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DESCRIPCION

Uso de clasificadores de actividad génica para la clasificacion in vitro de perfiles de expresion génica de pacientes con
fallo multiorganico infeccioso/no infeccioso.

La presente invencion se refiere al uso de marcadores de actividad génica para la clasificacién de pacientes
que estan enfermos de un fallo multiorganico infeccioso o no infeccioso.

La invencion se refiere ademas al uso de estos clasificadores de actividad génica como valiosos parametros
guardados en dispositivos que se usan para el diagnéstico in vitro de pacientes con fallo multiorgéanico infeccioso o no
infeccioso. Ademas, la invencion se refiere a un dispositivo para el diagnéstico in vitro de pacientes que estan enfermos
de un fallo multiorganico infeccioso o no infeccioso.

Ademas, la invencion se refiere al uso de los marcadores/clasificadores de actividad génica para la clasificacion
de perfiles de expresion génica de pacientes para evaluar el efecto terapéutico de principios activos contra fallo
multiorganico infeccioso o no infeccioso.

A pesar de los avances en el entendimiento patofisiolégico y el tratamiento de apoyo, el sindrome del fallo
multiorganico (SFMO) o el fallo multiorganico (FMO) representa en pacientes que requieren cuidados intensivos la causa
mas frecuente de muerte y mundialmente sigue aumentando. Las consecuencias de este desarrollo no sélo son
considerables para los pacientes individuales, sino que tienen enormes repercusiones sobre los costes de la sanidad y el
avance médico en muchos campos de la medicina.

Como fallo multiorganico se designa el fallo que se produce al mismo tiempo o en un corto periodo de tiempo
de dos 0 més sistemas de 6rganos vitales. El sindrome del fallo multiorganico (SFMO) precede al FMO como fallo
organico inicial [1]. Actualmente se habla de fallo multiorganico cuando dos 0 mas 6rganos presentan al mismo tiempo o
sucesivamente fallos, descartandose un fallo organico crénicamente persistente [2]. El pronéstico del FMO depende
estrechamente del nimero de sistemas organicos implicados. La mortalidad asciende en el fallo de un érgano dentro de
las primeras 24 horas al 22%, después de 7 dias al 41%. En el caso de fallo de tres sistemas de érganos la mortalidad
asciende en el primer dia al 80% y después de 4 dias al 100% [3].

Para la puntuacién clinica del grado de gravedad de SFMO e FMO se usa regularmente la puntuacion de fallo
multiorganico (Multiple-Organ-Failure-Score) (puntuacion de FMO, de MOF-Score) de GORIS y col. [4] o
alternativamente también la puntuacion de la evaluacién de fallo multiorganico relacionada con sepsis (EIMRS) (Sepsis-
related Organ Failure Assessment (SOFA) Score) [5]. La puntuacién de FMO permite una clasificacién rapida y
clinicamente sencilla de la funcién de los 6rganos en tres grados. Una puntuacion de FMO > 4 designa regularmente en
la bibliografia clinica FMO [6]. La puntuacion de IMRS es un sistema de puntos que valora la rapida evaluacion clinica
de la funciéon respectivamente en cuatro grados de gravedad, los siguientes sistemas de érganos: respiracion
(pulmones), coagulacion, higado, aparato circulatorio, sistema nervioso central y rifion.

El FMO transcurre clinicamente en tres fases [7]

1. Organo de choque: El mecanismo patofisioldgico desencadenante es un déficit de perfusion de distinta génesis. Este
acontecimiento se produce en el plazo de horas y todavia no deja dafios permanentes.

2. Disfuncién orgénica: Un déficit de perfusion persistente en el plazo de los siguientes dias conduce a la formacién de
un SRIS (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica, de Systemic Inflammatory Response Syndrome, clasificado
segun [8]) con edemas locales y lesiones celulares. Esta fase se designa sindrome de fallo multiorganico (SFMO).

3. Fallo orgéanico: El déficit de perfusion persistente conduce a estasis en el area visceral, por lo que se produce
superinfeccion y translocacion de las endotoxinas del intestino. Esto conduce a una potenciacién de los sintomas
clinicos y al cuadro completo de sepsis. De la disfuncién organica resulta un fallo organico.

El SFMO y el FMO son cuadros clinicos con una complicada patofisiologia. Hasta hoy en dia s6lo se han
entendido insuficientemente las exactas causas moleculares de la aparicion y la complejidad de la respuesta huésped
inmunolégica-inflamatoria en infeccién grave y traumatismo que puede conducir al desencadenamiento de un SRIS y a
las correspondientes repercusiones cardiocirculatorias [9].

El SFMO y el FMO pueden ser de génesis tanto infecciosa como no infecciosa. EI SFMO y el FMO aparecen
regularmente como complicacion clinicamente importante en pacientes con sepsis, después de choque traumatico, en
pacientes después de operaciones utilizando el sistema de circulacion extracorporal, después de trasplantes de
organos, y otros (Figura 1). Un importante patomecanismo para la aparicion del SFMO y el FMO es el desarrollo de un
sindrome inflamatorio sistémico (SRIS, [8]). Los procesos patofisiologicos iniciados en el marco de un SRIS no implican
s6lo todos los componentes del sistema inmunitario, sino que perjudican al aparato cardiocirculatorio en todos los
niveles y no soélo se limitan a depresion miocéardica y vasodilatacion. Los cambios cardiocirculatorios, sobre todo en el
plano de la microcirculacion, forman la distancia final comin y producen una hipoxia de tejidos que se considera un
cofactor importante en la patogénesis del fallo multiorganico.
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La Figura 1 describe a modo de ejemplo los mecanismos mas importantes desde el punto de vista actual de la
aparicion del SFMO y el FMO [10]: un sistema inmunitario hiperactivo parece que desempefia una funcion central en la
aparicion del fallo multiorganico. A este respecto, el endotelio asume una funcién clave central mediante la secrecion de
citocinas mediante la mediacion de la adhesion de leucocitos. En las células endoteliales se activan cascadas de
transduccion de sefiales que por ultimo lugar conducen a la expresién y a la activacién de factores de transcripcion.

El conocimiento todavia incompleto de los procesos en la fase temprana del SFMO y el FMO es el motivo por el
que hasta hoy en dia no existe ningun diagnéstico sensible/especifico que pueda discriminar entre causas infecciosas y
no infecciosas. Los novedosos biomarcadores y diagndsticos, a partir de ahora también en el plano de la expresion
génica, pueden proporcionar informaciones diagndsticas esenciales para el reconocimiento temprano de fallo
multiorganico, asi como para diferenciar entre causas infecciosas y no infecciosas, de un SFMO y un FMO, y ademas
representan una contribucion importante para la aclaraciéon de los mecanismos patofisiolégicos de inflamaciones
sistémicas.

