacion en la
region codificante de la regioén rica en prolinas del gen del factor de coagulaciéon Xl humano. Esta mutacién es un
ejemplo de las mutaciones esperadas segun las ensefianzas de la presente invencion y que resultan Gtiles para el
diagnédstico del AEH IIl, asi como para la evaluacion diagnéstica de cualquier paciente que se presente con
angioedema o sintomas relacionados con angioedema. El experto en la materia ahora podra utilizar los
conocimientos dados a conocer en la presente memoria y adaptar los métodos convencionales o utilizar los métodos
de la presente invencién con el fin de, por ejemplo, diagnosticar un paciente que se sospecha que ha desarrollado o
que presenta una predisposicion a desarrollar un angioedema hereditario de tipo 11l 0 en un sujeto que se sospecha
que es un portador de angioedema hereditario de tipo Ill. Ademas, el experto en la materia podra buscar mutaciones
especificas adicionales dentro del gen del factor de coagulacion Xll, tal como se espera segun las ensefianzas de la
presente invencion.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las posiciones 309 y 310 se refieren a la numeracion de la proteina
madura de factor de coagulacién XIl, en la que el primer aminoacido en el extremo N-terminal de la proteina madura
de factor XlI es el residuo aminoécido nimero 1.

En una forma de realizacion mas preferida de la presente invencién, dicho residuo aminoéacido en la posicion 309 se
sustituye por un residuo aminoacido basico o cargado positivamente. La expresion "residuo aminoacido basico o
cargado positivamente” se refiere a arginina, lisina e histidina.

En otra forma de realizacion mas preferida de la presente invencion, dicho residuo aminoacido béasico o cargado
positivamente es una lisina o arginina.

En otra forma de realizacion preferida, el método de la presente invencion comprende el ensayo in vitro de una
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muestra de un donante de sangre para determinar si la sangre de dicho donante o componente de la misma pueden
utilizarse para la transfusion en un paciente que lo requiere, en el que un ensayo positivo indica una predisposiciéon
para angioedema hereditario de tipo Ill, excluyendo la transfusién de sangre o componentes de la misma de dicho
donante.

En la presente memoria también se describe la utilizacién de (a) un (poli)péptido codificado por el gen del factor de
coagulacién Xl o un fragmento del mismo, (b) un modulador del factor de coagulacion Xl identificado mediante
cualquier de los métodos segun las reivindicaciones 13 a 21, (c) una molécula de &cidos nucleicos capaz de
expresar el factor de coagulacion Xl o un fragmento del mismo, y/o (d) una molécula de acidos nucleicos capaz de
expresar un modulador de la actividad del factor de coagulacion Xl o la expresién y/o secrecion del mismo, para la
preparacion de una composicion farmacéutica destinada al tratamiento y/o prevencion del angioedema hereditario
de tipo lll. Dicho modulador del factor de coagulacion Xl puede ser cualquiera de los compuestos moduladores
identificados mediante los métodos de la presente invencién, o cualquiera de los compuestos moduladores dados a
conocer en la presente invencion. De esta manera, el modulador puede afectar a la expresion del gen del factor de
coagulacién Xl o puede modular la secrecion o la funcién del factor de coagulacion Xll. Preferentemente, el
compuesto modulador es un inhibidor de la actividad del factor de coagulacion XIl o de la expresion o secrecion del
mismo. La utilizacién de (a) y (c) puede encontrarse comprendida, por ejemplo, con el propdsito de una vacunacion,
basada en proteinas o basada en ADN, para estimular una respuesta inmunolégica contra el factor de coagulacién
XII (ver posteriormente).

Los componentes activos de una composicién farmacéutica tales como, por ejemplo, un compuesto molecular
pequefio o un anticuerpo, se formulan y se dosifican de una manera consistente con las buenas médicas practicas,
considerando la condicidn clinica del paciente individual, el sitio de administracién de la composicion farmacéutica, el
método de administracién, la programacion de la administracion y otros factores conocidos por el experto en la
materia. La "cantidad eficaz" de los componentes de la composicidon farmacéutica para los fines de la presente
memoria se determina de esta manera a partir de dichas consideraciones.

En términos generales, la cantidad farmacéuticamente eficaz total de, por ejemplo, un compuesto proteico
administrado por via parenteral en cada dosis se encontrara comprendida en el intervalo de entre aproximadamente
1 pg/kg/dia y 10 mg/kg/dia de peso corporal del paciente, aunque, tal como se ha indicado anteriormente, lo anterior
estara sometido al criterio terapéutico. La duracién del tratamiento necesario para observar cambios y el intervalo
posterior al tratamiento para que se produzcan respuestas aparentemente varia segin el efecto deseado. Las
composiciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral, rectal, parenteral, intracisternal, intravaginal,
intraperitoneal, topica (tal como mediante polvos, pomadas, gotas o parche transdérmico), bucal o en forma de un
espray oral o nasal. La expresion "portador farmacéuticamente aceptable” se refiere a un relleno, diluyente, material
de encapsulado o auxiliar de formulacion de cualquier tipo sélido, semisélido o liquido no téxico. El término
"parenteral” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a, por ejemplo, modos de administracion que
incluyen la inyeccion y la infusion intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, intraesternal, subcutanea e
intraarticular.

La composicion farmacéutica también se administra convenientemente mediante sistemas de liberacion sostenida.
Entre los ejemplos adecuados de composiciones de liberacion sostenida se incluyen las matrices de polimeros
semipermeables en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas o microcapsulas. Entre las matrices de
liberacién sostenida se incluyen los polilactidos (patente US n°3.773.919 y la patente EP 0 058 481), los
copolimeros de &cido L-glutdmico y gamma-etil-L-glutamato (Sidman U. et al., Biopolymers 22:547-556, 1983),
metacrilato de poli(2-hidroxietilo) (R. Langer et al., J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277, 1981, y R. Langer, Chem.
Tech. 12:98-105, 1982), acetato de etilén-vinilo (R. Langer et al., Id.) o acido poli-D-(-)-3-hidroxibutirico (patente
EP 0 133 988). Las composiciones de liberacion sostenida incluyen ademas, por ejemplo, componentes atrapados
en liposomas. Los liposomas que contienen los componentes activos de la composicion farmacéutica se preparan
mediante métodos conocidos per se: patente DE n°© 3.218.121; Epstein et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 82:3688-
3692, 1985; Hwang et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 77:4030-4034, 1980; patentes EP 0 052 322, EP 0 036 676,
EP 0088 046, EP 0 143 949, EP 0 142 641; solicitud de patente japonesa n° 83-118008, patentes US n°® 4.485.045 y
n°® 4.544.545, y la patente EP 0 102 324. Ordinariamente los liposomas son de tipo unilamelar pequefio (de
aproximadamente 200 a 800 Angstroms) en los que el contenido de lipidos es superior a aproximadamente 30 por
ciento molar de colesterol, ajustando la proporcién seleccionada para optimizar la terapia.

Los componentes que deben utilizarse para la administracion terapéutica deben ser estériles. La esterilidad se
consigue facilmente mediante filtracién a través de membranas de filtracion estéril (por ejemplo membranas de
0,2 micrometros). Las composiciones terapéuticas generalmente se introducen en un recipiente que presenta una
abertura de acceso estéril, por ejemplo una bolsa o vial de solucion intravenosa que presenta un tapon perforable
con una aguja de inyeccion hipodérmica.

Se encuentra adicionalmente contemplado en relacién a la utilizacion descrita, que dicho factor de coagulacion Xl o
dicho (poli)péptido sea un factor de coagulacién Xl mutante o (poli)péptido mutante o un fragmento del mismo. En
particular, el mutante puede ser un mutante asociado a enfermedad del factor de coagulacion Xll o un fragmento del
mismo, que puede utilizarse, por ejemplo, para la preparacion de una vacuna para estimular una respuesta
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inmunolégica. En este caso, un fragmento del factor de coagulacién XlI comprenderia por lo menos 5, 6, 7, 8 0 9
residuos aminoacidos consecutivos del factor de coagulacién Xll para proporcionar un inmundgeno eficaz. Con este
fin el fragmento puede ser un fragmento que comprende la posicion mutante del (poli)péptido factor de coagulacion
XIl asociado a enfermedad. La utilizacion de constructos de péptidos quiméricos modificados y otros métodos para
crear una inmunogenicidad suficiente son conocidos de la técnica (ver, por ejemplo, Rittershaus et al., Arterioscler.
Thromb. Vasc. Biol. 20:2106-2112, 2000). Alternativamente, resulta concebible manipular el factor de coagulacion
Xl de manera que el mutante resultante pueda, por ejemplo, desplazar un (poli)péptido factor de coagulacion Xl
mutante asociado a enfermedad de uno de sus parejas de interacciéon. La administracion de dicho constructo
recombinante, es decir mutante de factor de coagulacion Xl en un huésped puede, por lo tanto, resultar Util en el
tratamiento, finalmente también en la prevencion, del AEH de tipo Ill. Con respecto a un modulador utilizado para la
preparacion de una composicion farmacéutica y/o una molécula de acidos nucleicos que expresa un modulador se
encuentra contemplado en la presente memoria que la especie (poli)péptido, gen o ARNm del factor de coagulacién
XIl diana, sea o contenga un mutante 0 mutacion asociada a enfermedad.

En relacion a la utilizacion descrita, se encuentra contemplado que el mutante sea o se base en: (a) un mutante
localizado en el dominio de la fibronectina de tipo I, dentro de la regién de las posiciones aminoacidas 1 a 76, y/o
una mutacion localizad en la secuencia de acidos nucleicos codificante del dominio de fibronectina de tipo Il, dentro
de las posiciones de ARNm 107 a 334, (b) un mutante localizado en el dominio 1 de tipo FCE, dentro de la region de
las posiciones aminoacidas 77 a 113, y/o una mutacién situada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del
dominio 1 de tipo FCE, dentro de las posiciones de ARNm 335 a 445, (c) un mutante localizado en el dominio de
fibronectina de tipo I, dentro de la region de posiciones aminoacidas 114 a 157, y/o una mutacién localizada en al
secuencia de &acidos nucleicos codificante del dominio de fibronectina de tipo I, dentro de las posiciones de ARNm
446 a 577, (d) un mutante localizado en el dominio 2 de tipo FCE, dentro de la regiéon de posiciones aminoacidas
158 a 192, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del dominio 2 de tipo FCE,
dentro de las posiciones de ARNm 578 a 682, (e) un mutante localizado en el dominio kringle, dentro de la region de
posiciones aminoacidas 193 a 276, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante del
dominio kringle, dentro de las posiciones de ARNm 683 a 934, (f) un mutante localizado en la region rica en prolinas,
dentro de la region de posiciones aminoacidas 277 a 331, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos
nucleicos codificante de la region rica en prolinas, dentro de las posiciones de ARNm 935 a 1.009, (g) un mutante
localizado en la region de sitios de division proteolitica, dentro de la region de posiciones aminoacidas 332 a 353, y/o
una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos codificante de la region de sitios de division proteolitica
dentro de las posiciones de ARNm 1.100 a 1.165, (h) un mutante localizado en el dominio de serina proteasa, dentro
de la region de posiciones aminoacidas 354 a 596, y/o una mutacion localizada en la secuencia de acidos nucleicos
codificante del dominio de serina proteasa, dentro de las posiciones de ARNm 1.166 a 1.894, (i) un mutante
localizado en el péptido de sefial dentro de la region de posiciones aminoacidas -19 a -1, y/o una mutacion
localizada en la secuencia de &cidos nucleicos codificante del péptido de sefial, dentro de la posiciones de ARNm 50
a 106, (j) una mutacion localizada en las regiones no traducidas (RNT) del ARNm del factor de coagulacién XlI,
dentro del ARNm en las posiciones 1 a 49 y/o 1.895 a 2.048, (k) una mutacion localizada en un intron del gen del
factor de coagulacion XIlI, y/o (I) una mutacion localizada en una secuencia gendmica reguladora flanqueante del gen
del factor de coagulacion XIlI, dentro de la region que comprende 4.000 pb cadena arriba del sitio de inicio de
transcripcion del gen del factor de coagulacion Xl y/o dentro de la regidon que comprende 3.000 pb cadena abajo de
la secuencia de nuclettidos que representa la RNT-3' del ARNm del factor de coagulacién Xll. La numeracion de las
secuencias, etc. es la indicada de manera general anteriormente (ver anteriormente).

En relacion a la utilizacion descrita, dicho mutante localizado en la region rica en prolinas puede ser un mutante que
afecta al residuo aminoacido 309 o 310 del factor de coagulacion XII humano.

En relacion a la utilizaciéon descrita, dicho residuo aminoacido en la posicion 309 puede sustituirse por un residuo
aminoacido bésico o cargado positivamente. La expresion "residuo aminoacido basico o cargado positivamente” se
refiere a arginina, lisina e histidina.

En relacion a la utilizacion descrita, dicho residuo aminoacido béasico o cargado positivamente puede ser una lisina o
una arginina.

En relacion a la utilizacion descrita, se encuentra contemplado que el modulador sea un inhibidor del factor de
coagulacién Xll, de la actividad, expresién y/o secrecion del mismo, que comprende: (a) un aptamero o un
anticuerpo inhibidor o fragmento o derivado del mismo, de union especifica y/o especificamente inhibidor de la
actividad de (i) factor de coagulacién Xll asociado a enfermedad o (ii) factor de coagulacion Xll natural y asociado a
enfermedad, (b) un inhibidor de molécula pequefia de (i) el factor de coagulacién Xll asociado a enfermedad y/o la
actividad del factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad, o (ii) el factor de coagulacion XlI natural y asociado a
enfermedad y la actividad del factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad, (c) un inhibidor de serina proteasa
de (i) el factor de coagulaciéon Xll asociado a enfermedad o de (ii) factor de coagulacion XIl natural y asociado a
enfermedad seleccionado de un primer grupo que consiste de inhibidores proteicos naturales y modificados o
manipulados de serina proteasas, incluyendo el inhibidor de la esterasa C1, antitrombina Ill, a2-antiplasmina, al-
antitripsina, serpina ovoalbumina y a2-macroglobulina, o seleccionado de un segundo grupo que consiste de
inhibidores de tipo Kunitz, incluyendo el inhibidor de tripsina pancreéatico bovino, o (d) un ARNip o ARNhp, un
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ribozima o una molécula antisentido de acidos nucleicos que se hibrida especificamente con una molécula de acidos
nucleicos codificante del factor de coagulacion Xl o que regula la expresion del factor de coagulacion XllI, que afecta
a: (i) el factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad o (ii) el factor de coagulacion XIl natural y asociado a
enfermedad. En general, puede ser un tipo preferible de tratamiento utilizar como diana especificamente el factor de
coagulacién Xl mutante asociado a enfermedad, la activacion, expresion y/o secrecion del mismo. Sin embargo,
también puede resultar posible utilizar un inhibidor con diana en el factor de coagulacion Xl natural asi como
mutante asociado a enfermedad, la actividad, expresion o secrecion del mismo; dicha opcién aparentemente resulta
particularmente razonable en el caso de que el tratamiento no sea un tratamiento a largo plazo o a plazo ultralargo.

En la presente memoria se describe ademéas un método de terapia génica en un mamifero, caracterizado por la
administracion de una cantidad eficaz de una molécula de acidos nucleicos capaz de expresarse en el mamifero: (a)
ARNip o ARNhp, un ribozima o una molécula antisentido de acidos nucleicos que se hibrida especificamente con
una molécula de acidos nucleicos codificante de factor de coagulacion XIl o que regula la expresion del mismo, (b)
un aptamero o un anticuerpo inhibidor o fragmento o derivado del mismo, de unién especifica al (poli)péptido factor
de coagulacion Xll, (c) factor de coagulacion Xl o un fragmento del mismo, o (d) un inhibidor de serina proteasa
seleccionado de entre el grupo (i) que consiste de inhibidores proteicos naturales y modificados o manipulados de
serina proteasas, incluyendo el inhibidor de esterasa C1, antitrombina Ill, a2-antiplasmina, al-antitripsina, serpina
ovoalbumina y a2-macroglobulina, o seleccionado del grupo (ii) de inhibidores de tipo Kunitz, incluyendo el inhibidor
de tripsina pancreatico bovino.

El método de la terapia génica se refiere a la introduccién de secuencias de acidos nucleicos, ADN, ARN y/o
secuencias de ADN o ARN antisentido, en un mamifero. Este método requiere un constructo de acidos nucleicos
capaz de expresar en el mamifero: (a) ARNip o ARNhp, un ribozima o una molécula antisentido de acidos nucleicos
que se hibrida especificamente con una molécula de &cidos nucleicos codificante o reguladora de la expresion del
factor de coagulacion Xll, (b) un aptamero o un anticuerpo inhibidor o fragmento o derivado del mismo, de union
especifica al (poli)péptido factor de coagulacion XIl, (c) factor de coagulacién Xll o un fragmento del mismo, o (d) un
inhibidor proteico de serina proteasa, por ejemplo inhibidor de la esterasa C1, antitrombina Ill, a2-antiplasmina,
a2-macroglobulina, al-antitripsina, una serpina ovoalbimina o un inhibidor de tipo Kunitz, modificado o manipulado
de manera que inhiba especificamente el factor de coagulacion XllI, preferentemente el factor de coagulacién Xli
mutante asociado a enfermedad, y cualesquiera otros elementos genéticos necesarios para la expresion de la
molécula deseada de (poli)péptido o &cido nucleico en el tejido diana. Dicha terapia génica y técnicas de
administracion son conocidas de la técnica; ver, por ejemplo, el documento n°® W090/11092, o: M.I. Phillips (ed.):
Gene Therapy Methods. Methods in Enzymology, vol. 346, Academic Press, San Diego, 2002. De esta manera, por
ejemplo, las células de un paciente pueden manipularse ex vivo con un constructo de &cidos nucleicos que
comprende un promotor ligado operablemente con la molécula de &cidos nucleicos correspondiente a la molécula
que debe introducirse, proporcionando seguidamente las células manipuladas al paciente que debe tratarse. Dichos
métodos son bien conocidos de la técnica. Por ejemplo, ver Belldegrun A. et al., J. Natl. Cancer Inst. 85:207-216,
1993; Ferrantini M. et al., Cancer Research 53:1107-1112, 1993; Ferrantini M. et al., J. Immunology 153:4604-4615,
1994; Kaido T. et al.,, Int. J. Cancer 60:221-229, 1995; Ogura H. et al., Cancer Research 50:5102-5106, 1990;
Santodonato L. et al., Human Gene Therapy 7:1-10, 1996; Santodonato L. et al., Gene Therapy 4:1246-1255, 1997,
y Zhang J.-F. et al., Cancer Gene Therapy 3:31-38, 1996. Las células que se manipulan pueden ser, por ejemplo,
células sanguineas o hepéticas. El constructo de acidos nucleicos utilizado en la terapia génica puede administrarse
mediante cualquier método que administre material inyectable en las células de un animal, tal como, la inyeccién en
el espacio intersticial de los tejidos (corazon, muasculo, piel, pulmones, higado y similares). La molécula de acidos
nucleicos utilizada en la terapia génica puede administrarse en un portador liquido o acuoso farmacéuticamente
aceptable.

