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DESCRIPCIÓN

GNLY como marcador epigenético para la identificación de linfocitos citolíticos naturales que expresan CD56

La presente solicitud se refiere a un procedimiento, en particular un procedimiento in vitro para identificar linfocitos 
citolíticos naturales en un mamífero, preferentemente CD3-, linfocitos NK no derivados de linfocitos T, pero en 
ciertas realizaciones también linfocitos T NK CD3+, que expresan a menudo las proteínas de superficie CD16 y/o 5
CD56, que comprende analizar el estado de metilación de al menos una posición CpG en los genes CX3CR1 y/o 
FGR y/o NKG7 y/o GNLY, en particular sus regiones reguladoras corriente arriba, y en particular del promotor de 
otras regiones conservadas los de genes CXC3CR1 y/o FGR y/o NKG7 y/o GNLY, en los que la desmetilación en al 
menos una CpG en la muestra analizada de al menos un 70 % es indicativa de linfocitos NK que expresan CD56, 
que también pueden ser linfocitos NK CD8+, o CD8-, CD56 oscuros o brillantes, CD16+ o CD 16-. Los 10
procedimientos de la presente solicitud son útiles para la detección, la cuantificación y para asegurar la calidad y el 
control de linfocitos NK. Además, la presente invención se refiere a un kit para llevar a cabo los procedimientos 
anteriores para analizar el estado de metilación de al menos una posición CpG en el gen CX3CR1 y/o los genes 
FGR y/o NKG7 y/o GNLY que permiten un análisis preciso incluso en muestras de calidad sub-óptima, tal como la 
sangre, muestras de tejidos o suero que no se han obtenido recientemente.15

Antecedentes de la invención

Los linfocitos citolíticos naturales son linfocitos citotóxicos granulosos, derivados de células hematopoyéticas 
progenitoras CD34+ (HPC). Representan un componente esencial del sistema inmunitario. Comprenden 
aproximadamente de un 5 a 20 % de los linfocitos del bazo, hígado, y sangre periférica y también están presentes –
aunque con una frecuencia menor – en la médula ósea, el timo, y en ganglios linfáticos. Se identifican originalmente 20
por su capacidad para destruir ciertas células diana (tumorales) sin sensibilización. Esta destrucción funciona in vivo
e in vitro y no se restringe a la expresión de moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) por la 
célula diana. Los linfocitos NK también poseen una actividad citotóxica natural contra células conspicuas, tales 
como, pero sin restricciones, células infectadas (con virus) y/o tumorales. Además, median en la citotoxicidad celular 
dependiente de anticuerpos (ADCC) de dianas mediante el FccRIII (CD16), un receptor que se une a la parte Fc de 25
los anticuerpos. En general, el identificador tradicional para los linfocitos NK humanos es la ausencia del complejo 
de receptor de linfocitos T (TCR, CD3), junto con la expresión de CD56, una isoforma de 140 kDa de la molécula de 
adhesión celular neural (NCAM). Basándose en la densidad de expresión de este receptor CD56, los linfocitos NK se 
subdividen a menudo en linfocitos NK CD56oscuros o CD56brillantes. En la periferia, se ha descubierto que la mayoría (> 
90 %) de los linfocitos NK consiste en CD56oscuros junto con una alta expresión de CD16, y el restante 10 % son 30
linfocitos NK CD56brillantes que se encuentran junto con una baja o ninguna expresión de CD16.

La fracción de linfocitos NK CD56oscuros se considera el “subgrupo de linfocitos NK citotóxicos clásico”. La fracción de 
CD56brillante presenta mucha menos toxicidad, y a su vez, produce altas cantidades de citocinas, que incluyen IFNγ, y 
TNFα, que indican un papel primario en la función inmunorreguladora.