Los sintomas tempranos frecuentemente usados clinicamente como fiebre, leucocitosis, taquicardia y
taquipnea son completamente inespecificos en el diagnostico de un SFMO o un FMO, asi como en la diferenciacion
entre causas infecciosas y no infecciosas de un SFMO y un FMO. Los pardmetros que registran precozmente los
trastornos de la microcirculacién como cambios de pH de la mucosa intestinal [11] y el nivel de lactato en el lecho capilar
[12,13], la aparicion de un fallo respiratorio cuya causa no se encuentra en los pulmones [2], la subida de leucocitos-
elastasa [14,15], la altura del nivel de neopterina [16], la activacién de leucocitos polimorfonucleares y la altura del nivel
de IL-6 [17] son adecuados con limitaciones como parametros tempranos para la aparicion tardia de SFMO e FMO, pero
pueden no contribuir a la diferenciacion entre causas infecciosas y no infecciosas de un SFMO y un FMO. Por tanto,
existe una necesidad urgente de un nuevo procedimiento diagnéstico que mejore la capacidad del experto para
diferenciar precozmente SFMO o FMO no infeccioso de infeccioso y para obtener informacion de la respuesta a
tratamientos especificos.

Pero precisamente la diferenciacion entre causas infecciosas y no infecciosas de un SFMO y una FMO es de
suma importancia médica ya que mediante una diferenciacion tal pueden utilizarse méas especificamente, por ejemplo,
antibioticos, lo que, ademas de evitar efectos secundarios debido a la utilizacién inespecifica de antibidticos, también
contribuye a un considerable ahorro de costes. Igualmente, en el caso de presencia de un SFMO o un FMO no
infeccioso pueden evitarse medidas diagndsticas muy estresantes para los pacientes, asi como que requieren mucho
tiempo y personal (por ejemplo, transporte al CT/MRI), para la identificacién del sitio de infeccion respectivo, la
realizacion de amplios procedimientos microbioldgicos (por ejemplo, la investigacion de cultivos de sangre que también
estéd asociada a la extraccion de grandes cantidades de sangre), pero también el intercambio muy arriesgado de todos
los materiales de plastico conectados al paciente como catéter venoso, etc. Por el contrario, la rapida identificacion de
causas infecciosas de un SFMO o un FMO puede garantizar el comienzo inmediato de tales medidas y, por tanto, la
reduccion de la mortalidad.

Los avances tecnoldgicos, especialmente el desarrollo de la tecnologia de micromatrices, ponen al experto
ahora en situacion de comparar al mismo tiempo 10000 o mas genes y sus productos génicos. La aplicacion de tales
tecnologias de micromatrices puede facilitar informacién sobre el estado de la salud, los mecanismos de regulacion,
interacciones bioquimicas y redes de transmisioén de sefiales. La mejora del conocimiento sobre como reacciona un
organismo a infecciones facilitara el desarrollo de modalidades de reconocimiento, diagnostico y tratamiento para
enfermedades infecciosas.

Las micromatrices proceden de “transferencia Southern” [19] que representa la primera manera de proceder
para inmovilizar moléculas de ADN de un modo y manera espacialmente accesible sobre una matriz fija. Las primeras
micromatrices estaban constituidas por fragmentos de ADN, frecuentemente con secuencia desconocida, y se aplicaron
en forma de puntos sobre una matriz porosa (normalmente nailon). Rutinariamente se usaron ADNc, ADN gendmico o
bibliotecas de plasmidos, y el material hibridado se marcé con un grupo radiactivo [20-22].

Hoy en dia, el uso de vidrio como sustrato y la fluorescencia para la deteccidn, junto con el desarrollo de
nuevas tecnologias para la sintesis y para la aplicacion de acidos nucleicos en densidades muy altas, permite
miniaturizar matrices de acidos nucleicos con al mismo tiempo aumento del rendimiento experimental y del contenido de
informacion [23-25].

Una razén para la aplicabilidad de la tecnologia de micromatrices fue obtenida inicialmente por investigaciones
clinicas en el campo de la investigacion del cancer. Aqui, los perfiles de expresion han mostrado su utilidad en la
identificacion de actividades de genes individuales o grupos de genes que guardan relacion con determinados fenotipos
clinicos [26]. Mediante el andlisis de muchas muestras que procedian de individuos con o sin leucemia agua o linfomas
de linfocitos B difusos se encontraron marcadores de expresion génica (ARN) y a continuacion se aplicaron para la
clasificacion clinicamente relevante de estos tipos de cancer [26,27]. Golub y col. han descubierto que no pueden
hacerse pronosticos fiables por un gen individual cualquiera, pero que los prondsticos que se basan en el cambio de la
transcripcion de 53 genes (seleccionados de mas de 6000 genes que estaban presentes en las matrices) son muy
exactos [26].

Por el documento WO 03/002763 se sabe que la medicion de la expresion génica mediante micromatrices
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puede usarse en principio para el diagnéstico de sepsis y estados similares a sepsis.

La aplicabilidad fundamental de perfiles de expresion génica que pueden obtenerse, por ejemplo, mediante la
técnica de micromatrices para el diagndstico de SRIS, inflamaciones inflamatorias generalizadas, sepsis y sepsis mas
grave se describe en las solicitudes de patente alemanas de los solicitantes de la presente invencion DE 103 40 395.7,
DE 103 36 511.7, DE 103 150 31.5, asi como DE 10 2004 009 952.9.

De Feezor y col. [28] se sabe que las actividades génicas de pacientes que desarrollaron un SRIS con
sindrome de fallo multiorganico (SFMO) (“Multiorgan Dysfunction Syndrome”) debido a su tratamiento quirdrgico se
diferencian en comparacién con pacientes que bajo las mismas condiciones quirdrgicas desarrollaron un SRIS sin
SFMO. Sin embargo, estas investigaciones no facilitan informacion sobre la diferenciacion de FMO no infecciosa en
comparacion con FMO infeccioso, ya que en los pacientes no se detectd ninguna infeccion.

Para la clasificacion de perfiles de expresion génica ya se han descrito varios procedimientos y su aplicacion
para datos de expresién génica como, por ejemplo, andlisis de discriminacién lineal y cuadratica, predictores de
covariante compuesta (“Compound Covariant Predictor”), clasificacién del vecino mas cercano (“Nearest Neighbor
Classification”), arboles de clasificacion (“Classification trees”) o maquinas de vectores de soporte (“Support Vector
Machines”) [26, 29, 30, 31, 32]. Una vision general sobre la aplicacion de procedimientos de clasificacion para el andlisis
de datos de expresion génica se muestra en [33].

El objetivo de los procedimientos de clasificacion es el desarrollo de clasificadores multivariantes que hagan
posible una predicciéon sobre la pertenencia de un nuevo conjunto de datos a una clase. Asi pueden clasificarse
pacientes en pacientes que responden o que no responden, por ejemplo, mediante clasificadores referentes a su
reaccién a un tratamiento especial.