Las moléculas de &cidos nucleicos pueden administrarse en forma de una molécula desnuda de acidos nucleicos. El
término "desnuda" aplicado a una molécula de &cidos nucleicos, ADN o ARN, se refiere a secuencias que se
encuentran libres de cualquier vehiculo de administracién que actie ayudando, estimulando o facilitando la entrada
en la célula, incluyendo secuencias viricas, particulas viricas, formulaciones de liposomas, lipofectina o agentes de
precipitacién y similares. Sin embargo, las moléculas de acidos nucleicos utilizadas en la terapia génica también
pueden administrarse en formulaciones de liposomas y formulaciones de lipofectina y similares que pueden
prepararse mediante métodos bien conocidos por el experto en la materia. Dichos métodos se describen en, por
ejemplo, las patentes US n° 5.593.972, n°® 5.589.466 y n° 5.580.859.

Los constructos de vector utilizados en el método de terapia génica preferentemente son constructos que no se
integran en el genoma del huésped ni contienen secuencias que permitan la replicacién. Entre los vectores
apropiados se incluyen pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXT1ly pSG, disponibles de Stratagene; pSVK3, pBPV, pMSG
y pSVL, disponibles de Pharmacia, y pEF1/V5, pcDNA3.1 y pRc/CMV2, disponibles de Invitrogen. Otros vectores
adecuados resultaran facilmente evidentes para el experto en la materia. Puede utilizarse cualquier promotor fuerte
conocido por el experto en la materia para regular la expresion a partir de la molécula de acidos nucleicos utilizada
en terapia génica. Entre los promotores adecuados se incluyen promotores adenoviricos, tales como el promotor
tardio mayor adenovirico, o promotores heterélogos, tales como el promotor de citomegalovirus (CMV), el promotor
del virus sincitial respiratorio (VSR), promotores inducibles tales como el promotor MMT, el promotor metalotioneina,
promotores de choque térmico, el promotor albumina, el promotor ApoAl, los promotores de globina humana, los
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promotores de timidina quinasa virica, tales como el promotor de timidina quinasa del virus herpes simple, las RTL
retroviricas, el promotor b-actina y los promotores de la hormona del crecimiento humana. El promotor también
puede ser el promotor nativo del factor de coagulacion Xl o de cualquiera de los polipéptidos expresados en terapia
génica. Al contrario que otras técnicas de terapia génica, una ventaja principal de la introduccioén de secuencias de
4cidos nucleicos desnudos en las células diana es la naturaleza transitoria de la sintesis de la molécula e 4cidos
nucleicos en las células. Algunos estudios han demostrado que pueden introducirse secuencias de ADN no
replicantes en las células para proporcionar la produccion del polipéptido deseado durante periodos de hasta seis
meses.

Las moléculas de acidos nucleicos utilizadas en terapia génica pueden administrarse en el espacio intersticial de los
tejidos en un animal, incluyendo de musculo, piel, cerebro, pulmén, higado, bazo, médula ésea, timo, corazdn, linfa,
sangre, hueso, cartilago, pancreas, rifidén, vesicula biliar, estbmago, intestino, testiculo, ovario, Utero, recto, sistema
nervioso, 0jo, glandula y tejido conectivo. El espacio intersticial de los tejidos comprende el liquido intercelular, la
matriz mucopolisacéarida entre las fibras reticulares de los tejidos organicos, fibras elasticas en las paredes de vasos
0 camaras, fibras de colageno de tejidos fibrosos o dicha misma matriz dentro del tejido conectivo que envaina las
células musculares o en las lagunas de los huesos. Pueden administrarse convenientemente mediante inyeccion en
los tejidos que comprenden dichas células. Se administran y expresan preferentemente en células que no se dividen
persistentes, las cuales se encuentran diferenciadas, aunque la administracion y la expresién puede conseguirse en
células no diferenciadas o menos completamente diferenciadas, tales como, por ejemplo, células madre de
fibroblastos sanguineos o de la piel. Las células musculares in vivo son particularmente competentes en su
capacidad de incorporar y expresar polinucleétidos.

Para la inyeccién de secuencias de acidos nucleicos desnudos, una cantidad de administracion eficaz de ADN o
ARN se encontrara comprendida en el intervalo de entre aproximadamente 0,0005 mg/kg de peso corporal y
aproximadamente 50 mg/kg de peso corporal. Preferentemente la dosis es de entre aproximadamente 0,005 mg/kg y
aproximadamente 20 mg/kg y mas preferentemente de entre aproximadamente 0,05 mg/kg y aproximadamente
5 mg/kg. Evidentemente, tal como apreciara el experto ordinario en la materia. dicha dosis variara segun el tejido
sitio de inyeccién. La dosis apropiada y eficaz de moléculas de acidos nucleicos puede ser facilmente determinada
por el experto ordinario en la materia y puede depender de la condicion bajo tratamiento y de la via de
administracion. La via preferente de administracién es la via parenteral de inyeccion en el espacio intersticial de los
tejidos. Sin embargo, también pueden utilizarse otras vias parenterales, tales como la inhalacion de una formulacion
de aerosol, en particular para la administracion en pulmones o tejidos bronquiales, garganta o membranas mucosas
de la nariz.

Las moléculas de &cidos nucleicos desnudos se administran mediante cualquier método conocido de la técnica,
incluyendo, aunque sin limitaciéon, la inyeccién con aguja directa en el sitio de administracion, la inyeccion
intravenosa, la administracion tépica, la infusién con catéter y las denominadas "pistolas génicas". Estos métodos de
administracion son conocidos de la técnica. Los constructos también pueden administrarse con vehiculos de
administracion tales como secuencias viricas, particulas viricas, formulaciones de liposomas, lipofectina, agentes de
precipitacion, etc.

Entre las preparaciones de liposomas para la utilizacion en la presente invencion se incluyen preparaciones
catidnicas (cargadas positivamente), anidnicas (cargadas negativamente) y neutras. Sin embargo, los liposomas
catidnicos resultan particularmente preferentes debido a que puede formarse un complejo de carga fuerte entre el
liposoma catidnico y el acido nucleico polianidnico. Se ha demostrado que los liposomas catidnicos actan como
mediadores en la administracién intracelular del ADN plasmidico (Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-
7416, 1987), ARNm (Malone et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:6077-6081, 1989) y factores de transcripcion
purificados (Debs et al., J. Biol. Chem. 265:10189-10192, 1990) en forma funcional. Los liposomas cationicos se
encuentran facilmente disponibles. Por ejemplo, los liposomas de N[1,2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trietilamonio
(DOTMA) resultan particularmente Utiles y se encuentran disponibles bajo la marca comercial Lipofectin, de GIBCO
BRL, Gran Island, N.Y. (ver también Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7416, 1987). Entre otros
liposomas disponibles comercialmente se incluyen Transfectace (DDAB/DOPE) y DOTAP/DOPE (Boehringer).
Pueden prepararse otros liposomas cationicos a partir de materiales facilmente disponibles utilizando técnicas bien
conocidas. Ver, por ejemplo, la publicacion de patente PCT n® WO 90/11092 para una descripcién de la sintesis de
liposomas de DOTAP (1,2-bis(oleoiloxi)-3-(trimetilamonio)propano). La preparacion de los liposomas de DOTMA se
explica en la literatura; ver, por ejemplo, Felgner et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:7413-7417. Pueden utilizarse
métodos similares para preparar liposomas a partir de otros materiales lipidicos catidnicos. De manera similar, se
encuentran facilmente disponibles liposomas anidnicos y neutros, tal como de Avanti Polar Lipids (Birmingham, Ala.)
0 pueden prepararse faciimente utilizando materiales faciimente disponibles. Entre dichos materiales se incluyen
fosfatidilcolina, colesterol, fosfatidiletanolamina, dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG),
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), entre otros. Estos materiales también pueden mezclarse con las materias
primas DOTMA y DOTAP en proporciones adecuadas. Los métodos para preparar liposomas utilizando dichos
materiales son bien conocidos de la técnica. Por ejemplo, puede utilizarse dioleoilfosfatidilcolina (DOPC),
dioleoilfosfatidilglicerol (DOPG) y dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE) disponibles comerciaimente en diversas
combinaciones para preparar liposomas convencionales, con o sin la adicion de colesterol. De esta manera, por
ejemplo, pueden prepararse vesiculas de DOPG/DOPC mediante el secado de 50 mg de cada uno de DOPG y
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DOPC bajo un flujo de gas nitrégeno en un vial de sonicacion. La muestra se deja bajo una bomba de vacio durante
la noche y se hidrata al dia siguiente con agua desionizada. A continuacion, la muestra se sonica durante 2 horas en
un vial tapado, utilizando un sonicador Heat Systems modelo 350. Alternativamente, pueden prepararse vesiculas
cargadas negativamente sin sonicacion para producir vesiculas multilamelares o mediante extrusion a través de
membranas Nucleopore para producir vesiculas unilamelares de tamafio discreto. Se conocen otros métodos y se
encuentran disponibles para el experto en la materia.

Generalmente, la proporcion entre acidos nucleicos y liposomas es de entre aproximadamente 10:1 y
aproximadamente 1:10. Preferentemente, la proporcion es de entre aproximadamente 5:1 y aproximadamente 1:5.
Mas preferentemente, la proporcion es de entre aproximadamente 3:1 y aproximadamente 1:3. Todavia mas
preferentemente, la proporcion es de aproximadamente 1:1.

Las células pueden manipularse, ex vivo o in vivo, utilizando una particula retrovirica que contiene ARN que
comprende una secuencia codificante de cualesquiera de las moléculas de acidos nucleicos o (poli)péptidos
utilizados en el método de terapia génica. Entre los retrovirus a partir de los que pueden derivarse vectores plasmido
retrovirico se incluyen, aunque sin limitacion, el virus de la leucemia murina de Moloney, el virus de la necrosis del
bazo, el virus del sarcoma de Rous, el virus del sarcoma de Harvey, el virus de la leucosis aviar, el virus de la
leucemia del mono gibdn, el virus de la inmunodeficiencia humana, el virus del sarcoma mieloproliferativo y el virus
de tumor mamario. El vector plasmido retrovirico se utiliza para transducir lineas celulares en empaquetamiento para
formar lineas celulares productoras. Entre los ejemplos de células en empaquetamiento que pueden transfectarse se
incluyen, aunque sin limitacion, las lineas celulares PE501, PA317, R-2, R-AM, PA12, T19-14X, VT-19-17-H2,
RCRE, RCRIP, GP+E-86, GP+envAm12 y DAN, tal como se indica en Miller, Human Gene Therapy 1:5-14, 1990. El
vector puede transducir células en empaquetamiento mediante cualesquiera medios conocidos de la técnica. Entre
dichos medios se incluyen, aunque sin limitacion, la electroporacion, la utilizacion de liposomas y la precipitacion con
CaPO,. En una alternativa, el vector plasmido retrovirico puede encapsularse en un liposoma, o acoplarse con un
lipido, y después administrarse en un huésped. La linea celular productora genera particulas de vector retrovirico
infecciosas que incluyen la molécula de acidos nucleicos codificante del (poli)péptido o el &cido nucleico
terapéuticamente activo, tal como ARNip, destinado a la utilizacion para la terapia génica. A continuacion, estas
particulas de vector retrovirico pueden utilizarse para transducir células eucariéticas, in vitro o in vivo.

Las células pueden manipularse, ex vivo o in vivo, con una molécula de acidos nucleicos que debe utilizarse en
terapia génica, contenida en un vector adenovirus. El adenovirus puede manipularse de manera que exprese un
constructo de interés y simultaneamente se inactiva en términos de su capacidad de replicarse en un ciclo vital virico
litico normal. La expresion en el adenovirus se consigue sin integracion del ADN virico en un cromosoma de la célula
huésped, disipando las preocupaciones sobre la mutagénesis por insercién. Ademas, se han utilizado adenovirus
como vacunas entéricas vivas durante muchos afios con un excelente perfil de seguridad (Schwartz A.R. et al., Am.
Rev. Respir. Dis. 109:233-238, 1974). Finalmente, se ha demostrado la transferencia génica mediada por adenovirus
en varios casos, incluyendo la transferencia de la alfa-1-antitripsina y CFTR en los pulmones de ratas algodoneras
(Rosenfeld M.A. et al., Science 252:431-434, 1991; Rosenfeld et al., Cell 68:143-155, 1992). Ademas, varios amplios
estudios que intentaban establecer que un adenovirus era el agente causativo en el cancer humano han sido
uniformemente negativos (Green M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:6606, 1979). Los vectores adenoviricos
adecuados que resultan utiles en la presente invencién se describen en, por ejemplo, Kozarsky y Wilson, Curr. Opin.
Genet. Devel. 3:499-503, 1993; Rosenfeld et al., Cell 68:143-155, 1992; Engelhardt et al., Human Genet. Ther.
4:759-769, 1993; Yang et al., Nature Genet. 7:362-369, 1994; Wilson et al., Nature 365:691-692, 1993, y la patente
US n° 5.652.224. Por ejemplo, el vector adenovirus Ad2 resulta util y puede cultivarse en células 293 humanas.
Estas células contienen la regién E1 de adenovirus y expresan constitutivamente Ela y E1b, que complementan los
adenovirus defectuosos al proporcionar los productos de los genes delecionados del vector. Ademéas de Ad2,
también resultan util otras variedades de adenovirus (por ejemplo Ad3, Ad5 y Ad7). Los adenovirus utilizados
pueden ser deficientes en replicacion. Los adenovirus deficientes en replicacion requieren la ayuda de un virus
ayudante y/o una linea celular en empaquetamiento para formar particulas infecciosas. El virus resultante es capaz
de infectar células y puede expresar un gen de interés que se encuentra operablemente ligado a un promotor pero
que no puede replicarse en la mayoria de células. Los adenovirus deficientes en replicacion pueden delecionarse en
uno o mas de la totalidad o una parte de los genes siguientes: Ela, E1lb, E3, E4, E2ao0 L1 a L5.

Asimismo se describe un animal transgénico no humano que comprende como transgén: (a) un gen codificante de
un factor de coagulacion Xll asociado a enfermedad humano, (b) (i) un gen codificante de factor de coagulacion Xl
asociado a enfermedad humano, e (ii) un gen codificante de factor de coagulaciéon Xl natural humano, (c) una
molécula de &cidos nucleicos que causa una expresion alterada del factor de coagulacién Xl humano y un gen
codificante del factor de coagulacion Xll natural humano, y/o (d) un gen de factor de coagulacién Xl especifico de
especie que se encuentra especificamente alterado para que contenga una mutacion asociada a enfermedad
humana.

Dicho animal transgénico descrito de (a) a (d) resultard muy importante, por ejemplo, para el estudio de las
consecuencias fisiopatologicas de determinadas alteraciones del factor de coagulacion XllI, y para el cribado de
nuevos medicamentos eficaces en el tratamiento y/o la prevencion del angioedema hereditario de tipo III.
Preferentemente, dicho animal es un animal mamifero, incluyendo, aunque sin limitacion, la rata, el raton, el gato, el
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hamster, el perro, el conejo, el cerdo o el mono, aunque también puede ser, por ejemplo, C. elegans o un pez, tal
como el pez torpedo.

El animal transgénico no humano descrito de (b) resultar4 valioso para, por ejemplo, estudiar una situacion
heterocigotica, incluyendo posibles efectos negativos dominantes de una mutacion asociada a enfermedad. Ademas,
podria permitir la investigacion de potenciales efectos diferenciales de un medicamento, incluyendo cualquiera de los
moduladores comentados anteriormente, sobre el factor de coagulacion Xll natural y asociado a enfermedad. El
animal transgénico no humano descrito de (c) podria permitir, por ejemplo, el estudio de las consecuencias y el
potencial tratamiento de un acido nucleico mutado que conduce a una expresion alterada del factor de coagulacién
XIl humano. Tal como se contempla en la presente memoria, dicha mutacion podria estar relacionada, por ejemplo,
con una molécula de acidos nucleicos que en el genoma humano no esta fisicamente relacionada con el gen del
factor de coagulacién XlI. También se encuentra contemplado que, por ejemplo en el caso de una mutacién en una
posicién altamente conservada o dentro de un motivo funcionalmente conservado, pueda imitarse la enfermedad o
predisposicién a enfermedad humana en el animal mediante la alteracién del gen de factor de coagulacion Xli
especifico de especie del animal para que contenga una mutacion asociada a enfermedad humana.