La medición de los componentes celulares en la sangre se considera en general más fácil que en otros órganos, ya 35
que las células no son (al menos en la periferia) adherentes o no se encuentran en una matriz del armazón de un 
órgano. Sin embargo, esto es cierto solo parcialmente, ya que los procedimientos actuales, que utilizan 
principalmente la expresión en la superficie de los denominados antígenos CD (agrupamiento de diferenciación), 
continúa siendo un desafío para la determinación de tipos celulares en las aplicaciones clínicas de rutina. Esto es 
debido a que el análisis de clasificación celular como se utiliza habitualmente en las muestras celulares tienen que 40
haberse aislado recientemente o haberse fijado inmediatamente con el fin de mantener intactas las entidades 
celulares. Los procedimientos sanguíneos/inmunológicos que se utilizan para la medición de los componentes de la 
sangre para las células sanguíneas presentes en otros tejidos, incluyendo tejidos sólidos con o tras la inflamación, 
y/o el crecimiento de tumores sólidos son limitados, ya que representan, como mucho, procedimientos semi-
cuantitativos (siendo la inmunohistoquímica de especial relevancia). La identificación de marcadores epigenéticos 45
específicos facilitará enormemente la aplicación clínica de rutina de la medición de los tipos celulares sanguíneos. 

Incluso cuando casi todas las células en un individuo contienen exactamente el mismo complemento de código de 
ADN, los organismos superiores deben imponer y mantener diferentes patrones de expresión genética en los 
distintos tipos tisulares. La mayoría de la regulación genética es transitoria, dependiendo del estado actual de la 
célula y los cambios en los estímulos externos. La regulación persistente, por otra parte, es un papel primario de los 50
patrones reguladores epigenéticos-heredables que no alteran el código genético básico del ADN. La metilación del 
ADN es la forma arquetípica de regulación epigenética; funciona como la memoria estable de las células y lleva a 
cabo un papel crucial en el mantenimiento de la identidad a largo plazo de distintos tipos celulares.

La diana primaria de la metilación es la secuencia de dos nucleótidos Citosina-Guanina (un sitio ‘CpG’); en este 
contexto la citosina (C) se puede someter a una modificación química simple para convertirse en 5-metil-citosina. En 55
el genoma humano la secuencia CG es mucho más rara que la esperada excepto en ciertos agrupamientos 
relativamente densos llamados ‘islas CpG’. Las islas CpG se asocian frecuentemente con promotores genéticos, y 
se ha estimado que más de la mitad de los genes humanos tienen islas CpG (Antequera y Bird, Proc Natl Acad Sci 
USA. 90:11995-9, 1993).
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La metilación aberrante acompaña frecuentemente la transformación de células sanas en cancerosas. Entre los 
efectos que se observan está la hipometilación amplia del genoma, aumento de la metilación de genes supresores 
de tumores e hipometilación de muchos oncogenes (revisado por Jones y Laird, Nature Genetics 21:163-167, 1999; 
Esteller, Oncogene 21:5427-5440, 2002; Laird, Nature Reviews/Cancer 3:253-266, 2003). Se han reconocido perfiles 
de metilación específicos de tumores (es decir, cambios en el patrón de metilación de genes particulares o incluso 5
de CpG particulares que son diagnósticos de tipos particulares de tumor) y ahora hay una extensa colección de
marcadores diagnósticos para cánceres de vejiga, mama, colon, esófago, estómago, hígado, pulmón, y próstata 
(resumido por Laird, Nature Reviews/Cancer 3:253-266, 2003).

El documento EP1213360 describe un procedimiento para identificar una célula, tejido o núcleo, que comprende 
información recogida del patrón de metilación del ADN aislado de la célula, tejido o núcleo y analizar la información 10
resultante.

El documento WO 2004/050706 describe un sub-grupo de linfocitos T, y hace referencia a las características de los 
linfocitos T reguladores que los definen como tales. La solicitud también describe los usos de dichos linfocitos T, las 
composiciones que los comprenden y las quimiocinas que los reclutan en la modulación de la respuesta inmunitaria.