El desarrollo de clasificadores transcurre fundamentalmente en tres etapas: 1. La selecciéon de caracteristicas
estadisticamente relevantes de un gran conjunto de datos. Para analisis de la expresién génica se eligen inicialmente
mediante pruebas monofactoriales entre varias clases los genes estadisticamente relevantes basandose en su patron de
expresion como caracteristicas. 2. La determinacion de los clasificadores con ayuda de distintos procedimientos para la
clasificacion pone a disposicién en su final un conjunto de entrenamiento de clasificadores. 3. La validacion de este
conjunto de entrenamiento mediante nuevos conjuntos de pruebas no clasificados de perfiles de expresion génica y la
optimizacién del conjunto de entrenamiento.

En el documento WO 2004/108957 se describen en general la clasificacion de biomarcadores (acidos
nucleicos) y su uso para el diagndstico de SRIS o sepsis. No se describe una clasificacion y/o uso de los biomarcadores
para el diagndstico de fallo multiorganico infeccioso o no infeccioso.

En la solicitud de patente alemana no publicada DE 102004 049897 se muestra por primera vez marcadores de
actividad génica para la diferenciacion entre fallo multiorganico infeccioso y no infeccioso. Alli se describe el uso de 1297
genes distintos para el diagnéstico in vitro de pacientes que estan enfermos de un fallo multiorganico infeccioso o no
infeccioso.

La presente invencion parte del estado de la técnica mostrado en el documento DE 102004049897.041 en el
gue mediante investigaciones especificas se determin6 el perfil de expresion génica de muestras de pacientes cuyas
actividades génicas son adecuadas como clasificadores para el diagndstico in vitro para la diferenciacion de fallo
multiorganico infeccioso y no infeccioso.

El punto de partida para la invencion dada a conocer en la presente solicitud de patente es el conocimiento de
gue mediante clasificadores de actividad génica pueden agruparse los perfiles de expresién génica de pacientes con
FMO no infeccioso o con FMO infeccioso. El uso de estos clasificadores no es posible con los parametros clinicos
usados hasta la fecha para el diagnostico, pero son muy importantes para el inicio de una terapia especializada que
requiere cuidados intensivos.

Por tanto, el objetivo de la presente invencion se basa en diferenciar entre pacientes no infectados sin fallo
multiorganico, un fallo multiorganico no infeccioso y un fallo multiorganico infeccioso mediante el uso de clasificadores
de actividad génica.

El objetivo de la invencion se alcanza mediante marcadores de actividad génica segun la reivindicacion 1, un
procedimiento para la clasificacion de pacientes segun la reivindicaciéon 6, una micromatriz segun la reivindicacion 9 y un
dispositivo segun la reivindicacion 10.

A continuacion, el término “control por ITS” se usa para los pacientes que se trataron con cuidados intensivos
en los que sin embargo no pudo detectarse infeccion y no se diagnostico fallo multiorganico.

La presente invencion se refiere especialmente al uso de clasificadores de actividad génica mediante los cuales
los perfiles de expresion génica obtenidos in vitro de una muestra de paciente se clasifican en fallo multiorganico no
infeccioso e infeccioso.
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Ademas, usando los clasificadores, la presente invencién sirve para la evaluacion del curso durante la terapia
de pacientes que estan enfermos de causas no infecciosas e infecciosas de un fallo multiorganico.

Los clasificadores de actividad génica segun la invencion son ademas utiles como criterios de inclusién o
exclusion de pacientes que estadn enfermos de causas no infecciosas o infecciosas de un fallo multiorganico en estudios
clinicos de las fases 2-4.

Una forma de realizacion preferida de la invencion se refiere a poner a disposicion clasificadores de actividad
génica para el procesamiento electrénico, asi como para la preparaciéon de software para la descripciéon del pronéstico
individual de un paciente, para fines de diagnéstico y/o sistemas de gestion de datos de pacientes. Los clasificadores de
actividad génica se usan in vitro para esto como base para la evaluacion automatica de los perfiles de expresion génica
que van a investigarse en dispositivos diagndsticos. Los clasificadores de expresion génica se guardan a este respecto
como valiosos parametros en un software, en un circuito de conmutacion integrado, una EPROM u otras posibilidades
técnicas conocidas para el experto para el almacenamiento de parametros valiosos.

Otra forma de realizacion preferida de la invencion consiste en un dispositivo que usa los clasificadores de
actividad génica guardados como parametros valiosos para hacer posible un diagndstico in vitro de pacientes con fallo
multiorganico no infeccioso e infeccioso. Ademas de los clasificadores de actividad génica guardados como parametros
valiosos, un dispositivo tal contiene la posibilidad de comparar perfiles de expresion génica no clasificados de muestras
de pacientes con los clasificadores de actividad génica guardados y especificar el resultado resultante como
visualizacion técnica. La comparacion puede realizarse, por ejemplo, mediante el procesamiento electrénico de los
pardmetros valiosos de los clasificadores de actividad génica transformados en sefiales electrénicas con las sefiales
electrénicas que se obtuvieron de los perfiles de expresion génica que iban a investigarse. El resultado resultante de
esta comparacion consiste en la clasificacion del perfil de expresién génica que va a investigarse en una de las clases
fallo multiorganico no infeccioso o fallo multiorganico infeccioso. Como visualizacion técnica se utilizan visualizaciones
analdgicas y/o digitales como, por ejemplo, sistemas de puntuacion (similares a la puntuacion APACHE o EIMRS ya
usada en el diagnoéstico in vitro) o en geles de silice, sefales aculsticas u otros procedimientos conocidos para el
experto.

En una forma de realizacion preferida este dispositivo también hace posible ademas la creacién de perfiles de
expresion génica para la comparacion con los clasificadores de actividad génica guardados. Para esto, estos dispositivo
estan constituidos por un modulo para la preparacién de muestras de la muestra de paciente obtenida in vitro, un
médulo para la hibridacién de la muestra de paciente con sondas de actividad génica que se derivan de los
clasificadores de actividad génica, un médulo para la lectura de las sefiales de hibridacién, otro médulo para el analisis
de imagenes de las sefales de hibridacion leidas, un moédulo que hace posible la comparacion automética con el
clasificador de actividad génica guardado, asi como un médulo que hace posible la visualizacién de la comparacion
resultante. Para el experto es evidente que dependiendo del grado de automatizacién del dispositivo no todos los
maédulos deben combinarse en el dispositivo. Ejemplos de dispositivos que hoy en dia ya hacen posible una creacion
automatica/semiautomatica de perfiles de expresion génica son el Light Cycler de la empresa Roche, el Smart Cycler de
la empresa Cepheid o el AP-System de la empresa Clondiag Chip Technologies.

Ademas, para el experto es evidente que, ademés del procedimiento descrito en esta solicitud de patente para
la creacion de perfiles de expresidon génica mediante tecnologia de micromatrices, también pueden usarse todos los
otros procedimientos para andlisis de expresién génica diferencial.

Los clasificadores de actividad génica segun la invencion también pueden usarse para la preparacion de
sistemas expertos informaticos y/o para la modelizacién informatica de rutas celulares de transmision de sefiales.

Como clasificadores de actividad génica segun la presente invencion se usan genes y/o fragmentos génicos
gue se seleccionan del grupo constituido por SEQ ID 1.1 a SEQ ID 1.9, asi como fragmentos génicos de los mismos con
por lo menos 5-2000, preferiblemente 20-200, mas preferiblemente 20-80 nucledtidos.