Un método para la produccion de un animal no humano transgénico, por ejemplo un ratén transgénico, comprende la
introduccion del polinucledtido deseado, por ejemplo un acido nucleico codificante de factor de coagulacion Xil
natural o mutante asociado a enfermedad humano, o la administracion dirigida del vector en una célula germinal,
una célula embrionaria, una célula madre o un huevo o célula derivada del mismo. La produccién de embriones
transgénicos y el cribado de los mismos puede llevarse a cabo, por ejemplo, tal como se indica en A.L. Joyner Ed.,
Gene Targeting, A Practical Approach, Oxford University Press, 1993. El ADN de las membranas embrionarias de
los embriones pueden analizarse utilizando, por ejemplo, transferencias southern con una sonda apropiada. Se
describe en la técnica un método general para generar animales no humanos transgénicos, ver, por ejemplo, el
documento n® WO 94/24274. Para generar organismos no humanos transgénicos (que incluyen animales no
humanos dianas homélogas), resultan preferentes las células madre embrionarias (células ME). Las células ME
murinas, tales como la linea AB-1 cultivadas sobre capas de células nodriza SNL76/7 mit6ticamente inactivas
(McMahon y Bradley, Cell 62:1073-1085, 1990), esencialmente tal como se indica en: Teratocarcinomas and
Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J. Robertson, ed. (Oxford: IRL Press), 1987, paginas 71 a 112,
pueden utilizarse para la modificacion génica homologa dirigida. Entre otras lineas ME adecuadas se incluyen,
aungue sin limitacion, la linea E14 (Hooper et al., Nature 326:292-295, 1987), la linea D3 (Doetschman et al., J.
Embryol. Exp. Morph. 87:27-45, 1985), la linea CCE (Robertson et al., Nature 323:445-448, 1986), la linea AK-7
(Zhuang et al., Cell 77:875-884, 1994). El éxito de la generacion de una linea de raton a partir de células ME que
portan una mutacién diana especifica depende de la pluripotencialidad de las células ME (es decir, de su capacidad,
tras la inyeccion de las mismas en un embrién huésped en desarrollo, tal como un blastocito o mérula, de participar
en la embriogénesis y contribuir a las células germinales del animal resultante). Los blastocitos que contienen las
células ME inyectadas se deja que se desarrollen en los Gteros de hembras no humanas pseudogestantes y nacen
como animales quiméricos. Los animales transgénicos resultantes son quiméricos para células que presentan la
recombinasa o los loci informadores y se retrocruzan y criban para la presencia del transgén o transgenes
correctamente dirigidos, mediante PCR o analisis de transferencia southern en ADN de biopsia de la cola de la
progenie, de manera que se identifican los animales transgénicos heterocig6ticos para la recombinasa o el locus/loci
informadores.

Los métodos para producir moscas transgénicas, tales como Drosophila melanogaster, también se encuentran
descritos en la técnica; ver, por ejemplo, el documento n® US-A-4.670.388, Brand y Perrimon, Development 118:401-
415, 1993, y Phelps y Brand, Methods (abril de 1998) 14:367-379. Pueden generarse gusanos transgénicos, tales
como C. elegans, tal como se indica en Mello et al., Efficient gene transfer in C. elegans: extrachromosomal
maintenance and integration of transforming sequences, Embo J. 10:3959-70, 1991; Plasterk, Reverse genetics:
from gene sequence to mutant worm, Methods Cell Biol. 48:59-80, 1995.

El animal transgénico no humano descrito puede expresar adicionalmente ARNip o ARNhp, un ribozima o una
molécula antisentido de &cidos nucleicos que se hibrida especificamente con el transgén o transgenes o con el gen
especifico de especie alterado contenido en el animal transgénico. Preferentemente, dicho transgén o transgenes
son de origen humano. Dicho enfoque puede resultar util, por ejemplo, para estudiar opciones para el tratamiento y/o
la prevencién, por ejemplo mediante la utilizacion de interferencia de ARN.

También puede resultar deseable inactivar la expresion o funcién de la proteina factor de coagulacion Xl en una
determinada etapa de desarrollo y/o de vida del animal transgénico. Lo anterior puede conseguirse mediante la
utilizacion, por ejemplo, de promotores especificos de tejido, del desarrollo y/o regulados celularmente y/o inducibles
que regulan la expresion de, por ejemplo, una molécula antisentido o ribozima dirigida contra un ARNm codificante
de un (poli)péptido factor de coagulacion Xll. Un sistema inducible adecuado es, por ejemplo, la expresion génica
regulada por tetraciclina, tal como se indica en, por ejemplo, Gossen y Bujard (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89:5547-
5551, 1992) y Gossen et al. (Trends Biotech. 12:58-62, 1994). De manera similar, la expresion de una proteina factor
de coagulacion XII mutante puede controlarse mediante dichos elementos reguladores.

Los genes especificos de especie nativa de animal transgénico no humano codificantes del factor de coagulacién Xli
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pueden inactivarse. El término "inactivacion" se refiere a la inactivacion reversible o irreversible. Los métodos
apropiados para obtener dicha inactivacién son bien conocidos de la técnica. Dicho enfoque puede resultar Util para
eliminar cualesquiera efectos de los genes especificos de especie de factor de coagulacion Xl del animal al
estudiar, por ejemplo, los efectos fisiopatologicos y/o el posible reconocimiento terapéutico del transgén o
transgenes humanos.

También se describe la utilizacion de cualquiera de los animales transgénicos de la presente invencion, para el
cribado de compuestos para la utilizacion en el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento del angioedema
hereditario de tipo III.

La presente invencion se refiere ademas a una molécula de &cidos nucleicos que comprende la secuencia de
nucleétidos del factor de coagulacién Xl humano o un fragmento del mismo, que presenta una mutacién en una
posicién correspondiente a la posicion 6.927 del n° de acceso de GenBank AF 538691, en el que la C natural se
sustituye por una A o por una G. Esta secuencia puede presentar, por ejemplo, 5'y 3' respecto a la secuencia de
nucleétidos del factor de coagulacién Xl humano, secuencias foraneas. Ademas, por ejemplo regiones intronicas
pueden, por ejemplo, mutarse o sustituirse por una secuencia de acidos nucleicos foranea.

Dicha molécula presenta una longitud de por lo menos 30, 50, 100, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 y 6.000.
Preferentemente, la longitud méaxima de dicha molécula de &cidos nucleicos es de hasta 30, 50, 100, 1.000, 2.000,
3.000, 4.000, 5.000, 6.000 o hasta 20.000 nucledtidos o bases. Ademas, la molécula de acidos nucleicos puede ser
una molécula de acidos nucleicos de cadena sencilla o de doble cadena.

El término "fragmento tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una parte del gen del factor de
coagulacién XIl humano. Dicho fragmento comprendido en la molécula de &cidos nucleicos de la presente invencién
puede presentar una longitud de por lo menos 30, 50, 100, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000 o 6.000.
Preferentemente, la longitud méaxima de dicho fragmento es de hasta 30, 50, 100, 1.000, 2.000, 3.000, 4.000, 5.000
0 6.000 nucledtidos o bases. Ademas, la molécula de acidos nucleicos puede ser una molécula de acidos nucleicos
de cadena sencilla o de doble cadena.

La expresion "molécula de acidos nucleicos" tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a ADN o ARN,
incluyendo ADNc, ARNhp, ARNm, ARN no procesado, procesado o parcialmente procesado y ADN gendmico.

Ademas, la presente invencién se refiere ademas a un oligonucleétido que contiene por lo menos 17 nucleétidos de
(a) la secuencia de nucleétidos mutante de la presente invencién, que comprende la posicién 6.927, en la que el
oligonucledtido contiene un nucleétido correspondiente a la posicion mutante 6.927, o (b) la secuencia
complementaria de (a). El término "oligonuclettido” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una
molécula de acidos nucleicos util, por ejemplo, como cebador para reacciones de PCR o como sonda para la
deteccidn especifica de la mutacion de la presente invencion. Dicho oligonucledtido puede presentar una longitud de
por lo menos 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 o 30 nucledtidos. Preferentemente, la longitud maxima
de dicho oligonucledtido es de hasta 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50 o 100 nucleétidos
de longitud. Sin embargo, también oligonuclettidos de mayor tamafio se encuentran comprendidos dentro de la
presente invencién. El oligonucleétido puede estar compuesto de bases de &cido ribonucleico o bases de acido
desoxirribonucleico. Estos pueden ser mixtos y/o modificados.

La presente invencion se refiere ademas a un (poli)péptido o un fragmento del mismo, codificado por la molécula de
acidos nucleicos de la presente invencion. Este (poli)péptido contiene un residuo aminoéacido béasico o cargado
positivamente en la posicion correspondiente a la posicion 309 de la secuencia de aminoacidos del factor de
coagulacién XIl humano. Preferentemente, dicho residuo aminoacido es una lisina, una arginina o una histidina.

Se describe ademas un anticuerpo o fragmento de anticuerpo especifico para el (poli)péptido de la presente
invencion. Este anticuerpo es un anticuerpo que se une especificamente a un epitopo que contiene la posicién
mutante 309. Sin embargo, también resulta concebible que la mutaciéon pueda inducir un cambio conformacional en
el (poli)péptido factor de coagulacion XIl, generando de esta manera nuevos epitopos fuera de dicha region que
puedan permitir la unién especifica al (poli)péptido mutante pero no al (poli)péptido factor de coagulacion natural.
Preferentemente, dicho anticuerpo es capaz de discriminar entre el factor de coagulacion XIl natural con respecto a
la posicion 309 y el mutante que presenta un residuo aminoacido basico o cargado positivamente en dicha posicion.
El anticuerpo puede ser cualquier anticuerpo tal como se define en la presente memoria, incluyendo un anticuerpo
policlonal o monoclonal. El término anticuerpo incluye ademas fragmentos de anticuerpo tal como se indica en la
presente memoria.

El anticuerpo puede ser un anticuerpo monoclonal o policlonal.
Se describe ademas un hibridoma productor del anticuerpo monoclonal de la presente invencion.

Finalmente, la presente invencion se refiere ademas a la utilizacién de un kit para el diagnéstico del angioedema
hereditario de tipo 11l o de una susceptibilidad o predisposicion al mismo, comprendiendo dicho kit: (a) por lo menos
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una molécula de acidos nucleicos capaz de hibridarse bajo condiciones restrictivas a una molécula de acidos
nucleicos codificante del factor de coagulacion Xll, (b) un enzima de restriccion capaz de discriminar entre el acido
nucleico natural y mutante asociado a enfermedad codificante del factor de coagulacion Xll, y/o (c) una pareja de
cebadores complementarios de un &cido nucleico codificante de factor de coagulacion XIl asociado a enfermedad,
(d) la molécula de acidos nucleicos de la presente invencion, y/o (e) el polipéptido de la presente invencién, y/o el
oligonucledtido de la presente invencion, y opcionalmente instrucciones de utilizacion.

El mutante asociado a enfermedad afecta al residuo aminoacido 328 de la secuencia SEC ID n° 2.

En otra forma de realizacion preferida (a) de la utilizacion de la presente invencion de un kit es una pareja de
cebadores capaz de amplificar el exén 9 del gen del factor de coagulacion XII humano o una parte del mismo que
comprende la posicion mutante tal como se define en la presente invencién o una sonda o pareja de sondas y
opcionalmente instrucciones de utilizacion.

La molécula o moléculas de &cidos nucleicos de (a) pueden resultar adecuadas, por ejemplo, para la utilizacion
como sondas o cebadores. El kit puede proporcionar ademas medios para la deteccidon de una reaccién, por
ejemplo, medios de deteccion de marcaje de nucledtido, anticuerpos secundarios marcados o medios de deteccion
por tamafio. Los diversos compuestos del kit pueden envasarse en uno o mas recipientes, opcionalmente disueltos
en tampon adecuado para el aimacenamiento.

Leyendas de las figuras

Figura 1: secuencia de ARNm de referencia del factor de coagulacion XII humano tal como se proporciona en el
niamero de acceso de GenBank NM_000505, conjuntamente con la secuencia de aminoacidos en la posicion
mutante. Se encuentra subrayado el nucleétido afectado por las dos mutaciones de nueva identificacion.

Figura 2: secuencia genémica de referencia del gen del factor de coagulacion Xl tal como se proporciona en el
nuamero de acceso de GenBank AF538691. Se encuentran subrayadas las posiciones variables observadas en
los pacientes estudiados y conocidos de la literatura; se encuentra sefialada una variacion adicional de nueva
observacion en dos pacientes del presente estudio, en negrita/cursiva.

Figura 3: estructura del gen del factor de coagulacion Xl humano; la flecha indica la posiciones de las
mutaciones sin sentido en el exén 9.

Figura 4: diagrama del pedigri que ilustra la transmision de la enfermedad a través de un macho no afectado
clinicamente.

Los Ejemplos ilustran la invencion:

Ejemplo 1: disefio de cebador oligonucleétido para | a amplificacion y secuenciaciéon del gen del factor de
coagulacion XII

Se disefiaron parejas de cebadores oligonucleétidos para amplificar el gen completo del factor de coagulacion Xili
humano, incluyendo secuencias flanqueantes. La Tabla 1 presenta las secuencias correspondientes de dichos
cebadores.

Tabla 1: secuencias de cebador oligonucleétido (F=directo, R=inverso)

ID de cebador Secuencia del cebador
F12-Ex1-F 5'-aggaagttgctccacttggcttt-3'
F12-Ex1-R 5'-tgcagagatttcticccaagacc-3'
F12-Ex2-F 5'-ctatgtggaaaggtgaggccag-3'
F12-Ex2-R 5'-ctcaaggatcacacagctcacg-3'
F12-Ex3-4-F 5'-tgagggtctgtccttttcctga-3'
F12-Ex3-4-R 5'-ggtgtgtggggtctggtgatac-3'
F12-Ex5-6-F 5'-gtaggttcaagaagggccttgg-3'
F12-Ex5-6-R 5'-gagctctccttcccggeac-3'
F12-Ex7-F 5'-gagcagatggttgggaacg-3'
F12-Ex7-R 5'-tgaggagaaagggggctc-3'
F12-Ex8-F 5'-ggtctggggcaagcagaag-3'
F12-Ex8-R 5'-tgtagccacacgacgggg-3'
F12-Ex9-F 5-GAACGTGACTGCCGAGCAAG-3'
F12-Ex9-R 5'-aggagcaggggctgaggac-3'
F12-Ex10-F 5'-gaaggaggagccgagaggg-3'
F12-Ex10-R 5'-ggtaggggagaggcagcg-3'
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ID de cebador

Secuencia del cebador

F12-Ex11-12-F

5'-aggaaagctggaacacgggatt-3'

F12-Ex11-12-R

5'-ataccaaagtcgcgggcttct-3'

F12-Ex13-F 5'-cccattcaaatcctggcttttc-3'
F12-Ex13-R 5'-AATCACCCTGGGTCGGAAAC-3'
F12-Ex14-F 5-GTGCCAGGTGAGCTCTTAGCC-3'
F12-Ex14-R 5'-ccttgttctctgagagctgtgga-3'

F12-Intr2-ptl1-F

5'-tgtatggtgcagtgtgtgcagt-3'

F12-Intr2-pt1-R

5'-ggcatgtaggtaatttagtgtctggaa-3'

F12-Intr2-pt2-F

5'-ccttttagatgaagggtacctgcec-3'

F12-Intr2-pt2-R

5'-gagaaacttttgggtgtggggt-3'

F12-Intr2-pt3-F

5'-ctgacttggtggggttgagtct-3'

F12-Intr2-pt3-R

5'-tgccactattttgttcaaggca-3'

F12-Intr2-pt4-F

5'-ccatttgcatcttaaaggtccatc-3'

F12-Intr2-pt4-R

5'-tcacactttgtgcttttgctgg-3'

F12-Intr2-pt5-F

5'-acacacgctttctccctaaggt-3'

F12-Intr2-pt5-R

5'-ggagtagactcctgactccacaa-3'

F12-Intr2-pt6-F

5'-agtattattaagtgcctactttgtgge-3'

F12-Intr2-pt6-R

5-CAGTGAGAActgcagggacaac-3'

F12-Intr4-F 5'-gaggggactgtgatagggcag-3'
F12-Intr4-R 5'-ACACAGGTCCCTCCTTTCTGG-3'
F12-Intrl12-F 5'-AGACCACGCTCTGCCAGGT-3'
F12-Intr12-R 5'-gtaaacccactcatgcccttce-3'
F12-P(-1)-F 5'-cgtcttcttctcatgtticcage-3'
F12-P(-1)-R 5'-actggccaaaggtcttggaaat-3'
F12-P(-2)-F 5'-cacagcatctttccatccttcc-3'
F12-P(-2)-R 5'-atcttggggccatcttagcatt-3'
F12-P(-3)-F 5'-gtgtcctcacaacacagtggct-3'
F12-P(-3)-R 5'-cacattgatgatcacctttgtcac-3'
F12-P(-4)-F 5'-tgtgcctagccataactgacca-3'
F12-P(-4)-R 5'-tggacttccaagcccaggt-3'
F12-P(-5)-F 5'-gtcacgtcaatgactttgaaacc-3'
F12-P(-5)-R 5'-cgacatttgagaactagtactgatgg-3'

F12-3'UTR-ptl-F

5'-TCAATAAAGTGCTTTGAAAATGCTGA-3'

F12-3'UTR-ptl-R

5'-tagagacggggtttcatcgtgt-3'

F12-3'UTR-pt2-F

5'-gaaatacttagcattggccggg-3'

F12-3'UTR-pt2-R

5'-aaccattcaacccccagattgt-3'

F12-Ex9-seqint1-R

5'-ccccecacttcctaacctece-3'

F12-P(-1)-S2-R

5'-tttgagacggagtctcgct-3'

F12-Ex9-ARMS-Mt1-F

5'-cgccgaagcctcagcccaa-3'

F12-Ex9-ARMS-Mt1-R

5'-gcgggtcatcgaagacagact-3'

F12-Ex9-RFLP-Mt2-F

5'-ccecggtgtceccctaggctte-3'

F12-Ex9-RFLP-Mt2-R

5'-ctgccggegcagaaactgt-3'

F12-Intr10-RFLP-Mt3-F

5'-aagcgcggaactggggact-3'

F12-Intr10-RFLP-Mt3-R

5'-gctgaacgtaaggcgacaggag-3'

Ejemplo 2: amplificacién del gen del factor de coag

PCR

ulacion XII y secuenciacion directa de los producto

Se amplificaron 50 a 100 ng de ADN gendémico mediante PCR en un volumen total de reaccion de 50 pl que
contenia MgCl, 2,5 mM, 200 pM de cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, 5 ul de un tampén de PCR 10x (de
Invitrogen o de Applied Biosystems), 50 pmoles de cada cebador oligonucleétido y 1,25 unidades de ADN
polimerasa Tag. Ocasionalmente, debid optimizarse el tamp6on mediante la adicién de reactivos desnaturalizantes
tales como DMSO vy glicerol u otros compuestos o composiciones que es conocido que mejoran la eficiencia y
especificidad de la amplificacion.