Du y col. (en: Du X y col. "Genomic profiles for human peripheral blood T cells, B cells, natural killer cells, monocytes, 15
and polymorphonuclear cells: Comparisons to ischemic stroke, migraine, and Tourette syndrome" Genomics, Acad. 
Press, San Diego, vol. 87, nº 6, 1 de Junio de 2006, páginas 693-703) describe que se expresan diferencialmente 
269 genes entre los tipos celulares sanguíneos, estos genes se separaron en nueve agrupamientos de perfiles de 
expresión relativamente únicos. El agrupamiento 6 engloba genes expresados diferencialmente tanto en linfocitos 
NK como en CD8+.20

Rogers y col. (en: Rogers y col. "A role for DNA hypomethylation and histone acetylation in maintaining allele-specific 
expression of mouse NKG2A in developing and mature NK cells" J. Immunology, vol. 177, nº 1, Julio de 2006, 
páginas 414-421, describe que la hipometilación de las regiones ricas en CpG de NKG2A da lugar a la transcripción 
regulada positivamente del gen NKG2A y que se asocia con el desarrollo y maduración de linfocitos NK. Este 
documento, sin embargo, ni menciona la metilación de otros genes NKG, ni da pie a los expertos en la técnica a 25
estudiar el estado de metilación de otros genes NKG como el GNLY (NLKG5), ni indica la asociación entre otros 
genes NKG y los linfocitos NK.

Finalmente, el documento EP 1826279 describe un procedimiento, en particular un procedimiento in vitro para 
identificar linfocitos T reguladores positivos de FoxP3, preferentemente linfocitos T reguladores CD25+ CD4+ de un 
mamífero, que comprende el análisis del estado de metilación de al menos una posición CpG en el gen foxp3 o un 30
gen ortólogo o parálogo del mismo, y el uso del análisis de metilación de ADN del gen o el factor de transcripción 
FoxP3 para detectar y asegurar la calidad y el control de los linfocitos T reguladores.

En vista de lo anterior, es un objetivo de la presente invención, proporcionar un procedimiento mejorado basado en 
el análisis de metilación del ADN como herramienta superior con el fin de identificar linfocitos NK más conveniente y 
fácilmente y todos los subgrupos diferentes de ese tipo celular. Las mediciones se pueden hacer 35
independientemente de la purificación, almacenamiento y hasta cierto punto también de la calidad tisular.

En un primer aspecto, la invención resuelve el problema anterior proporcionando un procedimiento para identificar 
linfocitos citolíticos naturales en una muestra derivada de un mamífero, que comprende el análisis del estado de 
metilación de motivos CpG en un amplicón de acuerdo con SEQ ID NO: 29 a 34, en el que una desmetilación de 
dichos motivos CpG en al menos el 70 % en un linfocito citolítico natural en dicha muestra, en comparación con los 40
linfocitos no citolíticos naturales, es indicativa de un linfocito citolítico natural que expresa CD56. En una realización 
preferida dichos linfocíticos citolíticos naturales de dicho mamífero son preferentemente CD3-, no son linfocitos NK 
derivados de linfocitos T, aunque en ciertas realizaciones también se engloban los linfocitos NKT CD3+-

En particular, se prefieren los procedimientos de la invención, en los que dichos motivos CpG en un linfocito citolítico 
natural que expresa CD56 en dicha muestra están desmetilados hasta más del 80 % y preferentemente más del 45
90 % y más preferentemente más del 95 %.

Otro aspecto más se refiere a un procedimiento de acuerdo con la presente invención, en el que el análisis del 
estado de metilación comprende un procedimiento que se selecciona de entre metilación específica de digestiones 
enzimáticas, secuenciación por bisulfito, análisis que se seleccionan de entre metilación de promotor, metilación de 
islas de CpG, MSP, HeavyMethyl, MethyLight, Ms-SNuPE u otros procedimientos relacionados con la detección de 50
ADN amplificado. También se prefiere un análisis adicional de los marcadores NKG7, CX3CR1, FGR, CD56, CD16 
y/o CD8.