Estas secuencias con SEQ ID I.1 a SEQ ID 1.9 estan comprendidas por el alcance de la presente invencion y
se dan a conocer en particular en el protocolo de secuencias que comprende 9 secuencias que, por tanto, es
constituyente de la descripcion de la presente invencion. Por tanto, el protocolo de secuencias también es constituyente
de la revelacion de la invencién. Este protocolo de secuencias contiene ademas una asignacion de las secuencias
individuales con SEQ ID 1.1 a SEQ ID 19 a su n° de registro de GenBank (acceso a Internet por
http://www.ncbi.nim.nih.gov/).

Para esto también pueden usarse analogos sintéticos hibridables de las sondas enumeradas.

También es posible el uso de mutantes de insercion, delecion o de intercambio de nucleétidos de las
secuencias con SEQ ID I.1 a SEQ ID 1.9 para los fines de la presente invencion, siempre y cuando estos mutantes no
modifiquen esencialmente el comportamiento de hibridacién de las secuencias para los fines de la presente invencion. Si
en la presente invencién se hace referencia a marcadores de actividad génica, entonces estan comprendidas tales
mutaciones.

En otra forma de realizacion, los clasificadores de actividad génica con SEQ ID 1.1 a SEQ ID 1.9 para la
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clasificacion de perfiles de expresion génica de muestras de paciente con fallo multiorganico no infeccioso o infeccioso
segun la Tabla 1 se asocian a reglas de seleccion légicas.

Tabla 1: Reglas de seleccion para la clasificacion de control de ITS, FMO no infeccioso o infeccioso

Clase Control de ITS Fallo r::]l;g::c::rigigico no Fallcznrrfweuclgic:)rgjnico
(SEQID1.1) T (SEQID1.3) T (SEQID1.5) T
y y y
(SEQID1.3) 4 (SEQID 1.6) (SEQID1L.7)
Clasificadores o] o] o]
(SEQID1.2) T (SEQID 1.4) T (SEQID1.8) T
y y y
(SEQID 1.4) 4 (SEQID1.5){ (SEQID1.9) 4

T actividad génica expresada en exceso, 4 actividad génica expresada en defecto

Otra forma de realizacion de la invencion se caracteriza porque los genes o fragmentos génicos enumerados
en la reivindicacion 1 y/o de sus secuencias derivadas de ARN se sustituyen por analogos sintéticos, aptameros, asi
como &cidos nucleicos de péptidos.

Otra forma de realizacién de la invencién se caracteriza porque la muestra se selecciona de: fluidos corporales,
especialmente sangre, liquido cefalorraquideo, orina, liquido ascitico, liquido seminal, saliva, liquido de puncién;
contenido celular o una mezcla de los mismos.

Otra forma de realizacién de la invencién se caracteriza porque las muestras celulares se someten dado el
caso a un tratamiento litico para liberar sus contenidos celulares.

Para el experto es evidente que las caracteristicas individuales de la invencién expuestas en las
reivindicaciones pueden combinarse discrecionalmente entre si sin limitacion.

Como clasificadores de actividad génica en el sentido de la invencién se entiende todas las secuencias de ADN
derivadas, secuencias parciales y analogos sintéticos (por ejemplo, acidos nucleicos de péptidos, PNA). La descripcion
de la invencion referente a la determinacién de la expresion génica en el nivel del ARN no representa ninguna limitacion,
sino solo una aplicacién a modo de ejemplo.

La descripcion de la invencion referente a sangre solo representa una aplicacion a modo de ejemplo de la
invencién. Como liquidos biolégicos en el sentido de la invencion se entiende todos los fluidos corporales del ser
humano.

Otras ventajas y caracteristicas de la presente invencion resultan de la descripcion de un ejemplo de
realizacion, asi como mediante el dibujo.

La Figura 1 muestra el desarrollo patolégico de fallo multiorganico a partir de diferentes estados médicos.

Ejemplo de realizacién

Investigacion para la creacion y la validacion de clasificadores de actividad génica para la clasificacion de
perfiles de expresién génica de muestras de pacientes en una de las clases: control de ITS, fallo multiorganico no
infeccioso o fallo multiorganico infeccioso.

Medicién de la expresion génica diferencial como base para el conjunto de entrenamiento:

Para la medicion de la expresion génica diferencial para la diferenciacion entre causas no infecciosas e
infecciosas de un fallo multiorganico se realizaron investigaciones de muestras de sangre completa de 57 pacientes en
total que se trataron en unidades de cuidados intensivos. Los datos de expresién génica totales formaron la base para la
creacion del conjunto de entrenamiento de los clasificadores de actividad génica.

Se extrajeron muestras de sangre completa de 31 pacientes que en el marco de su cuidado intensivo
desarrollaron un FMO infeccioso [clasificada segun 8].
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Ademas, se extrajeron muestras de sangre completa de 26 pacientes que en el marco de su cuidado intensivo
desarrollaron un FMO no infeccioso [clasificada segun 8].

Ademas, se extrajeron muestras de sangre completa de 18 pacientes que en el transcurso se trataron con
cuidados intensivos (a continuacion controles de ITS).

Como muestras de referencia sirvieron los ARN totales de lineas celulares SIG-M5.

En la Tabla 2 se representan caracteristicas seleccionadas de tres grupos de pacientes. A este respecto se
facilitan datos sobre la edad, el sexo y la puntuacién de EIMRS como medida de la funcién del sistema orgéanico.
Igualmente se especifican los niveles de proteina en plasma de procalcitonina (PCT) y CRP, asi como el nimero de
leucocitos de los pacientes.

Todas las muestras de pacientes se cohibridaron en una micromatriz con la muestra de referencia,
respectivamente.

Tabla 2: Datos de los grupos de pacientes

Controles de ITS | FMO no infeccioso | FMO infeccioso
Numero de pacientes 18 26 31
Sexo M/F 16/2 15/11 17/14
Edad [afios] 65 (15) 69 (10) 60 (17)
Puntuacién APACHE Il [puntos] 10* (2,8) 14,9 (3,4) 14 (10)
Puntuacién de EIMRS [puntos] 3,4* (1,7) 8* (3) 10* (3)
Numero de disfunciones organicas - 3() 3()
PCT [ng/ml] 0,56* (0,8) 3.8(6,7) 3.1(7.7)
CRP [ug/l] 68,5* (27,5) 80,2* (90,2) 188* (168)
WBC [no/l] 8.088* (3.554,2) | 12.300 (6.925) | 13.200 (8.150)

*p < 0,05

Descripcion experimental:

Después de extraer la sangre completa, el ARN total de las muestras se aislé aplicando el kit PAXGene Blood
RNA segun las especificaciones del fabricante (Qiagen).

Cultivo de células.