En general, las reacciones se termociclaron con una etapa inicial de desnaturalizacion de 95°C/5 min. [10 min. al
utilizar la ADN polimerasa AmpliTaq Gold (Applied Biosystems)] seguido de 35 ciclos de 94°C/40 S; Thibridacien/40 S;
72°C/45 s. Para los amplimeros 20 y 29 se seleccionaron subperiodos de cada ciclo de 60 s/60 s/120 s. Una etapa
final de elongacion de 72°C/10 min. completd la amplificacion. Las temperaturas de hibridacion para las parejas
especificas de cebadores y los tamafios de los amplimeros se presentan en la tabla 2.

Se llevé a cabo la secuenciacion directa de los productos de PCR siguiendo procedimientos estandares (utilizando
condiciones de ciclado del terminador BigDye™; purificacion de los productos reaccionados utilizando la
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precipitaciéon con etanol, secuenciador automatico ABI 3730) conocidos por el experto en la materia (Sambrook et
al., "Molecular Cloning, A Laboratory Manual”, ISBN: 0879695765, CSH Press, Cold Spring Harbor, 2001).

Tabla 2: tamafios de amplimero y temperaturas de hibridacion

Amplimero Pareja de cebadores Tamado (pb) | Thib. (°C)

1 F12-Ex1-Fy 478 62°C
F12-Ex1-R

2 F12-Ex2-Fy 469 62°C
F12-Ex2-R

3 F12-Ex3-4-F y 504 62°C
F12-Ex3-4-R

4 F12-Ex-5-6-F y 546 62°C
F12-Ex5-6-R

5 F12-Ex7-Fy 386 60°C
F12-Ex7-R

6 F12-Ex8-Fy 386 59°C
F12-Ex8-R

7 F12-Ex9-Fy 459 59°C
F12-Ex9-R

8 F12-Ex10-Fy 550 59°C
F12-Ex10-R

9 F12-Ex11-12-Fy 548 60°C
F12-Ex11-12-R

10 F12-Ex13-Fy 445 60°C
F12-Ex13-R

11 F12-Ex14-Fy 507 60°C
F12-Ex14-R

12 F12-Intr2-ptl-Fy 651 63°C
F12-Intr2-pt1-R

13 F12-Intr2-pt2-F y 557 63°C
F12-Intr2-pt2-R

14 F12-Intr2-pt3-F y 598 60°C
F12-Intr2-pt3-R

15 F12-Intr2-pt4-F y 548 57°C
F12-Intr2-pt4-R

16 F12-Intr2-pt5-F y 540 63°C
F12-Intr2-pt5-R

17 F12-Intr2-pt6-F y 584 57°C
F12-Intr2-pt6-R

18 F12-Intr4-F y 489 59°C
F12-Intr4-R

19 F12-Intr12-F y 518 59°C
F12-Intr12-R

20 F12-P(-1)-Fy 1.275 64°C
F12-P(-1)-R

21 F12-P(-2)-Fy 547 62°C
F12-P(-2)-R

22 F12-P(-3)-Fy 642 60°C
F12-P(-3)-R

23 F12-P(-4)-Fy 442 60°C
F12-P(-4)-R

24 F12-P(-5)-F y 655 60°C
F12-P(-5)-R

25 F12-3'UTR-ptl-F y 559 58°C
F12-3'UTR-pt1-R

26 F12-3'UTR-pt2-F y 559 59°C
F12-3'UTR-pt2-R

27 F12-Ex9-ARMS-Mt1-F y 257 63°C
F12-Ex9-ARMS-Mt1-R

28 F12-Ex9-RFLP-Mt2-F y 390 64°C
F12-Ex9-RFLP-Mt2-R

29 F12-Intr10-RFLP-Mt3-F y 1.204 60°C
F12-Intr10-RFLP-Mt3-R
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Ejemplo 3: secuenciacion del gen del factor de coag ulacion Xl en pacientes no relacionados con
angioedema hereditario de tipo Il

Inicialmente se estudiaron veinte pacientes no relacionados en los que se habia diagnosticado angioedema
hereditario de tipo Ill. Todos los pacientes (asi como miembros de la familia estudiados después, ver a continuacion)
habian proporcionado su consentimiento informado. Todos estos pacientes habian experimentado ataques
recurrentes de angioedema; en todos los pacientes, los ensayos inmunoquimicos, asi como los funcionales del
inhibidor del complemento C1, habian mostrado valores normales. Todos presentaban una historia familiar positiva
(por lo menos un familiar habia experimentado ataques de angioedema). Todos eran mujeres y de raza caucasica.

En dichos 20 pacientes, se amplificd y secuencio la totalidad de los 14 exones (con secuencias intronicas
flanqueantes) del gen del factor de coagulacién XIl. Se estudié aproximadamente 1 kb de secuencia del promotor en
18 de dichos pacientes.

En comparacioén con los datos informados anteriormente, se identificaron por primera vez dos mutaciones sin sentido
(‘mutacion 1'y 'mutacion 2").

Ambas mutaciones sin sentido se encontraban localizadas en el exén 9 del gen del factor de coagulacion Xll, méas
concretamente ambas se localizaban en exactamente la misma posicion, es decir la segunda posicion del codén
codificante del residuo aminoacido 309 de la proteina madura (correspondiente al residuo aminoacido 328 en la
numeracion del producto de traduccién primario [por ejemplo n° de acc. de Swissprot P00748].

La secuencia natural de dicho codén es ACG (codificante de un residuo de treonina). La 'mutacion 1' es una
sustitucion C—A (1032C—A; numeracion segun el n° de acceso de GenBank NM_000505) que resulta en un triplete
AAG codificante de un residuo de lisina.

La 'mutacién 2' es una sustitucion C—G (1032C—G) que resulta en un triplete AGG codificante de un residuo de
arginina.

De esta manera, con respecto a ambas mutaciones, el residuo de treonina natural es sustituido por un residuo
aminoacido basico. Ambas sustituciones son transversiones.

Ambas sustituciones pueden alterar el patron putativo de O-glucosilacion en dicha region (McMullen y Fujikawa, J.
Biol. Chem. 260:5328-5341, 1985; O'Connell et al., BBRC 180:1024-1030, 1991). Es conocido que la glucosilacion
afecta al plegamiento, localizacién y trafico de las proteinas, a la solubilidad de las proteinas, a la antigenicidad, a la
actividad biolégica y a la vida media, asi como a las interacciones célula-célula. Resulta importante que en la
proteina natural (segun, por ejemplo, OglycBase 6.00
(http://www.cbs.dtu.dk/databases/OGLYCBASE/Oglyc.base.html), Thr309, asi como Thr310 de la proteina madura
(correspondiente a Thr328 y Thr329 del n® de acc. P00748) se predice que estan glucosiladas y la mutacion sin
sentido de Thr309 también podria afectar a la glucosilacion de Thr310 (O'Connell et al., BBRC 180:1024-1030,
1991).

En todos los casos, los pacientes eran heterocig6ticos para la mutacion, segun un patron de herencia dominante de
la enfermedad.

La mutacion Thr309Lys (‘mutacion 1': 1032C—A) se observo en cinco de los 20 pacientes no relacionados.
La mutacion Thr309Arg (‘'mutacion 2': 1032C—G) se observé en uno de los 20 pacientes no relacionados.

A continuacién, se examinaron selectivamente con respecto a su secuencia del exon 9, seis pacientes no
relacionados adicionales en los que se habia diagnosticado AEH de tipo Ill. Dos de estos seis pacientes eran
heterocig6ticos para la mutacion Thr309Lys (‘mutacién 1. 1032C—A). De esta manera, el 31% (8/26) de los
pacientes no relacionados que se estudiaron eran heterocigéticos para una mutacion sin sentido que afectaba al
residuo Thr309. Considerando que entre los 61 controles sanos no se observé ningun portador individual de dicha
mutacion (ver posteriormente), estos datos son altamente significativos (prueba exacta de Fisher para la
comparacion de 26 pacientes con los 61 controles secuenciados: p=0,000027).

Dos de los 20 pacientes estudiados inicialmente revelaron una sustitucion de nucleétido (g.7418C>T) en el intrén 10
que no habia sido observada anteriormente durante el curso de estudios en un nimero considerable de individuos
(normales) (http://pga.gs.washington.edu/; documento n® WO 01/79228). En la posicion 7418 de la secuencia
genomica de referencia (n° de acc. de GenBank AF 538691), estos dos pacientes eran Y heterocigéticos (C/T),
mientras que la secuencia natural era C. Ambos pacientes eran simultaneamente heterocigéticos para una mutacion
sin sentido del codon 309 (un paciente 1032C—A y el otro paciente 1032C—G). Para el segundo paciente se pudo
demostrar mediante estudios familiares que el alelo que portaba la mutacion sin sentido (1032C—G) era g.7418C; la
hija afectada de dicho paciente heredd la mutacion sin sentido, pro no el alelo g.7418T. Aunque en esta situacion no
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se produce cosegregacion de la enfermedad y el alelo g.7418T, actualmente no puede excluirse una relacion entre
esta variacion rara y la enfermedad. La secuencia del intron 10, incluyendo la posicidon variable g.7418C>T,
finalmente puede encontrarse contenida en determinados transcritos del gen del factor de coagulacion Xl (ver, por
ejemplo, n° de acc. de GenBank CR616520 y CR601747).

En el presente estudio también se observaron algunas variaciones de secuencia comunes, conocidas de la literatura
y/o de bases de datos de PNU (algunos de ellos, por ejemplo, observados entre los 23 individuos normales en el
proyecto de secuenciacion Seattle, ver anteriormente):

var(1627) (g.1627C>T con respecto a la secuencia gendmica de referencia AF 538691; 46C>T con respecto
a la secuencia de ARNm de referencia NM_000505) en el ex6n 1 (amplimero 1);

var(6570) (g.6570C>T, 760C>T) en el exén 8 (amplimero 6);

un polimorfismo de insercién/delecion de mononucleétido en el intron 9 [g.6981delG] con respecto a la
secuencia genémica de referencia AF 538691], que resulta en una longitud variable (8g/9g) de una repeticién
de mononucleétido (g) (amplimero 7); var (7040) (g.7040C>T) en el intron 9 (amplimero 7, asi como en el
amplimero 8);

var(7532) (g.7532T>C) en el intron 10 (amplimero 9);

var(640) (g640A>G) en la region del promotor (amplimero 20);

var(654) (g.654C>T) en la region del promotor (amplimero 20);

var(668) (g.668A>C) en la region del promotor (amplimero 20).
Ejemplo 4: estudios familiares

Con respecto a cuatro de los pacientes portadores de una mutacion sin sentido del residuo Thr309, se estudio la
familia extendida. Tres de las cuatro familias segregaron la mutacion Thr309Lys; la cuarta familia segregé la
mutacion Thr309Arg. En total diez pacientes (todos mujeres) resultaron afectados por sintomas de angioedema en
estas cuatro familias.

Se produjo una cosegregacion completa entre enfermedad y presencia de la mutacion sin sentido (respectiva): los
diez individuos afectados por sintomas de angioedema eran heterocig6ticos para la mutacion Thr309Lys o la
mutacion Thr309Arg, respectivamente.

El examen de la secuencia del exén 9 en un total de 37 miembros de dichas cuatro familias revel6, ademas de los
individuos clinicamente afectados, varios portadores de mutacién adicionales que eran aparentemente asintomaticos
en la actualidad (la mayoria hombres, aunque en una familia también dos mujeres); esta observacion concuerda
completamente con la penetrancia incompleta de la enfermedad y la preferencia de afectacion del sexo femenino.
Notablemente, el historial médico detallado revel6 que por lo menos dos hombres que portaban la mutacion
Thr309Lys presentaban antecedentes durante una década de ataques de dolor abdominal inexplicado, concordando
perfectamente con el diagnoéstico de enfermedad angioedema monosintoméatica (gastrointestinal).

Entre los portadores de mutacion asintomaticos también se identificaron dos hombres que se concluy6 a partir del
diagrama del pedigri que debian haber transmitido la enfermedad (ver, por ejemplo, la figura 4, un pedigri que ilustra
la transmision de la enfermedad a través de un portador masculino asintoméatico).

Datos haplotipicos

En algunos de los pacientes no emparentados, pudo establecerse la fase de ligamiento entre la mutacion sin sentido
(heterocigotica) del residuo Thr309 y posiciones variables adicionales (en algunos casos con ayuda de andlisis de
segregacion). Por ejemplo, se concluyé que la mutacion 1032C—G se produce en un haplotipo g.1627C -
g.6981delG - g.7040C - g.7532T. Ademas, la mutacion 1032C—A aparentemente esté asociada a dicho haplotipo.

Ejemplo 5: estudios en individuos de control sanos

En 61 individuos de control sanos (donantes de sangre), se amplifico y secuencié el fragmento de exén 9 (amplicon
7, tabla 2) del gen del factor de coagulacion Xll. Con respecto a la secuencia exdnica de este fragmento, y en
particular respecto al codon 309 (de la proteina madura), la totalidad de dichos individuos de control eran
aparentemente homocigoéticos para la secuencia natural. En particular, ningun individuo de control mostré la
mutacion 1032C—A o la mutacion 1032C—G.

De esta manera, con respecto a la presencia de una mutacion sin sentido del codon 309, existe una diferencia
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altamente significativa entre los pacientes y los controles sanos (prueba exacta de Fisher para la comparacion de 26
pacientes con los 61 controles secuenciados: p=0,000027).

Se observaron dos variabilidades polimoérficas intronicas (conocidas) entre los individuos de control: un polimorfismo
de insercién/delecién de mononucledtido en el intrén 9 [g.6981delG con respecto a la secuencia gendémica de
referencia AF 538691], que resulta en una longitud variable de una repeticién de mononucleétido (g) (alelo 8g: 0,54;
alelo 9g: 0,46), y un polimorfismo de nucleétido Unico (g.7040C>T) al final del intron 9 (=var(7040) en los datos
'Seattle's SNPs') (C: 0,55; T: 0,45, contados en 57 individuos). Pudieron diagnosticarse 57 individuos con respecto a
ambas variabilidades. Existia un completo desequilibrio de ligamiento entre el alelo 8g y g.7040C y entre el alelo 9g
y g.7040T, respectivamente.

Ademas de los 61 individuos de control examinados mediante secuenciacion del fragmento del exén 9, se estudiaron
otros 35 individuos de control mediante un ensayo de RFLP especifico (ver posteriormente) disefiado para la
deteccién de la mutacion 1032C—G. Los resultados indicaron que la mutacion 1032C—G no se encontraba
presente en ninguno de dichos 35 individuos de control. De esta manera, en total ninguno de los 96 individuos de
control portaba la mutacion 1032C—G.

Ejemplo 6: deteccion especifica de alelos mutantes. Ensayo de disefio para el genotipado
A. Ensayo de amplificacion especifica de alelo (ARMS) para la deteccion de la mutacion 1032C—A (Thr309Lys)

Para la amplificacion especifica de la mutacion 1032C—A, se disefio la pareja de cebadores siguiente (ver también
la tabla 1):

F12-Ex9-ARMS-MT1-F: 5'-cgccgaagcctcagcccaa-3'

F12-Ex9-ARMS-MT1-R: 5'-gcgggtcatcgaagacagact-3'
El extremo 3' del cebador directo (subrayado) se encuentra situado en la posicion mutante y, en este caso, la
secuencia del cebador corresponde al alelo mutante (1032C—A); con respecto a la secuencia natural, la secuencia
del cebador representa una no correspondencia (de manera que no resulta posible ninguna amplificacion).
En presencia de la mutacion 1032C—A (un alelo 1032C—A), dicha pareja de cebadores amplificara un fragmento de
256 pb de amafio. Sin embargo, en el caso de que la mutacion 1032C—A no se encuentre presente en la muestra a
estudio (en ausencia de la mutacién), no se amplificaréa ningin producto.
Con el fin de proporcionar un control interno para la reacciéon de amplificacion por PCR con éxito, se incluyd una
segunda pareja de cebadores (F12-Ex11-12-F/F12-Ex11-12-R, ver la tabla 1) en la mezcla de reaccién, resultando
en un fragmento constante de 548 pb de tamafio.
El ensayo se validé en aproximadamente 90 muestras de las que se habia secuenciado previamente el fragmento
del exdn 9 (estas muestras incluian 15 muestras heterocigéticas para la mutacién 1032C—A). Se observé una
concordancia completa entre los resultados de la secuenciacién y el resultado del ensayo ARMS.
Debe indicarse que, para excluir la posibilidad remota de aparicion homocigoética de la mutacion 1032C—A, puede
resultar necesario secuenciar aquellas muestras que son positivas en el ensayo o llevar a cabo adicionalmente en
dichas muestras un procedimiento similar especifico para el alelo natural.

B. Ensayo RFLP (polimorfismo de longitudes de fragmentos de restriccion) para la deteccién de la mutacion
Thr309Arg (1032C—G)

La mutacion 1032C—G crea un nuevo sitio de restriccion para la endonucleasa de restriccion BstN | (secuencia de
reconocimiento: cc/wgg).

Se disefi6 una pareja de cebadores (ver también la tabla 1) de manera que el producto amplificado contuviese un
sitio BstN | constante, ademas del sitio variable dependiente de la mutacion:

F12-Ex9-RFLP-Mt2-F: 5'-cccggtgtcccctaggcttc-3'
F12-Ex9-RFLP-Mt2-R: 5'-ctgccggcgcagaaactgt-3'

Las condiciones de la PCR fueron las utilizadas para el amplimero del exén 9, excepto en que se utilizé una
temperatura de hibridacion de 64°C (Tabla 2).

El producto no digerido presentaba un tamafio de 390 pb. La presencia de un sitio de restriccion BstN | constante en
el fragmento amplificado proporciona un control conveniente de la digestion interna. La division en este sitio BstN |
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constante produjo en todos los individuos un fragmento de 143 pb de tamafio. A continuacion, dependiendo de la
ausencia o presencia de la mutacion 1032C—C, se produjo un fragmento de 247 pb (alelo natural) o dos fragmentos
de 67 pby 180 pb (alelo 1032C—G).