En particular, los inventores contemplan que los procedimientos descritos en el presente documento sean 
adecuados para la aplicación de rutina, por ejemplo en un chip de ADN. Las muestras se seleccionan de entre una 
muestra reciente, reciente-congelada, o totalmente preparada (tal como fijada con formalina y embebida en 55
parafina), incluyendo un fluido corporal de un mamífero, preferentemente muestras de sangre humana, muestras de 
suero o muestras de tejidos tumorales o no tumorales sólidos, muestras de órganos o tipos celulares sanguíneos, 
una muestra de linfocitos de la sangre o una fracción de los mismos. Estas muestras deberían ser de mamífero, 
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preferentemente de ratón, rata, mono, o seres humanos. Especialmente preferido es un mamífero, más 
preferentemente un ser humano, que padece o es probable que padezca enfermedades autoinmunitarias, 
infecciones víricas o bacterianas, rechazo de trasplantes, cáncer, y/o alergias o cualquier enfermedad relacionada 
directamente con linfocitos NK, tales como – pero sin limitarse a – enfermedades como las que se describen 
fenotípicamente por SCID-X1.5

Otra realización de la invención se refiere a los procedimientos anteriores, en los que dicha identificación comprende 
una distinción y, opcionalmente, una cuantificación adicional, de dichos linfocitos citolíticos naturales a partir de 
todos los tipos celulares principales de la sangre periférica o células no sanguíneas, y luego además comprende la 
etapa de conclusión del estado inmunitario de dicho mamífero basándose en los linfocitos citolíticos naturales que se 
identifican. De esta manera, en una muestra de un mamífero, incluyendo la sangre completa o varias sub-fracciones 10
así como tejidos o sub-fracciones aisladas de tejidos, se pueden identificar y cuantificar los linfocitos NK debido a su 
(único) patrón de metilación en los genes analizados. Basándose en esto se pueden cuantificar.

Otro aspecto se refiere entonces a un procedimiento de la invención, en el que una desmetilación de los motivos 
CpG en el gen GNLY en combinación con una desmetilación de al menos un motivo CpG en al menos un segundo 
gen que se selecciona de entre NKG7, CX3CR1, y FGR es indicativo de un linfocito citolítico natural CD56oscuro o 15
CD56brillante. Un aspecto preferido se refiere entonces a un procedimiento de la invención, en el que una 
desmetilación de al menos un motivo CpG de NKG7 hasta al menos el 70 % en dicha muestra es indicativa de un 
linfocito citolítico natural CD56oscuro o CD56brillante o CD8+ o CD8-.

En un aspecto adicional, el procedimiento inventivo es útil para controlar el nivel de linfocitos citolíticos naturales que 
expresan CD56, en particular linfocitos citolíticos naturales CD56oscuros o CD56brillante, y/o CD16+ o CD16-, y/o CD8+ 20
o CD8- en un mamífero, que comprende un procedimiento de acuerdo con la invención, y comparando la cantidad 
de linfocitos citolíticos naturales que se identifica con la de una muestra anterior tomada del mismo mamífero y/o con 
una muestra de control.

En otro aspecto de la presente invención, el procedimiento es útil también para medir y/o controlar la cantidad de 
dichos linfocitos citolíticos naturales en respuesta a sustancias químicas y/o biológicas que se proporcionan a dicho 25
mamífero.

En otro aspecto más, la invención proporciona el uso de un amplicón de acuerdo con SEQ ID NO: 29 a 34 o un 
amplicón producido por un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159, y/o un oligómero que 
se hibrida con una secuencia seleccionada de entre SEQ ID NO: 29 a 43, preferentemente un oligómero 
seleccionado de entre SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159 para identificar y controlar los linfocitos citolíticos naturales 30
CD56oscuros o CD56brillantes en un mamífero con los procedimientos de acuerdo con la presente invención.

Se describe adicionalmente un kit para identificar y/o controlar linfocitos citolíticos naturales, en particular linfocitos 
citolíticos naturales CD56oscuros o CD56brillantes, y/o CD16+ o CD16-, y/o CD8+ o CD8-, en un mamífero basándose en 
el análisis del estado de metilación de posiciones CpG en uno o más genes que se seleccionan de entre CX3CR1, 
FGR, NKG7 y GNLY, que comprenden materiales para llevar a cabo un procedimiento de acuerdo con la invención.35