Para el cultivo de células (muestras de control) se utilizaron 19 criocultivos celulares (SIGM5) (congelados en
nitrégeno liquido). Las células se inocularon respectivamente con 2 ml de medio Iscove (Biochrom AG) complementado
con suero bovino fetal al 20% (SBF). Los cultivos celulares se incubaron a continuacion durante 24 horas a 37°C con 5%
de CO, en placas de 12 pocillos. Después se dividio el contenido de 18 pocillos en 2 partes con respectivamente el
mismo volumen de manera que finalmente estuvieran a disposicion 3 placas de la misma forma (en total 36 pocillos). El
cultivo continué a continuacion durante 24 horas bajo las mismas condiciones. A continuacion se reunieron los cultivos
resultantes de 11 pocillos de cada placa y se centrifugaron (1000 x g, 5 min, temperatura ambiente). El sobrenadante se
desecho y el sedimento celular se disolvié en 40 ml del medio anteriormente mencionado. Estas células disueltas en 40
ml se repartieron a partes iguales en dos matraces de 250 ml y se incubaron de nuevo después de 48 horas de
incubacion y adicién de 5 ml del medio anteriormente mencionado. 80 ul de los 2 ml restantes de las dos placas
restantes se afiadieron a pocillos vacios de las mismas placas que ya se habian preparado previamente con 1 ml del
medio anteriormente mencionado. Después de 48 horas de incubacién sélo se procesé una de las placas de 12 pocillos
del siguiente modo: de cada pocillo se extrajeron 500 ul y se reunieron. Los 6 ml resultantes de esto se afiadieron a un
matraz de 250 ml que contenia aproximadamente 10 ml de medio fresco. Esta mezcla se centrifugd 5 minutos a 1000 x
g a temperatura ambiente y se disolvié en 10 ml del medio anteriormente mencionado. El posterior recuento de células
produjo el siguiente resultado: 1,5 x 10" células por ml, 10 ml de volumen total, nimero total de células: 1,5 x 108. Como
el nimero de células no era todavia suficiente se afiadieron 2,5 ml de la suspension de células anteriormente
mencionada en 30 ml del medio anteriormente mencionado en un matraz de 250 ml (75 sz) (en total 4 matraces).
Después de 72 horas de tiempo de incubacion, a los matraces se les afiadieron respectivamente 20 ml de medio fresco.
Después de la siguiente incubacion de 24 horas se realiz6 el recuento de células como se ha descrito anteriormente,
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gue dio un namero de células total de 3,8 x 108 células. Para alcanzar el nimero de células deseado de 2 x 10° células,
las células se resuspendieron en 47,5 ml del medio anteriormente mencionado en 4 matraces. Después de un tiempo de
incubaciéon de 24 horas, las células se centrifugaron y se lavaron dos veces con tampén fosfato sin ca” ni Mg2+
(Biochrom AG).

El aislamiento del ARN total se realiza mediante el kit NucleoSpin RNA L (Machery&Nagel)
correspondientemente a las indicaciones del fabricante. El procedimiento anteriormente descrito se repitié hasta que se
alcanzé el nimero de células necesario. Esto fue necesario para alcanzar la cantidad necesaria de 6 mg de ARN total, lo
gue se corresponde con aproximadamente una eficiencia de 600 ng de ARN por 10° células.

Transcripcion inversa/marcado/hibridacién

Después de extraer la sangre completa, el ARN total de las muestras se aisl6 usando el kit PAXGene Blood
RNA (PreAnalytiX) segin las especificaciones del fabricante y se comprob6 para su calidad. De cada muestra se
tomaron alicuotas de 10 pug de ARN total y junto con 10 pg de ARN total de células SIGM5 como ARN de referencia se
transcribieron en ADN complementario (ADNc) con la transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen) y el ARN se
eliminé a continuacion de la mezcla mediante hidrdlisis alcalina. En la mezcla de reaccién se sustituydé una parte del
dTTP por aminoalil-dUTP (AA-dUTP) para hacer posible posteriormente el acoplamiento del colorante de fluorescencia
al ADNc.

Después de la purificacion de la mezcla de reaccion, los ADNc de las muestras y los controles se marcaron
covalentemente con el colorante de fluorescencia Alexa 647 y Alexa 555 y se hibridaron sobre una micromatriz de la
empresa SRIS-Lab. Sobre la micromatriz usada se encuentran 5308 polinucleétidos inmovilizados con una longitud de
55 - 70 pares de bases que representan respectivamente un gen humano y puntos de control para el aseguramiento de
la calidad. Una micromatriz esta dividida en 28 submatrices con una rejilla de 15x15 puntos.

La hibridacién y el posterior lavado o secado se realizé en la estacion de hibridacion HS 400 (Tecan) segun las
indicaciones del fabricante durante 10,5 horas a 42°C. La disoluciéon de hibridacion usada estd constituida por las
muestras de ADNc marcadas respectivas, 3,5x SSC (1x SSC contiene cloruro sddico 150 mM vy citrato sédico 15 mM),
dodecilsulfato de sodio al 0,3% (v/v), formamida al 25% (v/v) y 0,8 ug pl™ de cada uno de cot-1 DNA, ARNt de levadura
y ARN de poli-A. El posterior lavado de las micromatrices se realiz6 con el siguiente programa a temperatura ambiente:
cada 90 segundos lavado con tampdn de lavado 1 (2x SSC, dodecilsulfato de sodio al 0,03%), con tampén de lavado 2
(1x SSC) y por ultimo con tampo6n de lavado 3 (0,2x SSC). Después, las micromatrices se secaron bajo una corriente de
nitrdgeno con una presién de 2,5 bar (0,25 MPa) a 30°C durante 150 segundos.

Después de la hibridacion, las sefiales de hibridacién de las micromatrices se leyeron con un escaner GenePix
4000B (Axon) y las relaciones de expresion de los genes diferencialmente expresados se determinaron con el software
GenePix Pro 4.0 (Axon).

Evaluacion:

Para la evaluacion, la intensidad media de un punto se determiné como la mediana del valor de los pixeles de
puntos correspondientes.

Correccion de fallos sistematicos:

La correccion de fallos sistematicos se realizd segun el planteamiento de Huber y col. [34]. A este respecto, el
sesgo aditivo y multiplicativo dentro de una micromatriz se estimo a partir del 70% de las muestras de genes presentes.
Para todos los otros célculos las sefiales se transformaron mediante arco seno hiperbdlico.

Para los analisis se calcularon las relaciones relativas normalizadas y transformadas de las sefiales de las
muestras de pacientes frente a los controles generales. Es decir, para el gen j del paciente n el calculo dio el valor Gj,n =
arcsenh(Scy5(j,n)) - arcsenh(Scy3(j,n)) en la que [SCy3(j,n), SCy5(j,n)] designa el par de sefiales correspondiente. Si
para un pacientes no pudo valorarse un punto (por ejemplo, mancha sobre la imagen escaneada), entonces el valor
correspondiente se designd como inexistente (‘missing value’).