C. Ensayo RFLP (polimorfismo de longitudes de fragmentos de restriccion) para la deteccion de la mutacién
g.7418C>T en el intrén 10

La mutacién g.7418C>T en el intron 10 del gen del factor de coagulacién Xl crea un nuevo sitio de restriccion Nla lll
(secuencia de reconocimiento: CATG|).

Se disefio una pareja de cebadores (F12-Intr10-RFLP-Mt3-F, F12-Intr10-RFLP-Mt3-R; ver la tabla 1) de manera que
el producto amplificado contuviese un sitio Nla Ill constante, ademas del sitio variable dependiente de la mutacion.

El producto no digerido presentaba un tamafio de 1.203 pb. La presencia de dos sitios de restriccion Nla Il
constantes en el fragmento amplificado proporciona un control conveniente de la digestion interna. La division en
estos sitios Nla Il constante produjo en todos los individuos un fragmento de 262 pb de tamafio (a parte de un
segundo fragmento constante de 11 pb). A continuacién, dependiendo de la ausencia o presencia de la mutacion
g.7418C>T, se produjo un fragmento de 930 pb (alelo natural) o dos fragmentos de 526 pb y 404 pb (alelo
g.7418C>T).

Listado de secuencias

<110> Dewald, Georg

<120> Angioedema hereditario de tipo IlI
<130> G 3152 PCT

<150> 04 01 1790.5
<151> 2004-05-18

<160> 5
<170> PatentIn versién 3.1

<210>1

<211> 2048

<212> ARN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223> /nota="producto de traduccion tal como se proporciona en el n° de acceso de GenBank NM_000505.2"

<400> 1

cuauugaucu ggacuccugg auvaggcagcu ggaccaacgg acggacgcca ugagggeucu 60
gcugcuccug ggguuccuge uggugagcuu ggagucaaca cuuucgauuc caccuuggga 120
agcceccaag gagcauaagu acaaagcuga agagcacaca gucguucuca cugucaccgg 180
ggagcccuge cacuucccCu uccaguacca ccggecagcug uuaccacaaau guacccacaa 240
gggceggeca ggcccucage ccuggugugc uaccacccee aacuuugauc aggaccageg 300
auggggauac uguuuggagc ccaagaaagu gaaagaccac ugcagcaaac acagccccug 360
ccagaaagga gggaccugug ugaacaugcc aagcggecce cacugucucu guccacaaca 420
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ccucacugga
cqacéagaau
‘ggguccugau
ccaugggggu
caécggaccc
cuaccgegygc
ggccaccuac
cuucugcegy
gcugﬁgdugg
gaccccgagug
gccucagecc
gcgggagcag
caagagucug
ceoeoccuacauc
cugeugggug
gguggugcuc
gcgeuccuac

guugegecuu

cuggggecac
accguuccuc
cggcaugeue
aggccegeug
cageugtgga
cuaccuggcee
uccuugguga
ucccccagug
augcugag
<210> 2

<211> 615
<212> PRT

aaccacugce
gagauauggu
gcecacugece
cgougecuagy
uucugcgacd
cuggccagga
cggaacguga
aacccggaca
gaguacugeg
ucccduaggc
acgacccgga
cogecuueee
ucuucgauga
gcecgegeugu
cugacggecy

ggccaggaac

cgouugcacyg

caggaggaug

caguucgagyg
ucccuggage
ugcgcagggﬁ
gugugugagy
ucgggcugug
uggauccggyg
uucegcagug

cggccageue

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> /nota="producto de traduccién tal como se proporciona en el n° de acceso de GenBank NM_000502.2; la
longitud de 615 residuos corresponde a la suma de un péptido de sefial de 19 residuos de longitud (-19 a -1) y una
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agaaagagaa
awagaacuga
agcggcuggce

agguggaggg

uggacaccaa-

ccacgcucuc
cugccgagea
acgacaucecg
accuggcaca
uucaugucece
ceccegocuca
ugaccaggaa
cecgogucgu
acuggggcca
cuéacugccu
gccguaacca
aggccocuucuc

cggacggcag

gggcggagga
géugcucagc
uccucgaggg
accaageuge
gugacegeaa
agcacaccgu
agagagugoc

cgegecagga

gugcuuugag
gcaagcagcu
cagccaggec
ccaccgccug
ggcaagcugce
gggugegece
agcgcggaac
cccéuggﬁgc
gugcéagacc
acucaugccee
gucccagaéc
cggeecacug
uggcgggcug
caguuucugc
gcaggaccgg
cagcugugag

goccogucage

cugcgcgeuc

fusblalelet-Lot-Lalad
cucegagsaco
auaugccagc
ccoceggacgug

cggcaccgau

ccucagcuue

guggccagau
ugccgcacca
ugccacugece

uaugauggee

ugucagcecgu

uggggacugg
uucgugcuga
ccaacccagg
gcgeageegy
ccgggagecu
ageugeggge
guggcgcuac
gccgécagcc
cecgeacecy
ccgugeccaga
uaccagcacg

cugucgccuu

uuccugcagyg

cacggauccu

gcgugccagg

agagcgeegg—-cucacecuge

caagccagge
uuccugauug
uggggcaugyg

uggcgaggaa

gucuacaccg

cucagggacu
aaggcaagau

cucaauaaag

proteina madura de 596 residuos aminoéacidos de longitud (1 a 596)"

<400> 2

39

uccgguuuuu
gccagugeaa
accegugecu
cggugggcua
gcgggcucag
gggccucgga

gcggecacge

accgcgacceyg

cggegecuce
caccgccgaa
ugccggcegaa
agecggeucceg
gecggggcgea
ucaucgcccc
aggaucugac
cguuggccgu
accuggcucu

acguucagecce

aggcgcaggu
ccadccuccc
gugaunuccgy
aaggcaucau
auguggccua
caucuuuccc
uguguecccau

ugcuuugaaa

480
540
600
660
720
780
840
900
260

1020

1080

1140

1200
1260
1320

1380

.1440

[
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o
(=]

=
(%4
h
(=]

[
[2)}
%]
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1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040

2048



Met

Thx

Ala

Phe

Gly

65

Gln

His

His
145

Cys

Ala

Arg

Leu

Glu

Pro

50

Arg

Asp

Cys

Pro

Cys

130

Lys

Gin

Cys

Ala Leu

Ser Ile
20

Glu His
35

Phe Gln

Pro Gly

Gln Arg

Ser Lys

100

Ser Gly

115

Gln Lys

Asn. Glu

Cys Lys

Arg Thr-

180

Leu Leu

Pro Pro

Thr Val

Tyr His

Pro Gln
70

Trp Gly
85

His Ser

Pro His

Glu Lys

Ile Trp
150

Gly Pro
165

Asn Pro

Leu
Trp
val
Arg
P;o
Tyr
Pro
Cys
Cys
135
Tyr

Asp

Cys

ES 2570505 T3

Gly

Glu

Leu

40

Gln

Trp

Cys

Leu

120

Phe

Arg

Ala

Leu

Phe

Ala

25

Thr

Leu

Cys

Leu

Gln

i0s

Cys

Glu

Thr

His

His
185

Leu Leu

Pro, Lys

val Thr

Tyr His

Ala Thr

75

Glu Pro
90

Lys Gly

Pro Gln

Pro Gln

Glu Gln

155

Cys Gln
170

Gly Gly

40

vVal Ser
Glu His

Gly Glu
45

Lys Cys
60

Thr Pro
Lys Lys
Gly Thr
H%s Leu

125

Leu Leu
140
Ala Ala

Arg Leu

Arg Cys

Leu
Lys
30

Pro
Thr
Asn
val
Cys
110
Thr
Arg
Val

Ala

Leu
190

Glu
15

Tyr

Cys

His

Phe

Lys

95

val

Gly

Phe

Ala

Ser

175

Glu

Ser

Lys

Lys
Asp
80

Asp -
Asn
Asn
Phe
Arg
160

Gln

Vval



Glu
Cys
Tvr
225
Trp
Asn
Ile
Tyr

Thr
305

Ala

Thr
Arg
Ser
Pro
385
Leu

Arg

Asn

G;y
Asp
210

Arg

Ala

Trp.

Arg

Cys
2%0

Pro

Pro

Pro
Asn
Met
370
Tyr
Ile

Pro

His

His Arg

195

Val Asp

Gly Leu

Ser Glu

Gly Leu

269

.Pro Trp

275

Asp Leu
Val Ser
Pro Lys

Gly Ala
340

Gly Pro
358

Thf;ArQ
Ile Aia
Ala Pro
Ala Pre

420

Ser Cyé
435

Leu

Thr

Ala

Ala

245

Gly

Cys

Ala

Pro

Pro

325

Leu

Leu

Val

Ala

Cys
405

Glu

Glu

Cys

I.;Y S

Arg

230

Thr
Gly
Phe
Gln
Arg
310
Gln

Pro

Ser

val.

Leu
390
Trp
Asp

Pro

Hig

Ala

215

Thr

TYx

His

Val

Ccys
295
Leu
Pro
Ala
Cys
Gly
375
Tyxr

Val

Leu

Cys

Cys

200

Ser

Thr

Arg

Ala

Leu
280

_Gin

His

Thr

Lys

Gly

350 .

Gly

Trp

Leu

Thr

Gln
440

ES 2570505 T3

Pro val
Cys fyr
Leu Ser
Asn Val

250
Phe Cys
265
Asn Arg
Thr Pro
Val Pro

Thr Arg
. 330

‘Arg Glu
‘345

Gln Axrg
Lew-val
Gly His

Thr Ala
410

Val val
425

Thr Leu

Gly
Asp
Gly
235
Thr
Arg
Asp
Thx
Leu
315
Thx
Gln
Leu
Ala
Ser
385
ala
Leu

ala

TYIr
Gly
220
Ala
Ala
Asn
Arg
Gln
300
Met
Pro
Pxo
Arg

“‘Leu
380
Phe
His

Gly

Val

41

Thr
205
Arg
Pro
Glu

Pro

Leu

Gly

Gly

Cys

Gln

Asp

270

Ser

285

Ala
Pro
Pro
Pro
Lys
365
Arg
Cys
Cys

Gln

Arg
445

Alg
Ala
Gln
Ser

350

Ser

Gly

Ala

Lau

Glu

430

Ser

Pro

Leu

Gln

Ala
255

"Asn

Trp

Pro

Gln

Ser

335

Leu

Leu

Ala

Gly

Gln

415

Arg

.Tyr

Phe
Ser
Pro
240
Arg
Asp
Glu
Pro
Pro
320
Gln
Thr
Ser
Hisg
Ser
400
Asp
Arg

Arg
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Leu His Glu
450

Leu Arg Leu
465

Tyr Val Gln-

Thr Thr Leu

Glu Glu Tyr
515

T.eu ('-!'I'l_i A

L=}

Gly Met Leu

545

Gly Asp Sef

Arg Leu Thr

Arg Asn Lys

595

Ile Arg Glu
610

<210>3
<211> 10616
<212> ADN

Ala

Gln

Fxo

500

Ala

(
[¥
n

Cys

Gly

Leu

580

Pro

His

Phe
Glu
val
485

Gln

Ser

[¥s]
1]
H

Ala

Gly
565

Gln

Gly

Thr

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> /nota="producto de traduccion tal como se proporciona en el n° de acceso de GenBank AF538691.1"

<400> 3

Ser
Asp
470

Cys

val

' Phe

Gly
550

Pro-

Gly

val

val

Pro
455
Ala
Leu

Ala

Leu

Leu

Ile

TYY

Ser
615

val

Asp

Pro

Gly

Leu

val

Ile

Thr
600
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Ser

Gly ‘

Ser

Trp
505

Glu

Glu
Cys
Ser
585

Asp

Tyr

Sexr

Gly

490

Gly

Ala

5
e
']

Gly

Glu

570

Trp

val

Gln

Cys

478

Ala

His

Gin

Asp

Gly

Ala

His

460
Ala
Ala

Gln

val

Gln
Ser

TYY

42

AsSp

Leu

Arg

Phe

Pro

525

Asp

Ala

Gly

Tyr
605

Leuw-

Leu

Pro

Glu

510 .

Phe

-4
=
1]

Ala

Ala

Cys

590

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro

- 480

Ser
495

Gly

Leu

I
)

Cys

Glu

575

Gly

Ala

Glu

Ala

Ser

el
]
[»]

Gln

'560

Arg

Asp

Trp



acatgctctg
aagtc£caag
Cacﬁgtggat
agctctgagg
gcﬁaaaggaa
cacecegtct
tctcattaaa
cceecaagate
tagatgctte
aaataaggag
gaggccaagyg
aaacccecate

tcccagetac

agtgagecaa

aaaaaaaaaa
aaaggcgaca
cgaggcgggt
ccgtctetace
gctacteggg
gcggagattg
aasaaaasaaa
gtttgttaca
tcectttgatet
tctgcttcca
caccéacaaa
gcetttecaca
ttccaagace
gacggacgcc
actttcggty
éacagccatg
tgtggaaagyg

tggatacaag

tgcttagtaa
ctagcacttt
tagagatgte
gtagagttgg
aaatcaaagt
tcttctcatg
tcatttgerk
tctaccectg
tgtgaaagaa
aatggcaggy
cgggcagate
tctactaaaa
ccaggagget
gatcgtgeea
aaazaaggag
catggecocgg
ggatcacgag
taaqaagaca
aggctgagge
cgecactgea
aaaaagaaaa
tgacaataga
ccttaacctce
gteccecactat
ctcegaactt
aacagcectgt
tttggccagt
atgagggctc
agtgetgtgg
agccatggcece
tgaggccagc

ggcacagect

ccccagtgea
aattggccﬁa
atgctctgat
cagcactag#
gtcattaccyg
ttecagetge
tcttgcctcg
gtgtttgeac
ttttgcacat
ccaggcatgy
acgaggt.cag
atacaaaaaa
gaggcaggag
ctgeacteca
aatggettty
tgcagtgget
gtcaggagat
aaaaattagc
aggagaatgyg
ctccagectg
ttaaaagtgg
aaatgaacac
ctgatctcea
ctagaaaaga
tccggeecte
gceccaccag
cctattgate
tgctgetect
gaaccaggat
tctgectcaty
ccggaagécc

geakttetgg

ES 2 570

acttttttgc
aattgtgtat
tgaccagace

gececatggaa

‘aaccaggaca

acatcttagt
cttcétgtgg
acctcccagt
gtaatttéag
tggctcatac
gagatcgaga
ttagctgggce
aatggcgtga
gcctgggtga
gtgggeetga
caggectgta
cgagaccatc
tgggegtggt
cgtgaacceg
ggcgacagag
gtattgttgt
actteacagt
caggacccag
gaggaggagc
aaggggtgac
gctcaggagg
tggactecty
ggggttectyg
tgtccgagga
acctgtgégt
caggcagagyg

gggagatggg

505 T3

ttteccaaaa
atgettatet
taggécacat
gaagﬁaagag
gatgctgggce
gcececttggt
ttggtagaat
tattctgtca
tcccaaattg
ctgtaétccc
ccatcctggé
gtggtggegg
acccgggagyg
cagagccaga
cctagtcagyg
atcccageac
ctggctaaca
ggtgggetcc
ggaggcggag
cgagactcecyg
aagatgctga
ggﬁctccaag
agcataagaa
ccagetectte
caaggaagtt
gecagecttgac
gaktaggcagc
ctggtgagct
tegttetggyg
ccaggtgact
‘agacagacaa

ccttaagaag

43

gttctggcaa
ctgaaccaat
ctctageeet
aggagtcgtt

agcacatgtg

ttagcacttt

gctaagatgyg
aacatgaatg
tttgacctta
agcactttgg
taacacagtg

gtgeotgtat

cgtagettge

ctctgtctea
tgagttctta
tttgggagge
tggtgaaacc
tgtagtccecca
cttgcagtga
tctcaaaaaa
étttatggta
atccecatga
tgtececttet
atttcaccece
gctecacttg
caatctctat
tggécc&acg
tggagtcaac
gagtegcetat
aggaggccta
ccagactggy

acaacggggg

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1680
1140

1200

1260

1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860

1920



gaggtagaaa
gectgcagact
tctctecckt
agcacacagt
atggtgcagt
tatgcccatg
tgtgtctaag
ccatcacacc
ctttecceecag
ggc<aaggaag
cacttatgag
ttctgtgaaé
gtgaggtat@
atgaaactac
agctccccat
tcatgeetgt
tcgagaccag
caggeatggt
cttgaacctg
ggcaacacag
tagcagggec
tectctaagea
ctteacceea
cettgectaa
ttttetttte
‘tcttggetca
agttgctggg
agacagggtt
ccaccttage
ttgeatctta
ccttggeaag

ttgtgccaga

gggtttgggt

agcaacagat
gtagattcca
cgdtaagtgg
gtgtgcagtc
ggcactagagy

tgeccacgag

tgggctecty

tacgtctcat
gatcaagagc
ctgggtgact
ccaggttéat
cagcccatca
cttttagatg
tgettteatt
aatcccagea
cctggocaac
ggeakgegece
ggaggtgaag

caagéctbcg

tgﬁgaaccag

tggegttgag

cacccaaaag

tceectgeet

tttgagatgg
ttgecaaccte
aftacaggca
tcaccatgtt
ctceccaaagt
aaggtccatc
tgcactttge

cactgcetcag

cttgggaaga
cggtyggeagg
ccttgggaag
cctggeteet
tcagggecagt
tgategtgag
¢ctggetogg
ccagc;ttcc
gggcatcatt
ttgtctctgg
Cﬁéggcgagg'
aacagtaaac
ccfggtgcat
aagggtacct
cttcecagaca
ctttgggagg
atggtgaaat
agtagtccca
gttgcagtga
tctcaaaaaa
atggacctta
goccageacsa
tttetectet
aaggteecece
Aétctcgétc
cgectoctgg
cacaacttca
ggccaggetg
gectgggatta
tcagatccat
cttgaacaaa

catttcatgg
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aatectetgea
ctatgactta
cceoccaagga
ccteceggga
ctagtctagt
ctgtgtgatc
agcaggtgct
tcagtttccee
catgccacac
catctgaaﬁg
gatttgagtt
ctettagggt
égaaatgctt
gccatttdcc
ctaaattacc