Dicho kit que se describe comprende, pero no se limita a, a) un reactivo con bisulfito, y b) materiales para el análisis 
de metilación de posiciones CpG del amplicón CX3CR1-1 (1452) de acuerdo con SEQ ID NO: 1, preferentemente 
que se selecciona de entre las posiciones CpG de los amplicones CX3CR1, ROI956-966, de acuerdo con SEQ ID 
NO: 6-16, FGR de acuerdo con SEQ ID NO: 2, preferentemente de los amplicones FGR-1 (Amp. 1454) de acuerdo 
con SEQ ID NO: 17 o amplicones FGR, ROI967-977 de acuerdo con SEQ ID NO: 18-28; GNLY de acuerdo con SEQ 40
ID NO: 3, preferentemente de los amplicones GNLY 1 (1458) de acuerdo con SEQ ID NO: 29 o amplicones de GNLY 
ROI978-982 de acuerdo con SEQ ID NO: 30-34 y/o amplicones NKG7 ROI983-988 de acuerdo con SEQ ID NO:4, 
preferentemente de los amplicones NKG7-1 (1455) de acuerdo con SEQ ID NO: 35 o amplicones NKG7 ROI983-988 
de acuerdo con SEQ ID NO: 36-41.

Descripción detallada de la invención45

La presente invención resuelve el problema anterior en el que la detección de linfocitos NK es problemática para las 
aplicaciones de rutina, proporcionando un procedimiento para identificar linfocitos citolíticos naturales que expresan 
CD56 de un mamífero, que comprende el análisis del estado de metilación de los motivos CpG en un amplicón de 
acuerdo con SEQ ID NO: 29 a 34, en el que la desmetilación de dichos motivos CpG hasta al menos un 70 % en un 
linfocito citolítico natural en dicha muestra, cuando se compara con un linfocito citolítico no natural, es indicativa de 50
un linfocito citolítico natural que expresa CD56.

En otra realización preferida de la presente invención, los inventores presentan además una manera nueva y más 
específica con el fin de controlar los linfocitos NK en todos los fluidos corporales humanos, que incluyen muestras de 
sangre humana, o cualquier otro tejido (sólido), órgano o tipo celular determinados.

El concepto inventivo se basa generalmente en una desmetilación específica de las regiones GNLY en los linfocitos 55
NK. Utilizando un procedimiento simple y preciso de PCR cuantitativa, como procedimiento de amplificación de la 
señal (por ejemplo, un procedimiento preciso de PCR cuantitativa), los inventores demuestran que la desmetilación 
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de GNLY representa un marcador que sustituye los recuentos de linfocitos en sangre o tejidos. Los presentes 
inventores han identificado por lo tanto regiones particulares en el gen GNLY que están implicadas funcionalmente 
en, o fielmente asociadas con, la existencia de linfocitos citolíticos naturales.

Las regiones preferidas para esta identificación son regiones como se reivindica que contienen un número de 
motivos CpG que presentan un estado de metilación diferencial en células que expresan CD56 sean linfocitos5
CD56altos o CD56oscuros, que pueden expresar también o no CD16 y CD8 en comparación con otras células que no 
expresan CD56, utilizando, por ejemplo, el procedimiento de secuenciación con bisulfito o el análisis de PCR en 
tiempo real.

Una realización adicional preferida es la distinción entre fracciones diferentes funcionalmente de linfocitos NK, tal 
como la sub-fracción citotóxica (a menudo caracterizada por marcadores de superficie CD56oscuros, y probablemente 10
CD16altos) y la sub-fracción productora de citocinas (es decir, a menudo descrita como CD56brillante o CD16baja/media) o 
entre fracciones de linfocitos NK positivos a CD8 o negativos a CD8 o cualquier otra sub-fracción de linfocitos NK. 
Los inventores consideran que el fraccionamiento de los subgrupos tales como CD56oscuros frente a CD56brillantes o 
positivos a CD8 o negativos a CD8, la combinación de GNLY con los marcadores respectivos de CX3CR1, FGR y/o 
NKG7 es una realización preferida. En dicho marco y como una realización. utilizar la desmetilación de GNLY sola 15
proporcionaría la identificación de solo linfocitos NK citotóxicos, linfocitos que producen citocinas o que son positivos 
o negativos a CD8, sin determinar la cantidad de otros NK u otras fracciones celulares.