Comparacion estadistica:

Para la comparacion se usoé la prueba de Student de muestras al azar para datos emparejados por gen. Ambas
muestras al azar contuvieron los valores de los grupos de pacientes FMO no infeccioso o FMO infeccioso. Para la
seleccidn de genes diferencialmente expresados se valor6 el valor de p correspondiente. Para el grupo de los genes
seleccionados el valor de p correspondiente fue inferior a 0,05.
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Tabla 3: Actividades génicas significativamente aumentadas en muestras de pacientes con FMO infeccioso en

comparacion con las actividades génicas de pacientes con FMO no infeccioso

Valor de expresion medio . .
. Desviacion estandar
normalizado y transformado
Numero de Valor ID de
registro de d Grupo de Grupo de Grupo de Grupo de .
GenBank ep pacientes con | pacientes con | pacientes con | pacientes con secuencia
FMO no FMO FMO no FMO
infeccioso infeccioso infeccioso infeccioso
N32857 0,00 -2,99 0,20 1,42 2,78 1
N32853 0,00 -0,85 1,60 2,15 2,89 2
N32495 0,00 -2,38 -0,56 1,37 0,40 3
Al701077 0,01 -0,33 1,46 0,17 3,08 4
M87790 0,00 1,18 2,93 1,13 1,24 5
AI559317 0,01 0,20 1,83 0,54 2,60 6
N34897 0,00 -2,60 -1,05 1,61 0,54 7
AA907084 0,02 0,53 1,94 0,49 2,58 8
N45223 0,00 -2,88 -1,54 1,24 0,57 9

Los nimeros de registro de GenBank citados en la Tabla 3 (acceso a Internet por http://www.ncbi.nim.nih.gov/)
de las secuencias individuales estan asignados en el protocolo de secuencias adjunto a esta solicitud en particular
respectivamente a una ID de secuencia (SEQ ID 1 a SEQ ID 91).

Ademas, las secuencias se dan a conocer en su interior en particular.
Este protocolo de secuencias es constituyente de la descripcion de la presente invencion.
Adicionalmente, estas secuencias se dan a conocer en la solicitud de patente alemana n° DE 102004049897.0.

Creacidn de clasificadores de actividad génica (conjunto de entrenamiento)

A partir de todas las actividades génicas medidas se crearon mediante el software MediPred (empresa
Biocontrol Jena GmbH) clasificadores de actividad génica y reguladores de seleccion que hacian posible una
clasificacion del patron de expresion génica en las clases FMO infeccioso e FMO no infeccioso (Figura 2). A este
respecto se determinaron gen por gen valores umbral para expresion alta y baja (en la Figura 3 se designa Ciin ¥ Cimax) Y
se extrajeron genes con comportamiento de expresion génica tipico y robusto por clase de pacientes.

Prueba de clasificadores de actividad génica en perfiles de expresiéon génica todavia no clasificados (conjunto de

prueba)

Los clasificadores de actividad génica fijados se probaron mediante las reglas de seleccién definidas en un
conjunto de prueba de en total 190 patrones de expresion génica todavia no clasificados de controles de ITS (56),
pacientes con FMO no infeccioso (75) o pacientes con FMO infeccioso (59) y se validaron mediante datos clinicos.

Para esto se seleccionaron perfiles de expresion génica de pacientes que fueron clinicamente diagnosticados
como controles de ITS o FMO no infeccioso o FMO infeccioso. Si en la posterior comparacién con el conjunto de
entrenamiento pudo establecerse que los patrones de expresion que iban a clasificarse eran el conjunto de
entrenamiento dentro de los limites de expresion fijados mediante las reglas de seleccion de los clasificadores de
actividad génica correspondientes (habiéndose aplicado al mismo tiempo las reglas de seleccidn), entonces el patron de
expresion que iba a clasificarse se asigné a la clase correspondiente.

De la Tabla 4 es evidente la pertenencia del conjunto de prueba a las clases correspondientes. Por lo tanto, el
86% de los controles de ITS, el 80% de los pacientes con i fallo multiorganico no infeccioso, asi como el 63% de los
pacientes con fallo multiorganico infeccioso pudieron clasificarse correctamente en la clase correspondiente.
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Tabla 4: Proporcion en porcentaje de 190 perfiles de expresion génica a clasificar en las clases control de ITS, FMO no
infeccioso e FMO infeccioso

Grupos de pacientes

Controles de
ITS

Fallo multiorganico no
infeccioso

Fallo multiorganico
infeccioso

75 59
Numero de perfiles de expresion génica a 56
clasificar (varios dias de 16 (varios dias de 35
pacientes) pacientes)
Controles de ITS 86 4 14
Pertenencia a las Fallo multlorganlco no 13 80 16
infeccioso
clases [%]
Fallo multiorganico 5 16 63

infeccioso

Por tanto, los clasificadores de actividad génica pueden aplicarse junto con las reglas de seleccion para la

invencion.
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nesa,c got.

misc_feature

(516)..(516)

nesa,c got.

misc_feature

(552) .. (552)

nesa,c got.

misc_feature

(564)..(564)

nesa,c got.

misc_feature

(589)..(589)

nesa,c got.

2
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15

ggcaaggaat

agceccttatat

tgettgteet

actgatgaca

ctgttatace

ttaagcttct

cagtcttatt

ttaatctgte

gagtacccgn

cttatattac

cttgagtgt

<210> 3
<211> 599
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

aacaaaataa

attattacaa

gttttgttca

ttatctatca

tteottetty

acaatccata

tttacaaaac

ttecectacee

tatcnggaat

cngtgagtat

Homo sapiens

misc_feature
(495)..(495)

nesa,c got.

misc_feature
(527)..(527)

nesa,c got.

tagaaactcc

tgtggcaatc

aaccacgata

accacatcac

aaacaaaatc

aaaatgataa

attgacttta

ttgtttaaaa

ccttgggaca

cccnatctgg
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atatatatta

aagaggaaaa

attttaaata

acctggaaca

ctgtcattic

aacaataaaa

aaagtccctg

azaaatagaa

gtggtnttgg

acacgggaat

15

gaaaaagatc

ctcaagacaa

aatagtaatg

cagtagataa

attctcattt

tggtccaaca

gagattttaa

tcatgtgtca

attccaatat

cctaatgenc

tgtaagtttyg

ctgtgcgcectg

ttcaacattc

taaatggcag

taactttgtg

ttatctagtce

ttttactggt

ttattgggtt

ggaatattgg

gtggacatcc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

609
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<221>
<222>
<223>
<220>
<221>
<222>
<400> 3

tgcttattga

taaaaatatg

agttggctat

aattttttaa

attcaaaaca

ataatccaat

gatgatgtca

gtatcaagtt

gaggagctct

acctgcattt

<210> 4

<211> 436
<212> ADN
<213>

<400> 4

ttttgagata

actgcaacct

misc_feature
(539)..(539)

nesa,c,got.