ccaaggtegg

getgtetcta

gectacteggg
acgaagatca
aaaaaaaaaa
ccctggtggy
ttccaaccct
ctettgeett
toctctetgt
tgtcccctag
gttcaagega
tgecteageta
gtctegaact
caggcgtgag
ttccatttac
atagtggcaa

cattatctea

tttctggget
tagtcagttc
gcataagtac
acﬁcttgggt
gcctacetgg
‘cttgagggca
tgagatatgt
cagcttetee
agaggccagg
cctctgaagé
cteocaagetkt
tgttgagaag

tacaaatatt

ccttecteaa

tacatgccag
tggatcatga
ctaaaagtac
aggctgagge
caccatktgca
tttacctaga
cctgacttgg
ggacteeccte
acccaaactt
ccgtccatec
gctagagtéc
tﬁctctgcct
atttttgtat
cctgeectca
ccaccgegec
tgtcetagtt
aagcttattg

tgaagcceca

44

gtgagaggaa
cctgectect
aaagctgaag
ggggatgtgt
tgctaggtct

gggtatggge

getgectggeg

cottectttte

gacttcaatg’

ccagetttat

caatttcecce
ggaaacccat
agcttttatt
getctgecat
gcatggtgge
ggtecaggagt
aaaaattagc
agaagaattg
ctecagettg
gtgtggcaca
tggggttgag
agcctccﬁct
ggtgcoctat
catctgeatcec
aatggcgcga
cageckoccg
tttttagtag
ggtggteege
tggcecccét
ctggtttggt
agcéggtact

cgacaattece

1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880

29490

3000

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720

3780

3840



tetgaagaag
tgaacéttga
tcaaccaaca
tatatgtgtt
agﬁgtc;aac
ctteageagg
gtgaaaaacg
aagcagcage
ctctgtgeat
ataaaattca
gtactattat
cagtgacttc
-‘tggecttggg
tctactccag
tcactctgte
tccegggttce
gccaccacee
ccaggatggt
ggattacagg
tttcaatgca
agtgcctgag
cactgtcace
-atgtacecac
gcaggggcct
agaggégact
ctettictac
tttggagecee
tectecegee
cageccectte
égtggtccca
aggcaagtag

cottecacea

acacaggcaa
actagcaaac
gcatataatce
gctgattcat
acacgectttc
aggctcagag
ttgeactaag
agcgtgacgc
gcccacaaat
gcaagtagge
tactgeegtt
aacattca%c
actgaagact
ctatctgact
acccaggcetg
acaccattet
ccagctaatt
cttgatctee
cttgagecac
cagcgacctt
cagttgagta
ggggageect
aagggccgygc
gggagacatg
gtgataggge
agétgtgcta
aagaaagtga
tcattactct
tctcecteca
ttttgcaggt
gttcaagaag

tgtecatete

ttctcattat
agtattaggt
tggttttatg
caatgctaag
tcectaagat
gecattteca
tagactgaga
cttgttgaac
ggccatgaaa
acattctecaa
ttacagataa
aagtattatt
tacccaaggt
cctgaacecca
gagtgcagtyg

cctgectegy

tttttgtatt

tgacctcgtg
cgegeoegge
tttgagggtc
caggggaagt
gccacttcece
caggcecctea
taccctgeet
agggtgggcc
ccacccccag
aaggtgctac
cctggtatea
Eaataccctt
gggtaaacca
ggecttggece

tcagaccact
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tcgcgatggt
tecetgtgage
tatgattctg

ctgatggcac

‘agecttettg

aaagccaaat -
aggaéactca.
cttaactggg
acatttcaag
tgtagaacca
ggaaaccaag
aagtgcctac
eacacagcta
agtttttttt
gegegatcte
cetecegaght
tttagtagag
étctgcccgc
cctgaaccca
tgtectette
cctcagagag
cktecagtac
goectggtaa
gtcettetagt
aggececcctgg
ctttgatcag
acacagcctc
ccagacccca
tggaagtcca
agcttggaaa
cccagetgtg

gcagcaaaca
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tatgttctat
ctctggtcac
tttaaagaca
tatagcacac
tocttaggaa
coecagcaaa
ttcaatagga
aatgtgcaaa
tattgacttyg

gagaagaatg

gcteagatcea

tttgtggc@a
gcaggttgtg
tttttcttta
ggctcactge
agetgggact
agggggtttc
cttggcctcee
acttttagag
ctgaccagac
tgtgttgtce
caccggecage
gactacgcag
écaaggaact
gtagagcagg
gaccagegat
tggggtggee
cacacctggg
gagggagagt
cttggagtag
tgactéagct

cagccecctge

45

aaaatcacag
aacattttca
ttttatttag
acctgaatca
ctacacaget
agcacaaagt
gagctgaaac
;ttttcactg
ggagttacaa
aggatcaact
gagtggttaa

gtgectecttee

gagtcaggay

agatggagtc

aagctecagee

acaggcacct

actgtattag
caaagtgctg
cagaaagtgt
cctgagggac
ctgcagttct
tgtaccacaa
aggagttgga
ctgcﬁtggag
gaagccttgt
ggggatactg
tggégctétc
attctggace
tctgggaagy
caaggtcaca
cectgetett

cagaaaggag

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
53440
5400
5460
5520
5580
5640
5700

5760



ggacctgtgt
accactgcca
caaccctggg
‘ctectgagac
gttttteecac
gtgcaagggt
gaacgggcea
gaaggagagc
aagccetgecg
gcctgtgecea
ctggggcaag
agtgcggaaa
ccttbetcet
ctggccagga
cggaacgtga
tgegeegegt
cggcgeccey
gectgaacege
ccaggeggcy
gecggeaceg
-aggttaggaa
gcecagccgge
.gegggagcag:
caagagtétg
ccéctacatc
ctgctgggtg
gcogeeccay
ccgtgeccta
ggaagctgga
caggtctgag
cggtggtget

tgegetecta

gaacatgcca
gaaaggtgag
cctacagaat
cactatccct
aagaatgaga
cactgatgece
gggaggagcyg
tctectoggggg
caccaacccg
ctgcecggtg
cagaaggcca
gcagatgaga
cagacaccaa
ccacgctcte
ctgccgagea
ggggctgagt
tcgtgtgget
gaccggetga
ccteocgacee
ccgaaécctc
9tg999g999y
cgegggctee
cegeckkcec
tettecgatga
geegegetgt
ctgacggccg
gggeegeggc
cctteteecg
acécgggatt
agcgctgect
cggccaggaa

ccgettgeac

agcggeccece
gagatgtgga
aggttgctgg
ctbtgtecce
tatggtatag
actgeccageg
téaqgaagac
ggtctttagg
tgcctccatg

ggctacaccg

gecceeaggt

gggaggcagyg
ggcaagétgc
éggtgcgccc
agcgcggaac
gacccctceg
acaggaaccc
getgggagta
cggtgtecee
agcécacgac
gaaggaggag
ccgtecteag
tgaccaggaa
ccecgegteogt
actggggcca
ctcactgecet
tcctccétct
ccccaceett
ggggtteggg
ctececcctace
cgccgtaacc

gaggecettet
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actgtctctyg
ggaccfgggc
atactcggag
agagaagtge
aactgagcaa
gctyggeeage
aggctggcag
cccaggggtyg
ggggtcgetg
gacccttcté
gggacgggcet
agagcccage
tétga;ggcc

tgtecageegt

tggggactgyg

ccccagggct
ggacaacgac
ctgégaéctg
taggcttcat
coggaccccg
ccgagagggace
cececetgetee
cggecccactg
tggegggetg
cagtttetge
gecaggaccgyg
cccagegcag
ctttccacge
agcaggggge
ctecccecgeag
acagctgtga

cgecegteag

tccacaacac
ggggtgctgg
acttggcatyg
tttgagecte
gcagetgatgg
éagggtgagc
gaggccgggt
getcactgceg
cctagaggtg
cgacgtgggt
tgccaggaag
cttggctgee
gegggeteag
QQQECthga
geggecacge

cogggeteee

‘atccgcccgt

dcacagtgec
gtcccactea
cctcagtece
geegggegayg
tccacagect
agctgeggge
gtggegectac
gccggcagéc
cgagtacecg
cttccacget
cecteceggag
ttececagaa
géccgcaccé
geegtgecay

ctaccagcac

46

ctcactggaa
gggacagggg
gtecctagact
agcttcteeg
ccagatgcca
agatggttgy
ggtgtgccgg

ttceccteece

gagggecace -

gagtgagggt
gaggagggag
cagggagcec
ctaccgegge
ggccacctac
cttetgcegy
ggcgctctaa
ggtgcttcgt

agacccecaac

tgcecgegea

agaccccggg
ctagattecg

tgceggegaa

-ageggetecg

gcggggcgcea
tcatcgecece
ccegeccaga
gcaccrgaac
ctecccgggga
cgettgtgge
gaggaktctga
acgttggeey

gacctgagtg

5820
5880
5940 -
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560

7620

7680



cgtgggggcy
ctcctétccg
gctectgteg
gaccacgcte
gggécagggg
ttggtategt
tgtaggtgaa
tcectggggat
aggecaacta
ctggatggght
Ectctggace
gcttgctgeg
atcgtcecgyy
ggcggaggaa
ctgeteagec
cctegaggge

gaggcagtca

tgattccgga

aggcatcatc
tgtggcectac
atettteect
gtgtcccatg
tgetttgaaa
agacagaaaa
taacgtgcaa
ccaagecctg
acagagcagt
tatgcccaag
gtggtétatt
ttagaaatac
gaggccaagg

cececgtecteta

ccecgeggayg
ccecgggttag
ccttacgtte
tgccaggtay
taggoggagga
tcegggtgee
Ecccaggtag
acagggagaa
ggacgctgge
ggtgggggag
tcagcecteet
agagaggaég
cggcaagegt
tatgccagct
ccggacgtge
ggcaccgatg
ggcacaaate
ggccecgetgg
agctggggat
tacctggect
ccttggtgat
ccceccagtge
atgctgagaa
écgattcaca
aatctagatg
tgcﬁaggaga
agttetcaga
ttccaccteca
tgtaaaacke
trageattgy
caggtggatt

ctaaaataca

acgggaagag
ctetgttgeg
agccggtgtg
ceggetgggg
gacctttgat
taﬁagaétgg
aatcccaggg
tcgaacttge
cccgoegetee
gggtttctgt
tgcctatgaé
ggcatgagtg
tgtcagatgg
tectgcagga
acggatectc
cgtgccagot
tcaggtccac
tgtgtgagga
cgggetgtag
ggatccggga
tecgeagtga
ggcecagekee
ggaaagctct
gettctecac
ccagcccage
agctgeatgt
ccatacatta

gaccaattaa

cccagataat

cegggeacgy
gctecaggagt

agaaattagc
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agcttgggge
ecttcaggag
cctgccaage
ccaccégttc
cactgggtta
gtggcgctga
cctgggattc
tcttégttcé
gggctagtgt
ttecgeotecg
attgaattaa
ggtttacaag
ggtgtgaaga
ggcgcaggta
catcetecece
gagctcttag
agegctgage
ccaagctgcea
tgacecgcaac
gcacaccgtt
gagagtggct
gogecaggat
tttettcaty
agctctdaga
taatgtttac
tattecttat
aggtcacttg
atcagtatgt
tccai:gltaca
tggcteacge
tcgaaaccag

cgggcacggc

ceceggegtee
gatgeggacyg
ggcgeagege
gagggfaggc
ggcggaagaa
cctgatgggt
actgctggga
ctectgggege
gggagccagyg
ccgattcaaa
tggracetoo
cgcctggagg
aggecgetetg
ccgtiteoctet
ggcatgctct
cccggttage
tgcgtgrtte
gagcgccgge
aagccaggcy
tectgattge
ggggcatgga
ggégcaggaa
ggtceceaecy
gaacaaggte
tgagcetagg
gagaaactaa
gggagégttt
ctagggatgg
gccaaggttg
ctgtaatcct
cctgggecaac

ggcgtgegec

47

ccgecteacg
gcagcetgege
gaccctecoga
acaactgcta
geccecgegact
tgtgagaatg
teccecaaatc
cgggctgcaa
ttctgecgact
tectyggettte

teecettegg

agctttgtee.

tgttegeagg
ccctggageg
gcgcagggtt
gececttecoo
cgacccégég
tcaccctgca
tctacaccga
tcagggactc
aggcaagatt
ctcaataaag
ggaaatgcca
tatgagatct
atactgtata
catttegttt
tgagécaatc
ggcatgggta

agaatcgtgy

agcactttaa -

acgatgaaac

tgtagteeca

7740
7800
7860
7920
7980
8040

8100
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gctactcagg aggcetgaggce aggagaatca cttgaaccgg caggaaggaa ggaaggaagg 9660
aacagaggga gggaaagaga gagacagaaa gaaaagaaaa aagaaaatag aaaaaaagag 9720
cattgactgt ggcgtggacc ctaagggetg ggtgacatat cgttgtccec acecccaacac 5780
gcactagtgt agtgggtctg agagtccctt ggctageagt accatcacca gggaacttgt 9840
tacacataac aaattctegg gcectacacttt atactgetga acagaaagte tggggtgggg 9900
cccagecaate tgtttaacag cettgegagg gattctgatg ttctcoteatg cttaagaace 89560
acaatctggg ggttgaatgg ttggttecct tacaagtgaa ggtctggetyg tccagacaca 10020
acatCCEttt ttcacaasaac cagcttittta aaattaaaaa tagattggece aéatg0ggtg 10080
gttcacgeet gtaatctegt cactttgaga ggctgaggey goaggattgt ttgagetcaa 16140
gacttectga ceegectggy caacatagtg agacctcat§ tcaaaaaaaﬁ ttttettaat ~ 10200
taaaatbtgt ttttgetttt ttégagacgg ggcctcg_dtc tgtggctecag getggegtge 10260
agcgacacga tcctataéta -gtttactata atctegectace tgagtteaag cgatccgece 10320
gecteggect cccaaagege tgggattaca ggagtgagcc getgegetct gecaaaccca 10380
tectacagga taac’:cttaga; actgcgacag cactaaacé‘c ccacgccccé cétgcccmag 10440
cctgggtgot cgbtccggga cggegecttg tgtgacgteca cageccegee cagectgeet 10500
cacagcgecg caggecttee ccgcgtgécg cctctatatt tcccecgagag ghbgocgaggeg 10560
goetgggcgeca cteggagege gatgggégac tggaaggtct‘acatcagtgc‘agtgct 10616
<210> 4

<211> 2420

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> /nota="secuencia gendémica cadena arriba extendida (se extiende desde la secuencia de cadena arriba
proporcionada en AF538691.1), correspondiente a (obtenida de) UCSC Genome Browser/julio de 2003 secuencia de
referencia humana/ >cr5:176819111-176821530 (complemento inverso)"

<400> 4
ageegggtgt ggtggetcac goctgtaatt ccagcacttc gggaggecga ggtgggceaga 60
tcatgaggtc aggagttcga gaccaacctg gccaacatgg tgaagcectg gtctctacta 120
aggagacaaa aaattagccg ggcatggtgg cgtgggcctg taatggcage tacttgggag 180
gctgaggcag gagaatcact tgaacctggg aggtggaggt tgtagtgagc cgagatcgca 240

48



ceatggcagt
aaataataat
Etgggagagg
ctgécacctc
cacgctgceat
gtggcgaaga
gaggaaggag
gaactgacag
agcgagagga
agtctetttg
atatctaata
ccagttadet
tgtgﬁttctg
tgctacacte
tgaaagtgac
tt;ttttttt

atcacggcte

aagtageegg

agatgggatc
aagtgatccc
taactgacca

aaatcaatcece

ttaaagcaac

ggtcttteat
agcttattca
ctacatgggce
ccagadgtgag
tggaagtcca
ccaggetgga
gcgattctec
ggétaatttt
ttgaactcect
gktgtgagcca
aactcaatgt
ggctgtettt
ctkttcctat

tcatcaatgt

<210>5

ccagtttggy
aaagtaccct
aagaggaagg
atctcacact

tcaggcecttet

cctgttcaaa

écaatgtggg
agccaggeat
tcacttgege
aaidcaacaza
gttteacttt
ttgaaaccag
ttccaégaag
agtettéatt
agaagtccac
ﬁttggagata
acagcatttt
aactacagge
teactatgtt
cagcctecca
agtcttaagg
atcagtécta
aacatttaat
aagattgcaa
tgtggctgtc
ttctctgcag
caacctaaga
acaccctcac
gtgcaatgge
tgcétcagcc
tgtattttte
gacctagagt
ccacaceccag
gggaagacac
gaggetgtet
gtgtaggett

gttcagacce

cgacagegeg
ttcaccacca
gagatggatg
ccctacaagy
gtgcagttgt
aggceccectte
agtggcctta
ggtggcatge
ccagaagttc
aaaggtgaca
catcatggag
tggttggaa&
tcttccacag
teccataaat
tcaaattggt

cagtctcagt

ggacctctgg

acgcgocace
goctacatca
gagtgttggg
atacttctag
gttetcaaat
Q#ﬁgatttat

gccaaatgtc

caattggcac

ggctgeatgt

gacegaggca

.ttctgecata

acaatctetg
tcacgggtag
atagagatgg
gatctgectg’
ccacttetgt
catacaaggg
accacagcat

cattctcaaa
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agactccate
cagctgggga
ttgaacatcc
caccttatge
éttactcact
catgtagadyg
gggccagggt
acctgtaatce
caggctageoe
aéggtagttt
ttaacagcetg
ggtgceéctc
cctgectete
tactttgtat
tttattoget
ctgectteccea
gctcaagcaa
atgoetgget
gtctggaact
attacaggeg
ttttaggatg
gtegtgtaac
cacégttfct
agcgagggct
tggectgteag
gtgtectcac
gadactgcaa
tetebtetet
ctcacéacaa
ctgggattac
ggtttggcceca

ccttggeatc
catattctga
catgaatect
ctttecatee

caggeectcee
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tcaaataaat
ggggtgatca
aaatgaccat
tecaccacatt
ctgcctgecaa
aacagctgece
ctatactcag
ccagetattc
tgggcaactt
cgctttaatg
tcacgtcaat
ctetectgece
ttccagcaga
aacttaggac
catataactyg
gactggagtyg
teetcoetgeo
aatgttaaat
cctgggctea
tgagccactg
taggctetceca

aaatcacecct

gaﬁggtcagt

gcagtatcca
cagggtgctt
aacacagtgg
tgtcttttat
tttgagacag
cctecactte
aggcacacge
acacgttgge
ccaaagtgct
tggacacaca
aggtgctgag
ttecectgecet

ctagagagty

49

aactaaataa
caaaatgaaa
ta&tgtccac
ccccatttgé
accecctactt
ttctcéccaa
gagcaatcaa
aggaggatga
aataagaccg
actcgtcaat
gactttgaaa
ctectettte
atﬁaataaat
tttgtataac
agaagtetat
cagtggcaca
tcagactcac
ttttttggaé
agtgatccte
tgectageca
aagtcatgag

aacttgtage

tttogcettga

cttecocaaggce
tectttetee
ctggettect
gacctgggcet
teectgtege
ctgggtteaa
cactécgccc
caggecggte

gggattacag

gaacagccct

gatcaatggg
gtttgctttg

acaaaggtga

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
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2420
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<211> 1402
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>