Los inventores podían demostrar que en todos los linfocitos NK o fracciones particulares, tales como linfocitos NK 
CD56

brillantes
o CD56

oscuros
y/o positivos o negativos a CD16 y positivos o negativos a CD8 (definidas por la capacidad 

principal de expresar CD56) los motivos CpG están casi completamente desmetilados (es decir hasta más de 70 %, 20
preferentemente el 80 %, preferentemente, más del 90 % y lo más preferido más del 95 %), mientras que los 
mismos motivos están completamente metilados en todas las células no NK. La determinación del estado de 
metilación del locus GNLY es una herramienta valiosa para identificar linfocitos NK, de manera que será necesaria o 
al menos de algún valor para medir los linfocitos NK en enfermedades autoinmunitarias, infecciones (víricas), 
rechazo de trasplantes, cáncer, alergias, o simplemente el estado inmunitario relacionado con linfocitos NK en 25
cualquier contexto previsible, cuando se desee. El ensayo permite la medición de linfocitos NK sin purificar ni
ninguno de los procedimientos de tinción. Como una realización particularmente preferida, la medición de linfocitos 
NK por cualquiera de los marcadores descritos en el presente documento se puede detectar fácilmente y se puede 
cuantificar a partir de muestras de tejidos sólidos de naturaleza sana o enferma, incluyendo tejidos tumorales o no 
tumorales. Para dichos análisis es posible hacer el análisis en cualquier tejido reciente, reciente congelado o 30
cualquier tipo de tejido conservado (tal como, por ejemplo fijado con formalina y/o embebido en parafina). Otra 
realización preferida es determinar la relación entre linfocitos NK por un lado y linfocitos T CD3+, linfocitos B CD19, 
linfocitos FOXP3 CD25 CD3+, monocitos y/o granulocitos.

Los inventores han demostrado que el potencial para formar las propiedades de linfocitos NK de células inmunitarias 
de mamífero coincide con la regulación epigenética, es decir, la regulación basada en la metilación del ADN en el 35
gen GNLY. La metilación del ADN es una modificación química y biológicamente estable, que da como resultado 
cambios en la expresión genética a largo plazo. Los inventores descubrieron que la desmetilación en el locus GNLY 
estaba restringida a los linfocitos NK cuando se ensayaba frente a todos los tipos principales de células sanguíneas
y una selección de células no sanguíneas. Estos datos indicaban que las modificaciones epigenéticas en el locus 
GNLY funcionan como un marcador valioso para la identificación de células con el fenotipo de linfocitos NK, 40
independientemente de la expresión de cualquier gen.

La presente invención se basa en el hallazgo sorprendente de que en una región particular del gen GNLY, las
denominadas “NK-SDR” (regiones desmetiladas específicas de linfocitos NK), los motivos CpG están 
completamente desmetilados hasta más del 70 %, preferentemente más del 80 %, más preferentemente hasta más 
del 90 %, preferentemente el 91 %, incluso más preferentemente más del 92 % y más preferido más del 95 %, 45
mientras que los mismos motivos están completamente metilados en todos los linfocitos no NK. Por lo tanto, esta 
región proporciona una herramienta valiosa y fiable para un análisis diagnóstico de acuerdo con la presente 
invención.

NKG7

El gen NKG7 en los seres humanos se localiza en la cadena inversa del cromosoma 19. La región genética abarca 50
aproximadamente 1,3 kb que comprende las UTR 5’ y 3’, 4 exones y 3 regiones intrónicas (Publicación 45 Ensembl, 
marzo de 2009). Solo hay evidencia de una única variante de empalme del gen, una transcripción madura de 826 
nucleótidos que codifica 165 aminoácidos del producto proteico NKG7 final.