misc_feature

(598)..(598)

tttttitaag

ttacatzaaa

ttcecttatte

atccactgcc

attttaattg

ctgagttggt

gagcatgggyg

cagctttcaa

tgaanggatg

tcccecgttaa

Homo sapiens

tctgagggaa

atgagcaact

aaggagacag

acttctgctyg

tactgttaac

ctgttgggca

cacagtattt

tgggtaagaa

gagagatttg

caagccggtg
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attacccaaa

gtgataacaa

agctaccaga

aaacaaaagt

tettecteca

ttagcagaca

ataaatgtct

atccccaata

gatgggcccy

tagaagteccg

atgtgtcatt

ataaaacttg

atacatcaag

caactgataa

ftttttaatt

tagtcactgg

cctttaagaa

ccagttgtgt

tgatccenatt

gtttccaagg

ccttaacatt

gagagaaaaa

atagcgcaca

gaaaattccc

tcatgaagtc

agaggagtga

agtgtaagta

cagcaggaag

ggattggtna

ctgcecatnt

gagtcttact gtgtcaccaa ggctgcaggy caatggectg atcttgactc

cagccteceg agtagctggg actacaggea tgcgcoccacca cacccagcta

16

60

120

180

240

300

360

420

480

540

599

60

120



cotttttity

ggactctaac

acaggcatga

ttcaaaaccc

ctatctggat

ttcttgatet

<210> 5

<211> 877

<212> ADN

<213>

<400> 5

caagaggcag

cctecactcag

tgggtctect

ttataacctt

tgaggtcagt

cacggcctcc

atgttgttgt

tcctgacctce

gccaccacge

cagtccgact

gaaggaccca

ctaccc

Homo sapiens

cgcicteggg

gacacagggt

ggacagtcga

gtctectggt

aagcggecct

ctgacaatct

atttctagta

cagtgatcca

cccacctgac

gctaaccttt

cctcaggttc

acgtcteccac

cctgggceca

tcaccatctc

accagcagca

caggggttte

ctgggctcca

ES 2357853 T3

gagacagggt

cctgectegg

tcccagtcte

gacctcttgg

ttgttgaagc

catggcctygg

gtctgcectg

ctgcactgga

cccaggcaaa

taatcgctte

ggcigaggac

17

ttcgeccatat

cctcccaaag

ttattaccca

atttcecctcec

tcagatcttg

gctctgetge

actcagcctg

accaacaatg

gcccecaaaa

tctggeteca

gaggctgatt

tggccaggat

tgttgggatt

acctgcaatt

ccgcactece

taccgctgte

tcectecacecet

cctecegtgte

atgttgggag

tcatgattta

agtctggcaa

attactgctg

180

240

300

360

420

436

60

120

180

240

300

360



ctcatatgcea

tcagcccaag

cazacaaggcc

ctggaaggca

aagcaacaac

ccacagaagc

cectacagaa

ggatcccagg

caataaaccc

<210> 6

<211> 371
<212> ADN
<213>
<400> 6

tttttttttt

tcaccccceca

gggaaaaaaa

ggtagttaca

gctgcceccct

acactggtgt

gatagcagcc

aagtacgcgg

tacagctgcec

tgticatagg

ggaggggtcet

tcaataaata

Homo sapiens

ctgtggtttt

cggtcactct

gtctcataag

ccgtcaaggce

ccagcagceta

aggtcacgeca

ttctaaacece

ctcctececac

ttcteattgt

ES 2357853 T3

cggcggagyy

gttcecgecee

tgacttctac

gggagtggag

tctgagectg

tgaagggagc

tcaccceece

cccaaggceat

caatcac

accaaactga

tcctctgagg

ccgggagccg

accaccacac

acgcctgage

accgtggaga

cacgggagac

caagccctte

ccgtcctagg

agcttcaagc

tgacagtggc

cctccaaaca

agtggaagtc

agacagtggc

tagagctgceca

tccctgeact

trttttrttt tttttttttt tttbttbttt tttttttttt ctottticte

aaaaaaatta aaaattaaaa aaaaaaagaa acacaccggc ctcceccecttttg

ggggcceccca aaacccccaa agggggggga cctttgggaa aggceccccaa

18

420

480

540

600

660

720

780

840

877

60

120

180
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agggtttgga aasaagtitt gggtttgggc ccaatttggg tttamaaaaa aaaccccctt 240

300

tcaazaacca ataaaatttt aacccaggaa aacggyggyggg ggggcccccg ggaaaaaacce

cttttitggg gggccettit ttttttttit acccaggggc ccccccaaza aggggoggag 360

10

15

9999999999 ¢

<210> 7
<211> 301
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 7

taacatgtgg

ataatgacat

tgtcttecatt

tcccaagtgt

cacgccaggyg

<210> 8
<211> 587
<212> ADN
<213>

<400> 8

Homo sapiens

misc_feature
(165)..(165)

nesa,c,got.

tgaagtttaa

aattggctgt

agtttcatta

ggggtaggtyg

tgaagtgaga

Homo sapiens

ttattcaata

ggatgtgett

gtcttcatga

ttgatgectt

actctcaggyg

atggttccaa

ttgtgtggece

ggtcaggect

gagagtgcca

gtcacctete

19

ttattaaaca

acataaactc

gggghagctc

gagtgacaca

cttgttccac

tgactattgc

caggaaactt

gtttgactct

ggtcatgacc

atctgtecttt

371

60

120

180

240

300

301
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ttatgcecttge

gtttctgtat

cataatatgt

ccctgagagg

ggctgttctg

gacagagata

catacttgtt

tgttgcaatc

tgaaacaccc

tgaagggcaa

<210> 9
<211> 532
<212> ADN
<213>
<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 9

ttittattta

Ctacaccatg

gctcgaccca

cagaagctgt

ttgcaagttt

ccggaccegt

ggagatgtcc

tttacattgc

tggttgagga

tgtgtccgte

Homo sapiens

misc_feature
(477)..(477)

nesa,c got.