<221> misc_feature

<223> /nota="Secuencia gendémica cadena abajo extendida (que extiende la secuencia cadena abajo proporcionada
en AF538691.1), correspondiente a (obtenida de) UCSC Genome Browser/julio de 2003 secuencia de referencia
humana/ >cr5:176807094-176808495 (complemento inverso)"

10

15

<400> 5
gcgggaccag cgcatcgacg acgtggccat cgtgggecat gcggacaaca getgegtgtg 60
ggcttcgegg cecgggggee tgctggegge catctegecg caggaggtgg gegtgctcac 120
ggggceggac aggecacacct tectgcagge gggcctgage gtggggggec geegetgetg 180
cgtcateege gaccacctge tggecgaggg tgacggegtg ctggacgecac gcaccaaggy 240
gctggacgeg cgegeegbgt gegtgggeeg tgegeegege gegetcectgagg tgetaatgag 300
ccgacgegge gtacatgggyg geatcctcaa caagacggtg cacgaactca tacgegggct 360
gcegecatgecag ggegectage cggecageca ggecgeccac tggtagegeg ggcecaaataa 420
actgtgacct gggegegget ggctcctcoet ccacttgege ggtgggggga gttgtaaata 480
aggaaactgg tetttgcaag acggttacct ggtggagecg ggattttgag tctagaggct 540
gccaggececce tgtgcectac accctgetet cccatggacg ccttgcagag gectectggec 600
tgactgectge tecettggege gttcccaggg tcoctagggac tccgecagetg aggaagagte 660
caagggtggg ggcttctcaa agtctgttte agccttageg tectttotca gagatattce 720
cacacattag gcaggacaag taaagggagce cccctcecca tcccgegaac acetetccce 780
atcagggtgt caggctggag gecaatttge tectcecccece tccactcata cctcaagcac 840
tagcaagttg tgagtgggtg acaggatggg cttggtgget tgtaaagcag ttctgggget 900
cacaggecte tgcatctcty qccacattcc-tccaagggga gcctactgag agggctcatg 960
tccaagacca tcgcaattgg‘gtttgagacc ttacatcctyg ¢cttecececcag geettecgaaa 1020
aggceccgca ggagteectg gactagaggy aggaactctg geateectac cogggagtet 1080
tactetgeag goctcagttt cagggtgace tatggaggag ggggaattga aaagettggg 1140:
taagtttgag gectggttta ttgoocaaaq atagtggaca aaagtgggag ggagggtgtc 1200
tggtccctéc cctecatgte ctggggecca gggcatggee tctettgeec acceccacee . 1260
ttcccgtcéc cteceeccage ggccqtgatg gcagacccea cctgtcﬁctt attctggagc 1320
cctgatctta btcccageagg aaggagtgat gtgtggetga ggtgggtgaa tﬁtagagggc 71390
égagggagac cagaggaagt tc 1402

50
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REIVINDICACIONES

1. Método de diagnéstico de angioedema hereditario de tipo Il (AEH tipo Ill) o de una predisposicion al mismo en
un sujeto que se sospecha que ha desarrollado o que presenta una predisposicion a desarrollar un angioedema
hereditario de tipo Ill 0 en un sujeto que se sospecha que es portador de angioedema hereditario de tipo llI,
comprendiendo el método la determinacion in vitro a partir de una muestra biol6gica de dicho sujeto de la presencia
0 ausencia de una mutacion asociada a enfermedad en una molécula de acidos nucleicos codificante del factor de
coagulacién Xll, siendo la mutacion una mutacion (i) 6927C—A o una mutacién 6927C—G de la secuencia natural
de SEC ID n° 3, o (ii) afectando al residuo aminoacido 309 que corresponde al residuo aminoacido 328 de la
secuencia ilustrada en SEC ID n°® 2, en la que la presencia de dicha mutacion es indicativa de un angioedema
hereditario de tipo Il o de una predisposicion al mismo.

2. Método segun la reivindicacion 1, en el que dicha determinacion comprende hibridar bajo condiciones restrictivas
con dicha molécula de &cidos nucleicos por lo menos una pareja de sondas de &cidos nucleicos, siendo la primera
sonda de dicha pareja complementaria a la secuencia natural de dicha molécula de &cidos nucleicos y siendo la
segunda sonda de dicha pareja complementaria a la secuencia mutante de dicha molécula de acidos nucleicos, en
la que una correspondencia perfecta, la presencia de hibridacion estable, entre (i) la primera sonda de hibridacién y
la molécula de acidos nucleicos diana, indica la presencia de una secuencia natural, e (ii) la segunda sonda de
hibridacion y la molécula de acidos nucleicos diana, indica la presencia de una secuencia mutante, en el que la
primera sonda de hibridacion y la segunda sonda de hibridacion permiten una deteccion diferencial.

3. Método segun la reivindicacién 1, comprendiendo dicho método la hibridacién bajo condiciones restrictivas con
dicha molécula de acidos nucleicos de una sonda de hibridacién especifica para la secuencia mutante.

4. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende una etapa de amplificacién de acidos
nucleicos y/o de secuenciacion de acidos nucleicos.

5. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el método es o comprende un método de
discriminacion alélica seleccionado de entre el grupo que consiste en hibridacién especifica de alelo, extension de
cebador especifica de alelo que incluye la PCR especifica de alelo, la ligadura de oligonucleétidos especifica de
alelo, la division especifica de alelo de una sonda flap y/o la divisién especifica de alelo que utiliza una endonucleasa
de restriccion.

6. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende un método de deteccion seleccionado de
entre el grupo que consiste en deteccion de fluorescencia, fluorescencia con resolucion temporal, transferencia de
energia por resonancia de fluorescencia (FRET), polarizacion de fluorescencia, métodos colorimétricos,
espectrometria de masas, (quimio)luminiscencia, deteccion electroforética y métodos de deteccidn eléctrica.

7. Método segln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que la sonda o la molécula de acidos nucleicos del
sujeto se une a un soporte solido.

8. Método de diagnéstico del angioedema hereditario de tipo 11l (AEH IIl) o de una predisposicién al mismo en un
sujeto que se sospecha que ha desarrollado o que presenta una predisposicion a desarrollar un angioedema
hereditario de tipo Il 0 en un sujeto que se sospecha que es portador de un angioedema hereditario de tipo I,
comprendiendo el método la evaluacion de la presencia y/o la cantidad de un factor de coagulacion XII mutante
asociado a enfermedad en dicho sujeto, e incluyendo las etapas de:

(a) determinar a partir de una muestra biolégica de dicho sujeto in vitro, la presencia y/o la cantidad de un
(poli)péptido codificado por un gen de factor de coagulacion XII mutante, afectando la mutacion al residuo
aminoacido 309, que corresponde al residuo aminoacido 328 de la secuencia representada en SEC ID n° 2;

(b) comparar dicha presencia y/o cantidad con la determinada a partir de una muestra de referencia; y

(c) diagnosticar, sobre la base de la diferencia entre las muestras comparadas en la etapa (b), el proceso
patolégico de un angioedema hereditario de tipo 11l 0 una predisposicion al mismo

en el que el mutante comprende una mutacion que afecta al residuo aminoécido 309.
9. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que la muestra biolégica consiste en, o se obtiene a
partir de, pelo, piel, superficies mucosas, liquidos corporales, incluyendo sangre, plasma, suero, orina, saliva,
esputo, lagrimas, liquido cerebroespinal, semen, liquido sinovial, liquido amnidtico, leche, linfa, esputo pulmonar,
secrecion bronquial o heces.

10. Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho residuo aminoacido en la posicion
309 se sustituye por un residuo aminoacido basico o cargado positivamente.
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11. Método segun la reivindicacion 10, en el que dicho residuo aminoacido béasico o cargado positivamente es una
lisina o arginina.

12. Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende el andlisis in vitro de una muestra de un
donante de sangre para determinar si la sangre de dicho donante o los componentes de la misma pueden utilizarse
para la transfusién a un paciente que la requiera, en el que un andlisis positivo indica una predisposicion al
angioedema hereditario de tipo lll, que excluye la transfusion de sangre o los componentes de la misma procedentes
de dicho donante.

13. Molécula de acidos nucleicos que comprende la secuencia de nucleétidos del factor de coagulacion Xl humano
o un fragmento de la misma que presenta por lo menos 30 nucleétidos, que presenta una mutacién en una posicion
correspondiente a la posicion 6.927 de SEC ID n° 3, en la que C natural se sustituye por una A o por una G.

14. Oligonucledtido que contiene por lo menos 17 nucleétidos de:

(a) la secuencia de nuclettidos mutante segun la reivindicacion 13 que comprende la posicion 6.927, en el que el
oligonucledtido contiene un nucleétido correspondiente a la posicion mutante 6.927; o

(b) la secuencia complementaria de (a).
15. (Poli)péptido, codificado por la molécula de acidos nucleicos segun la reivindicacion 13.

16. Utilizaciéon de un kit para el diagndstico del angioedema hereditario de tipo lll o de una susceptibilidad o
predisposicién al mismo, comprendiendo dicho kit:

(a) por lo menos una molécula de &cidos nucleicos que puede hibridar bajo condiciones restrictivas con una
molécula de &acidos nucleicos que codifica un factor de coagulacion Xl mutante;

(b) un enzima de restriccién que puede discriminar entre un &cido nucleico que codifica el factor de coagulacién
X1l natural y un factor de coagulacion XIl mutante asociado a enfermedad;

(c) un par de cebadores complementarios al acido nucleico que codifica un factor de coagulacién Xl mutante
asociado a enfermedad;

(d) la molécula de acidos nucleicos segun la reivindicacion 13;

(e) el oligonucledtido segun la reivindicacion 14; y/o

(f) el (poli)péptido segun la reivindicacién 15;

y opcionalmente unas instrucciones para su utilizacion, en la que el mutante comprende una mutacion que afecta
al residuo aminoacido 309 que corresponde al residuo aminoacido 328 de la secuencia representada en SEC 1D
n° 2.

17. Utilizacién segun la reivindicacion 16, en la que dicho mutante asociado a enfermedad es un mutante tal como se
define en cualquiera de las reivindicaciones 10 u 11 o un mutante tal como se define en la reivindicacion 13.

18. Utilizacién segun la reivindicacion 16, en la que (a) es un par de cebadores que puede amplificar el exén 9 del
gen del factor de coagulacién XIl humano o una parte del mismo que comprende la posicion mutante tal como se
define en la reivindicacion 13, o una sonda o par de sondas.

19.Kit para la utilizacion en el diagnostico del angioedema hereditario de tipo Ill o de una susceptibilidad o
predisposicién al mismo, comprendiendo dicho kit:

(a) la molécula de acidos nucleicos segun la reivindicacion 13;

(b) el oligonucledtido segun la reivindicacién 14; y/o

(c) el (poli)péptido segun la reivindicacién 15;

y opcionalmente unas instrucciones para su utilizacion, en el que el mutante comprende una mutacion que afecta

al residuo aminoacido 309 que corresponde al residuo aminoacido 328 de la secuencia representada en SEC 1D
n° 2.
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1021

1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

ctattgatct
gctgctectg
ageccccaag
ggagcectge
gggecggeca
atggggatac
ccagaaagga
cctcactgga
ccacaagaat
gggtcctgat
¢catgggggt
caccggacce
ctaccgegge
ggcecacctac
cttetgeegg
gctgagctgg
gaccceggtg

gcctecagecec

gcgggagcag
caagagtctag
ccectacate
ctgetgggtg
ggtggtgctc
gegetcectac
gttgegectt
ggtgtgecetg
ctggggccac
accgttectc
cggcatgcecte
aggccegetg
cagctgggga
ctacctggece
tcecttggtga
tcceccagtg
atgctgag
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ggactcctgg
gggttcectge
gagcataagt
cacttcecect
ggcectcage
tgtttggage
gggacctgtg
aaccactgcee
gagatatggt
gcccactgece
cgctgectag
ttctgegacg
ctggccagga
cggaacgtga
aacceggaca
gagtactgeg
tcecctagge

g
a

agcgacccgga
Thx
Lys
Arg

ccgectteee
tcttegatga
gcegegetgt
ctgacggccg
ggccaggaac
cgcttgcacg
caggaggatg
ccaageggeg
cagttcgagg-
tcectggage
tgegeagggt
gtgtgtgagg
tegggetytg
tggatccggg
tteccgecagtg
cggccagcte

ataggcagcet
tggtgagctt
acaaagctga
tecagtaceca
cctggtgtge
ccaagaaagt
tgaacatgcc
agaaagagaa
atagaactga
agcggctgge
aggtggaggg
tggacaccaa
ccacgctctce
ctgcecgagea
acgacatcceg
acctggeaca
tteatgtcece

ccecgectea

tgaccaggaa
ccegegtegt
actggggeca
ctcactgect
gcegtaacca
aggccttete
cggacggcag
ccgegegace
gggcggagga
gctgctcage
tecectegaggg
accaagctge
agtgaccgeaa
agcacaccgt
agagagtgge
cgegecagga
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ggaccaacgg
ggagtcaaca
agagcacaca
ccggeagetg
taccacccce
gaaagaccac
aagcggecce
gtgctttgag
gcaagcagct

.cagecaggee

ccaccgectg
ggcaagctge
gggtgcgece
agcgcggaac
cccgtggtge
gtgccagace
actcatgece

gtecceagace

cggcccactg
tggcgggetg
cagtttctac
gcaggaccgg
cagctgtgag
gcecgtcage
ctgcgegete
ctccgagace
atatgccagce
cceggacgtg
cggcaccgat
agagcgcecgg
caagccaggc

‘ttceetgattg

tggggcatgg
tggcgaggaa

acggacgeca

ctttegatte
gtegttctea
taccacaaat
aactttgatc
tgcagcaaac
cactgtctet
cctcagette
gtggccagat
tgcegeacca
tgccactgcece
tatgatggce
tgtcagcegt
tggagactgg

‘ttegtgetga

ccaacccagg
gcgcageegg

ccgggagect

agctgeggge
gtggcgctac
gccggcagcee
ccegeacecg
ccgtgecaga
taccagcacg
ctgtcgeett
acgctetgee
ttcctgeagg
cacggatcct
gegtgccagg
ctcacccetge
gtctacaccyg
ctcagggact
aaggcaagat
ctcaataaag

tgagggetcet
caccttggga
ctgtcaccgg
gtacccacaa
aggaccageg
acagccectg
gtccacaaca
tccggttttt
gccagtgcaa
accecgtgect
cggtgggeta .
gcgggcetcag
gggcctegga
gcggcecacge
accgcgaccyg
cggcegectec
caccgccgaa

tgcecggegaa

agcggetecg
gcggggegea
tecategeecce
aggatctgac
cgttggcegt
acctggctct
acgttcagce
aggtggceag
aggcgcaggt
cecatcctece
gtgattccgg
aaggcatcat
atgtggecta.-
catcttteee
tgtgteceat
tgctttgaaa
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2281
2341
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3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
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acatgctctg
aagtcccaag
cactgtggat
agctetgagg
gctaaaggaa
caccecgtet
tctcattaaa
ccccaagate
tagatgctte
aaataaggag

gaggccaagyg-

aaaccccatce

tecccagetac
agtgagccaa
aaaaaaaaaa
aaaggcgaca
cgaggegggt
cegtetetac
gctacteggg
gcggagattyg
aaaaaaaaaa
gtttgttaca
tetttgatct
tcétgettecea
cacccacaaa
gctttecaca
ttecaagacce

GACGGACGCC

ACTTTCGgtg
cacagccatg
tgtggaaagg
tggatacaag
gaggtagaaa
gctgcagact
tetetecett
agcacacagt
atggtgcagt
tatgcccatg
tgtgtctaag
ccatcacace
ctttececcag
ggcaaggaag
cacttatgag
ttetgtgaaa
gtgaggtatt
atgaaactac
agcteccecat
tecatgectgt
tegagaccag
caggcatggt
cttgaacctg
ggcaacacag
tagcagggcece
tetectaagea
cttcaccceca
cecttgectaa
ttttetettt
tecttggctea
agttgctggg
agacagggtt
ccaccttage
ttgecatctta
cettggeaag
ttgtgecaga
tctgaagaag
tgaacattga
tcaaccaaca
tatatgtgtt
agtgtctaac
cttcagecagg
gtgaaaaacg
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tgcttagtaa
ctagcacttt
tagagatgtc
gtagagttgg
aaatcaaagt
tectteotcatg
tcatttgett
tectacceetg
tgtgaaagaa
aatggcaggg

cgggcagatce
tctactaaaa

ccaggaggct
gatcgtgeca
aaaaaaggag
catggcecegg
ggatcacgag
taaaaagaca
aggctgaggce
cgeccactgea
aaaaagaaaa
tgacaataga
ccttaacctc
gteccactat
ctcecaactt
aacagectgt
tttggecagt