Se describe una NK-SDR, la 5’ UTR de NKG7, o preferentemente la 3’ UTR de NKG7. Además, las regiones 
desmetiladas específicas de linfocitos citolíticos naturales que se describen se localizan en las secuencias intrónicas 55
de este gen. Se describen también NK-SDR que se localizan alrededor de los límites exón-intrón de NKG7, 
preferentemente en los límites entre el primer exón y el primer intrón y/o el primer intrón y el segundo exón y/o el 
segundo exón y el segundo intrón y/o el segundo intrón y el tercer exón y/o el tercer exón y el tercer intrón y/o el 
tercer intrón y el cuarto exón, o cualquier posible combinación anterior.

E09005876
13-12-2016ES 2 607 185 T3

 



6

Está bien establecido en la técnica que los elementos reguladores genéticos importantes que están sujetos a 
regulación genética por metilación se localizan corriente arriba y corriente abajo de una fase de lectura abierta de un 
gen determinado – por ejemplo, regiones amplificadoras que son sitios de unión para los reguladores 
transcripcionales indispensables. Por lo tanto, se describen NK-SDR, que se localizan a 10000 bases corriente 
arriba del sitio de inicio de la transcripción de NKG7, preferentemente 9000 bases, 8000 bases, 7000 bases, 6000 5
bases, 5000 bases, 4000 bases, 3000 bases, o 2000 bases corriente arriba de NKG7, incluso en una región 1000 
bases corriente arriba del inicio de la transcripción de NKG7 y NK-SDR en las primeras 500 bases corriente arriba 
del sitio de inicio de la transcripción de NKG7. Las NK-SDR se localizan en el gen promotor de NKG7.

Además, se describen las NK-SDR corriente abajo de la fase de lectura abierta (ORF) de NKG7, preferentemente en 
10000 bases corriente abajo de la ORF de NKG7, más preferentemente 8000 bases corriente abajo de NKG7, 10
incluso más preferentemente es una región 6000 bases corriente abajo de la ORF de NKG7, preferentemente 4000 
bases corriente abajo de NKG7 y la NK-SDR más preferible en las primeras 2000 bases corriente abajo de la ORF 
de NKG7.

Se describen grupos de NK-SDR de NKG7, que comprenden cualquier combinación posible de las NK-SDR de 
NKG7 preferidas mencionadas anteriormente.15

Se describen NK-SDR de NKG7 que se han encontrado en las regiones de SEQ ID NO: 4, preferentemente una 
región que se selecciona de entre el grupo de SEQ ID NO: 35 a 41, preferentemente de SEQ ID NO: 35, o cualquier 
combinación de las mismas. Además se prefieren amplicones de NKG7 que se generan utilizando un par de 
cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 160 a 181, en el que los cebadores que tienen el mismo número en su 
nombre, pero se diferencian en la última posición, son pareja.20

CX3CR1

El gen CX3CR1 en los seres humanos se localizan en la cadena inversa del cromosoma 3. La región genética abarca 
aproximadamente 18,5 kb de ADN genómico que comprende las UTR 5’ y 3’, 3 exones y dos regiones intrónicas 
(publicación 53 Ensembl, marzo de 2009). Hay tres variantes empalmadas alternativamente de la transcripción que 
codifica los productos proteicos finales que varían en tamaño entre 355 a 387 aminoácidos.25

Se describe una NK-SDR en la 5’ UTR de CX3CR1, o la 3’ UTR de CX3CR1. Además, las regiones desmetiladas 
específicas de linfocitos citolíticos naturales se localizan en las secuencias intrónicas de este gen. En particular se 
prefieren también las NK-SDR que se localizan alrededor de los límites exón-intrón de CX3CR1, preferentemente el 
límite entre el primer exón y el primer intrón y/o el primer intrón y el segundo exón y/o el segundo exón y el segundo 
intrón y/o el segundo intrón y el tercer exón, o cualquier combinación preferida de los anteriores.30

Está bien establecido en la técnica que los elementos reguladores genéticos importantes que se someten a regulación 
genética por metilación están localizados corriente arriba y corriente abajo de una fase de lectura abierta de un gen 
determinado – por ejemplo, las regiones amplificadoras que son sitios de unión para reguladores transcripcionales 
indispensables. Por lo tanto, se describen NK-SDR, que se localizan en 20000 bases corriente arriba del sitio de inicio 
de la transcripción de CX3CR1, preferentemente 15000 bases corriente arriba de CX3CR1, incluso se prefiere más 35
una región de 10000 bases, 9000 bases, 8000 bases, 7000 bases, 6000 bases, 5000 bases, 4000 bases, 3000 bases,
2000 bases o 1000 bases corriente arriba el inicio transcripcional de CX3CR1, y lo más preferible NK-SDR en las 
primeras 500 bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción de CX3CR1. Se describen NK-SDR 
particularmente preferidas que se localizan en el gen promotor de CX3CR1.