gagatttttc

aacatacacg

gctctcagtg

cactgttecce

agagatccac

ctaggattcc

aaattgcagt

ccatggaggg

gagtcttgat

ctigtcgecaa

ES 2 357

ataggctgca

atgacagcaa

ctctectgcaa

ctggcactgg

gtggtcageg

gttgttggce

ttgcttcaca

gagtattgcc

tacctcceatce

gcattaaggt

20
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gtttcacact

gtatttattg

gecctcagtcee

ggegaaaadqg

cctcaacgct

gcaagtgcag

gagggccaco

gtgcctgtct

tgacaccgtc

cggetee

gaataaattt

aacaccacct

ttgaagtcac

gacatgtagg

ggttccatca

aggcgticge

acgataggca

tgataatcga

taaagccaga

60

12¢

180

2490

300

360

420

480

540

587



caacttctat

atcaaaaata

acatcatgac

cttattacat

accccaaagt

tgtttatctc

a;aaatttat

tatttaaaaa

gtggacacac

ggtggtttta

tagctcaaac

agctcaaagt

tictaaacag

actcacattc

atctcacaat

tttataaaca

gatttctgga

accaggcaaa

ttatgaaaca

cttcctacac

tagctatttg

agtgctattt

tggctacatt

ttacatttat

tggtactaca

acacaccatc

tecaggeegg
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aaataaacct

tgataaaaat

aaataaatca

ttccttttte

tggaaaacta

gtattaattt

aattttaaaa

aaaaagatac

aggaattaag

21

ttcaatatca

aatatatate

tcatactttt

taagagaaac

tttgaaagat

aaatggctac

cttcctgttc

tgttagaaaa

acgggtttag

tattcaaatt

attcacatca

gaaagctact

tataaagcat

taaaccttca

agaactattt

taaaagtaac

tttcecnaga

60

120

180

240

300

360

420

480

532
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REIVINDICACIONES

1. Uso de polinucleodtidos que se seleccionan del grupo constituido por: SEQ ID 1.1, SEQ ID 1.2, SEQ ID 1.3, SEQ
ID 1.4, SEQ ID I.5, SEQ ID 1.6, SEQ ID 1.7, SEQ ID 1.8 y SEQ ID 1.9 o secuencias parciales de los mismos con una
longitud de 20 a 200 nucle6tidos como marcadores de actividad génica para la clasificacion de pacientes como “no
infectados sin fallo multiorganico” o como “no enfermos de fallo multiorganico infeccioso” o como “enfermos de fallo
multiorganico infeccioso”.

2. Uso segun la reivindicacion 1, en el que las secuencias parciales de los polinucleétidos tienen una longitud de
20-80 nucledtidos.

3. Uso segun la reivindicacion 1-2, caracterizado porque una expresion en exceso de SEQ ID I.1 y una expresion
en defecto de SEQ ID 1.3 0 una expresion en exceso de SEQ ID 1.2 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.4 indica la
clasificacion “ninguna infeccion y sin fallo multiorganico”;

una expresion en exceso de SEQ ID 1.3 y una expresiéon en defecto de SEQ ID 1.6 0 una expresion en exceso de SEQ
ID.I,4 y una expresién en defecto de SEQ ID 1.5 indica la clasificacion “fallo multiorgéanico no infeccioso”;

una expresion en exceso de SEQ ID 1.5 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.7 o una expresion en exceso de SEQ ID
1.8 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.9 indica la clasificacion “fallo multiorganico infeccioso”.

4, Uso segun la reivindicacion 1-3, caracterizado porque las secuencias o las secuencias parciales de
polinucledtidos se sustituyen al menos parcialmente por analogos sintéticos, aptameros y/o &cidos nucleicos de
péptidos.

5. Uso segun la reivindicacion 1-4 en una micromatriz.

6. Procedimiento para la clasificacién de pacientes que estan enfermos de un fallo multiorganico infeccioso o no
infeccioso que comprende las etapas:

aislar ARNm de una muestra de paciente;
marcar el ARNm con una unidad detectable;

poner en contacto el ARNm marcado con los marcadores de actividad génica segun la reivindicacion 1 de
manera que los marcadores de actividad génica individuales también estén presentes separados entre si después de la
puesta en contacto;

lavar los marcadores de actividad génica hibridados;
estimular la unidad detectable de manera que ésta emita una sefial;

leer las sefiales de hibridacién para cada marcador de actividad génica individual y comparar con una muestra
de referencia de un paciente sano,

indicando una expresién en exceso de SEQ ID I.1 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.3 0 una expresion en
exceso de SEQ ID 1.2 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.4 la clasificacion “ninguna infeccién y sin fallo
multiorganico”;

indicando una expresion en exceso de SEQ ID 1.3 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.6 o una expresion en
exceso de SEQ ID 1.4 y una expresién en defecto de SEQ ID 1.5 la clasificacion “fallo organico no infeccioso”; y

indicando una expresién en exceso de SEQ ID 1.5 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.7 o una expresién en
exceso de SEQ ID 1.8 y una expresion en defecto de SEQ ID 1.9 la clasificacion “fallo multiorganico infeccioso”.

7. Procedimiento segin la reivindicacion 6, caracterizado porque la muestra de paciente comprende fluidos
corporales, especialmente sangre, liquido cefalorraquideo, orina, liquido ascitico, liquido seminal, saliva, liquido de
puncion, contenido celular o una mezcla de los mismos.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 6 6 7, en el que el procedimiento se realiza con una micromatriz.

9. Micromatriz para la clasificacion de pacientes con fallo multiorganico infeccioso o no infeccioso constituida por
polinucledtidos con las secuencias SEQ ID 1.1, SEQ ID 1.2. SEQ ID 1.3, SEQ ID 1.4, SEQ ID I.5. SEQ ID 1.6, SEQ ID 1.7,
SEQ ID 1.8 y SEQ ID 1.9 o secuencias parciales de los mismos con una longitud de 20 a 200 nucleétidos.

10. Dispositivo para la clasificacion de pacientes con fallo multiorgénico infeccioso o no infeccioso que comprende;

un modulo para la preparacion de muestras de la muestra de paciente obtenida in vitro, un médulo para la
hibridacién de la muestra de paciente con sondas de actividad génica que se derivan de los clasificadores de actividad
génica constituido por clasificadores de actividad génica con las secuencias SEQ ID I.1, SEQ ID 1.2, SEQ ID 1.3, SEQ ID

22
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1.4, SEQID I.5, SEQ ID 1.6, SEQ ID 1.7, SEQ ID 1.8 y SEQ ID 1.9 0 secuencias parciales de las mismas con una longitud
de 20 a 200 nucleétidos,

un médulo para la lectura de las sefiales de hibridacion,
un médulo para el andlisis de imagenes de las sefiales de hibridacién leidas,

un moédulo que hace posible la comparaciéon automatica con clasificadores de actividad génica guardados de
pacientes sanos y

un médulo que hace posible la visualizacién de la comparacion resultante.
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Figura 1

Estados medicos mas distintos como SRIS, trasplantes, grandes
intervenciones quirurgicas, traumatismos, etc.

. TFNo IL- e e
Activacion de IL-8”II1I-_51 Activacion de Activacion de

, —_——— g g
macrofagos y endotelio leucocitos

monocitos

Selectina

ICAM
VCAM

Adhesion de
leucocitos

. 4
Migracién de
inmunocitos

al tejido
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Figura 2

Reglas de prediccion

SeqiD 117 | SeqiD 1,31 | Seq-D151
Y Y Y
SeqiD13{ | SeqD16L | Seq-Di7 L

0 o) 0

Pacientes con _
diagnéstico clinico | SeiD12T | SexriD14® | Sea-IDisT

) . Y Y
correspondiente [numero]| Ses-D14al | SeciD 151 | SeaiDi9 T

B N

RPN e £t

Controles de ITS [18]

FMO no infeccioso [26]

SRR
i G

S e s R SR

S\ o 0 MR RN A
O] e B IR Kb b

[0 P 2 T R a0

FMO infeccioso [31]

R s s

FMO no ' FMO
Definicién Control de ITS| infeccioso infeccioso

Proporcion en
porcentaje de P(T+/K+)
patrones correc- 88,9 80.9 71,0
tamente clasificados|
Proporcion en
porcentaje de P{T-K-) ‘
patrones erronea- 98,1 81,6 | 92,5
mente clasificados
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