ATGAGGGCTC

agtgctgtgg
agccatggec
tgaggccage
ggcacagect
gggtttgggt
agcaacagat
gtagatteca
cggtaagtgg
gtgtgecagte
ggcactagag
tgcccacgag
tgggetectg
tacgtctcat
gatcaagage
ctgggtgact
ccaggttgat
cagcccatca
cttttagatg
tgetttcatt
aatcccagea
cctggecaac
ggcatgegee
ggaggtgaag
caagactceceg
tgtgaaccag
tggegttgag
cacccaaaag
tcecectgect
tttgagatgg
ttgcaacctce
attacaggca
tcaccatgtt
cteccecaaagt
aaggtccate
tgcactttge
cactgctcag
acacaggcaa
actagcaaac
gcatataate
getgattcat
acacgctttce
aggctcagag
ttgcactaag

ccecagtgca
aattggecta
atgctctgat
cagcactaga
gtcattaccg
ttecagetge
tcttgeccteca
gtgtttgcac
ttttgecacat
ccaggeatgg

acgaggtcayg
atacaaaaaa

gaggcaggag
ctgcactcca
aatggctttg
tgcagtgget
gtcaggagat
aaaaattage
aggagaatgg

‘ctccagectg

ttaaaagtgg
aaatgaacac
ctgatctcca
ctagaaaaga
teceggeecte
gceccaccag
CCTATTGATC

TGCTGCTCCT

gaaccaggat
tetgeteatg
cecggaaggec
gcatttetgg
cttgggaaga
cggtggcagg
cettgggaag
cctggctect
tcagggeagt
tgatcgtgag
cctggetegg
ccagecttee
gggcatcatt
ttgtctetgg
ctgggcgagg
aacagtaaac
cctggtgecat
aagggtacct
cttccagaca
ctttgggagg
atggtgaaat
agtagtecca
gttgcagtga
tctcaaaaaa
atggacctta
gcccagoaca
ttteteectet
aaggtccece
agtetegete
cgcocteetgg
cacaacttca
ggccaggetyg
gctgggatta
tcagatccat
cttgaacaaa
catttcatgg
ttctecattat
agtattaggt
tggttttatg
caatgctaag
tccetaaggt
gccatttcea
tagactgaga
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acttttttgce
aattgtgtat
tgaccagacc
gceccatggaa
aaccaggaca
acatcttagt
cttectgtgg
acctccecagt
gtaatttaag
tggctcatac

gagatcgaga
ttagctgggce

aatggegtga
gcctgggtga
gtgggcctga
caggcctgta
cgagaccate
tgggcgtagt
cgtgaacceg
ggcgacagag
gtattgttgt
acttcacagt
caggacccag
gaggaggage
aaggggtgac
gctcaggagg
TGGACTCCTG

GGGGTTCCTG

tgtcccagga
acctgtgggt
caggcagagg
gggagatggg
aatctctgea
ctatgactta
cccccaagga
ccteecggga
ctagtctagt
ctgtgtgate
agcaggtget
tcagtttcee
catgccacac
catctgaatg
gatttgagtt’
ctettagggt
ggaaatgett
geecattteee
ctaaattace
ccaaggtegg
getgtectcta
gctacteggg
acgaagatca
aaaaaaaaaa
ccetggtagg
ttccaaccct
ctettgectt
tectectetgt
tgteccectag
gttcaagcga
tgctecagecta
gtctecgaact
caggcgtgag
ttecatttac
atagtggcaa
cattatcetca
tcgegatggt
tcctgtgage
‘tatgattetg
ctgatggcac
agccttettg
aaagccaaat
aggacactca

2

tttceccaaaa
atgcttatct
taggecacat
gaagtaagag
gatgctggge
gccecettggt
ttggtagaat
tattctgtca
tceccaaattg
ctgtaatcce

ccatectgge
gtggtggcgg

acccgggagg
cagagccaga
cctagtcagg
atcccagcac
ctggctaaca

'ggtgggctee

ggaggcggag
cgagactecg
aagatgectga
ggactccaag
agcataagaa
ccagetette
caaggaagtt
gcagcttgac
GATAGGCAGC

CTGGTGAGCT

ttgttctggg
ccaggtgact
agacagacaa
ccttaagaag
tttctggget
tagtcagtte
gcataagtac
acccttgggt
gectacctgy
cttgagggca
tgagatatgt
cagcttetee
agaggccagg
cctctgaage
cteccaagett
tgttgagaag
tacaaatatt
cecttecteaa
tacatgccag .
tggatcatga
ctaaaagtac
aggctgagge
caccattgca
tttacctaga
cctgacttgg
ggactccecte
acccaaactt
cegtececatee
getagagtge
ttctetgect
atttttgtat
cctgecctea
ccaccgegec
tgtcctagtt
aagcttattg
tgaageccca
tatgttctat
ctetggtcac
tttaaagaca
tatagcacac
tgcttaggaa
ccccagcaaa
ttcaatagga

gttctggcaa
ctgaaccaat
ctctagcecet
aggagtcgtt
agcacatgtg
ttagcacttt
gctaagatgg
aacatgaatg
tttgacctta
agcactttgg

taacacagtg
gtgcctgtat

cgtagettge
ctetgteteca
tgagttctta
tttgggagge
tggtgaaacc
tgtagtceca
cttgecagtga
tctcaaaaaa
gtttatggta
atccccatga
tgtcecttet
atttecaccce
gctecacttg
caatctctat
TGGACCAACG

TGGAGTCAAC

gggtecgetat
aggaggecta
ccagactggg,
acaacggggg
gtgagaggaa
cctgecttet
aaagctgaag
gaggatgtgt
tgctaggtct
gggtatggge
gctgetggeg
ccttetttte
gccttecaatg
ccagetttat
caattteccc
ggaaacccat
agcttttatt
gctcectgecat
gcatggtage
ggtcaggagt
aaaaattagce
agaagaattg
ctccagettg
gtgtggcaca
tggggttgag
agcctectct
gatgcectat
catctgeatce
aatggcgega
cagecteceeg
tttttagtag
ggtggteege
tggcecccecat
ctggtttggt
agcaggtact
cgacaattece
aaaatcacag
aacattttca
ttttatttag
acctgaatca
ctacacaget
agcacaaagt
gagctgaaac
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4381
4441
4501
4561
4621
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4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481

6541

6601
6661
6721
6781
6841
6901

6961
7021

7081
7141
7201
7261
7321

7381

7441
7501
7561
7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
B1l61
8221
8281
8341

aagcagcagce
ctctgtgeat
ataaaattca
gtactattat
cagtgactte
taggecttggy
tctactccag
tcactctgte
tccegggtte
gecaccaccee
ccaggatggt
ggattacagg
tttcaatgeca
agtgcctgag
cactgtcace
atgtacccac
gcaggggccet
agaggggact
ctetttctac
tttggagcee
tectecegee
cagcccectte
agtggtecca
aggcaagtag
cctteocacca
ggacctgtgt:
accactgcca
caaccctggg
ctcctgagac
gtttttecac
gtgcaagggt
gaacgggcca
gaaggagagc
aagectgeceg
gectgtgececa
ctggggcaag
agtgcggaaa
cctttetect

ctggccagga

cggaacgtga
tgcgecegegt
cggcgeecceg
gctgaaccge
ccaggeggcey
gecggeaccyg

aggttaggaa
gccagecgge

gcgggagcag
caagagtctg
cccectacate
ctgetgagtg
gcegecccag

cegtgeecta

ggaagctgga
caggtctgag
cggtggtget
tgcegetcecta
cgtgggggeg
ctectctceg
getectgteg
gaccacgcecte
ggggcagggyg
ttggtatcegt
tgtaggtgaa
tecetggggat
aggccaacta
ctggatgggt
tctcetggace
gettgetgeg
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agegtgacge
geccacaaat
gcaagtagge
tactgcegtt
aacattcaac
actgaagact
ctatetgact
acccaggetg
acaccattcet
ccagctaatt
cttgatctee
cttgagccac
cagcgacctt
cagttgagta
ggggagccet
aagggecgge
gggagacatg

.gtgataggge

aggtgtgcta
aagaaagtga
tcattactet
tctceccteca
ttttgcaggt
gttcaagaag
tgtccatcte
gaacatgcca
gaaaggtgag
cctacagaat
cactatcecet
aagaatgaga
cctgatgaee
gggaggagcg
tctetggggy
caccaacceg
ctgccecggtyg
cagaaggcca
gcagatgaga
cagacaccaa

ccacgetcte

ctgcecgagea
ggggctgggt
tcgtgtgget
gaccggctga
cectecegacee
ccgaagecte

gtagaggagy
cgegggeteg

ccgecttcee
tcttegatga
gecgegetgt
ctgacggeeg
gggcecgegyge

cctteteceg

acacgggatt
agegetgeet
cggccaggaa
cegettgeac
cccegegggg
ceccgggttag
ccttacgtte
tgccaggtygy
taggggagga
tcecgggtgee
tcecaggtag
acagggagaa
ggacgctgge
ggtggagggag
tecagecetcet
agagaggaag

cttgttgaac
ggccatgaaa
acattctcaa
ttacagataa
aagtattatt
tacccaaggt
cctgaaccea
gagtgcagtg
cctgeectegg
tttttgtatt
tgacctegtyg
cgegeecgge
tttgagggte
caggggaagt
geccacttecc
caggcectca
taccctgect
agggtgggec
ccaccececaa
aaggtgctac
cctggtatca
caataccctt
gggtaaaceca

ggecttggece.

tcagaccact
ageggeecee
gagatgtgga
aggttgctgg
ctttgtcecee
tatggtatag
actgecageg
tcaggaagac
ggtctttagg
tgectecatg
ggctacaccg
gecccecaggt
gggaggcagg
ggcaagctge

gggtgcgeeg

agecgcggaac
gaccceteeg
acaggaacece
gectgggagta
cggtgtecce
agcccacgac

gaaggaggag
cegtceteag

tgaccaggaa
ceccgegtegt
actggggccea
ctcactgect
tectecgtet

cccecacectt
ggggttceggg

ctecectacce
cgecgtaace

gaggecttet -

acgggaagag
ctetgttgeg
ageegatgtg
ceggetgggg
gacctttgat
tacagaatgg
aatcccaggg

‘tegaacttge

ceccgegetee
gggtttetgt
tgectatgaa
ggcatgagtg

cttaactggg
acatttcaag
tgtagaacca
ggaaaccaag
aagtgectac
cacacagcta
agtttttttt
gegegatcte
cctececgagt
tttagtagag
atctgeecge
cctgaaccca
tgtecettttc
cctcagagag
cttccagtac
gecectggtaa
gtecttetgt
aggcceetgg
ctttgatcag
acacagccte
ccagacceca
tggaagtccea
agcttggaaa
ceccagetgty
gcagcaaaca
actgtetetyg
ggacctggge
atactcggag
agagaagtgce
aactgagcaa
getggecage
aggctggcag
cccaggggty
ggagtegetg
gacccttetg
gggacggget
agagcccage
tatgatggec

tgtcageecgt

tggggactgg
ceccagggcet
ggacaacgac
ctgcgacctg
taggcttecat
ccggacceeg

ccgagagggc
ceceetgetee

cggeccactg
tggegggetyg
cagtttetge
gecaggaccgg
cccagegeag

ctttecaege

agcagggggc
ckececgeag
acagctgtga
cgeccgteag
agcttgaggge
ccttecaggag
ectgecaage
ccaccagtte
cactgggtta
gtggcgetga
cctgggatte
tettggttee
gggctagtgt
ttcegectecg
attgaattaa
ggtttacaag
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aatgtgcaaa
tattgacttg
gagaagaatg
gctcagatca
tttgtggcaa
gcaggttgty
tttttettta
ggctcactge
agctgggact
agggggttte
cttggectcee
acttttagag
ctgaccagac
tgtgttgtce
caccggcage
gactacgcag
ccaaggaact
gtagagcagy
gaccagegat
tggggtggee
cacacctggg
gagggagagt
cttggagtag
tgactcagct
cagcccctge
tccacaacac
ggggtgctgg
acttggcatg
tttgagecte
gcagctgtag
cagggtgage
gaggcegggt
gctcactgeg
cctagaggtyg
cgacgtgagt
tgccaggaag
cttggetgee
gcgggoeteag

gggectegga

geggecacge
ccgggetcee
atccgecegt
gcacagtgec
gtcccactea
cctcagtece

gecgggcegad

tccacagect

agctgecggge
gtggcgetac
gccggeagee
cgagtacccyg
cttccacget

cccteceggag

ttccccagaa
gcecgeacee
geecgtgecag
ctaccagcac
‘cceggegtece
gatgcggacg
ggcgecgege
gagggtagge
ggcggaagaa
cctgatgggt
actgctgaga
ctctgggcege
gggagccagg
cccattcaaa
tggcacetce
cgectggage

tttttcactg
ggagttacaa
aggatcaact
gagtggttaa
gtgetcttee

gagtcaggag

agatggagtce
aagctcegee
acaggcacct
actgtattag

caaagtgctg

cagaaagtgt
cetgagggac
ctgcagttct
tgtaccacaa
aggagttgga
ctgcttggag
gaagecttgt
ggggatactg
tggggetete
attctggacc
tctgggaagy
caaggtcaca
ccctgetett
cagaaaggag
ctcactggaa
gggacagggg
gtectagact
agcttcteceg
ccagatgecca
agatggttgg
ggtgtgeegg
ttcecteeee
gagggcecace
gagtgagggt
gaggagggag
cagggagcece
ctaccgeggce

ggccacctac

cttetgecog
ggecgetctaa
ggtgcttegt
agaccccaac
tgcccgegea
agaccccggg

ctagattcceg
tgccggegaa

agcggeteeg
gcggggcegea
tcatcgecee
cccgecacaga
gcacccgaac

ctccegggga

cgettgtgge
gaggatctga
acgtitggeeg
gacetgggtg
ccgectcacyg
gcagectgege
gaccctecga
acaactgcta
gccegegact
tgtgagaatg

‘tceccaaate

cgggctgecaa
ttetgegact
tectggettt
teeecttegg
agetttgtee



8401
8461
8521 .
8581
8641
8701
8761
8821
8881
8941
9001
2061
9121
2181
9241
9301
9361
9421
9481
9541
9601
9661
9721
9781
9841
9901
9961
10021
10081
10141
10201
10261
10321
10381
10441
10501
10561

ategtcecggg
ggcggaggaa
ctgectcagece
cctegaggge
gaggccgteca
tgatteccgga
aggcatcatc
tgtggcctac
atctttecct
gtgtcccatt
tgcetttgaaa
agacagaaaa
taacgtgcaa
ccaagcccetg

‘acagagcagt

tatgcccaag
gtggtatatt
ttagaaatac
gaggccaagg

-ccegteteta

gctactcagg
aacagaggga
cattgactgt
gcactagtgt
tacacataac
cccagcaatce
acaatctggg
acateetttt
gttecacgect
gacttectga
taaaatttgt
agcgacacga
gecteggeet
tectacagga
cctoggtgot
cacagegedy
getgggcegea
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cggcaagecgt
tatgecaget
ccggacgtge
ggcaccgatg
ggcacaaatc
ggcccgetgg
agctggggat
tacctggecect
ccttggtgat
cccecagtge
atgctgagaa
gcgattcaca
aatctagatg
tgcaaggaga
agttctcaga
ttcecacctca
tgtaaaactc
ttagcattgg
caggtggatt
ctaaaataca
aggctgagge
gggaaagaga
ggegtggace
agtgggtetg
aaattctcegg
tgtttaacag
ggttgaatgg
ttcacaaaac
gtaatctegt
ccegectggg

ttttgetttet:

tectataata
cccaaagegce
taaccttaga
cgctecggga
caggecttee
cteggagege

tgtcagatgg
tcctgcagga
acggatccte
cgtgccaggt
tcaggtccac
tgtgtgagga
cgggetgtay
ggatccggga
tccgecagtga
ggccagectee
ggaaagctct
gcttctccac
ccagceccage
agctgcatgt
ccatacatta
gaccaattaa
cccagataat
ccgggcgegy
getecaggagt
agaaattage

‘aggagaatca

gagacagaaa
ctaagggctg
agagtccecctt

gctacacttt

cottgegggy
ttggttcect
cagettttta
cactttgaga
caacatagtg
ttagagacgg
gtttactata
tgggattaca
actgcgacag
cggcegecttg
cegegtggey
gatgggegac

ggtgtgaaga
ggcgcaggta
catcctecce
gagctcttag
agcgctgage
ccaagctgeca
tgaccgecaac
gcacaccgtt
gagagtgget
gcgecaggat
tttcttcatg
agctctcaga
taatgtttac
tattccttat
agatcacttg
atcagtatgt
tccatgtaca
tggctcacge
tcgaaaccag
cgggcacggc
cttgaaccgg
gaaaagaaaa
ggtgacatat
ggctagcagt
atactgetga
gattctgatg
tacaagtgaa
aaattaaaaa
ggctgaggeg
agacctcatce
ggectegete
atectcgctac
ggagtgagec
cactaaacge
tgtgacgteca
cectetatatt
tggaaggtcect
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aggcgctcectg
cegttectet
ggcatgetct
cceggttgge
tgegtgtttce
gagecgeegge
aagccagged
toctgattge
ggggcatgga
ggcgcaggaa
ggtcecgecg
gaacaaggtc
tgagcctagg
gagaaactaa
gggagegttt
ctagggatgg
gccaaggttg
ctgtaatcct
cectgggcaac
ggcgtgegee
caggaaggaa
aagaaaatag
cgttgtcece
accatcacca
acagaaagte
ttctctcatg
ggtetggetg
tagattggee
ggaggattgt
tcaaaaaaat
tgtggctcag
tgagttcaag
getgcgetet
ccacgeeccea
cageccecgec

teeecgagag

acatcagtge

tgttcegcagg
ccctggageyg
gcgcagggtt
gceccttecee
cgacecaggg
tcaccectgea
tctacacecga
tcagggacte
aggcaagatt
ctcaataaag
ggaaatgeca
tatgagatct
atactgtata
cattttgtet
tgagccaatce
ggcatgggta
agaatcegtgg
agcactttaa
acgatgaaac
tgtagtececa
ggaaggaaggd
aaaaaaagag
accceaacac
gggaacttgt
tggggtgagg
cttaagaacce
tccagacaca
agatgeggty
ttgagctcaa
tttttttaat
getggecgtace
cgatcecgece
gccaaaccca
cgtgccecag
cagectgect
gtgcgaggeg
agtgct
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