Se describen las NK-SDR corriente abajo de la fase de lectura abierta ( ORF) de CX3CR1, preferentemente en 10000 40
bases corriente abajo de la ORF de CX3CR1, más preferentemente 8000 bases corriente abajo de CX3CR1, incluso 
es más preferida una región de 6000 bases corriente abajo de la ORF de CX3CR1, preferentemente 4000 bases 
corriente abajo de CX3CR1 y las NK-SDR más preferibles en las primeras 2000 bases corriente abajo de la ORF de 
CX3CR1.

Se describen grupos de NK-SDR de CX3CR1, que comprenden cualquier combinación de las NK-SDR de CX3CR1 45
mencionadas anteriormente.

Se describen NK-SDR de CX3CR1 que se encuentran en las regiones de SEQ ID NO: 1, preferentemente una región 
que se selecciona de entre el grupo de SEQ ID NO: 5 a 16, preferentemente de SEQ ID NO: 5, o cualquier 
combinación de las mismas. Además se describen amplicones de CX3CR1 que se generan utilizando el par de 
cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 50 a 95, en el que los cebadores que tienen el mismo número en su nombre, 50
pero se diferencian en la última posición del nombre, son pareja.

FGR

El gen FGR en los seres humanos se localiza en la cadena inversa del cromosoma 1. La región genética abarca 
aproximadamente 23,12 kb de ADN genómico que comprende las UTR 5’ y 3’, 11 exones y 10 regiones intrónicas 
(publicación Ensembl 53, marzo de 2009). Hay cuatro variantes empalmadas alternativamente de la transcripción 55
que, sin embargo, solo se diferencian en sus 3’ UTR respectivas. Todas las variantes de corte y empalme codifican 
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una proteína madura de 529 aminoácidos.

Se describe como una NK-SDR la 5’ UTR de FGR, o preferentemente la 3’ UTR de FGR. Además, se ha descrito 
que las regiones desmetiladas específicas de los linfocitos citolíticos naturales se localizan en las secuencias 
intrónicas de este gen. En particular también se prefieren las NK-SDR que se localizan alrededor de los límites exón-
intrón de FGR, preferentemente los límites entre el primer exón y el primer intrón y/o el primer intrón y el segundo 5
exón y/o el segundo exón y el segundo intrón y/o el segundo intrón y el tercer exón y/o el tercer exón y el tercer 
intrón y/o el tercer intrón y el cuarto exón y/o el cuarto exón y el cuatro intrón y/o el cuarto intrón y el quinto exón y/o 
el quinto exón y el quinto intrón y/o el quinto intrón y el sexto exón y/o el sexto exón y el sexto intrón y/o el sexto 
intrón y el séptimo exón y/o el séptimo exón y el séptimo intrón y/o el séptimo intrón y el octavo exón y/o el octavo 
exón y el octavo intrón y/o el octavo intrón y el noveno exón y/o el noveno exón y el noveno intrón y/o el noveno 10
intrón y el décimo exón y/o el décimo exón y el décimo intrón y/o el décimo intrón y el onceavo exón, o cualquier 
combinación preferida de los anteriores.

Está bien establecido en la técnica que los elementos reguladores genéticos que están sometidos a regulación 
genética por metilación están localizados corriente arriba y corriente abajo de la fase de lectura abierta de un gen 
determinado - por ejemplo, regiones amplificadoras que son sitios de unión para reguladores transcripcionales 15
indispensables. Por lo tanto, se describen NK-SDR, que se localizan en 10000 bases corriente arriba del sitio de 
inicio de la transcripción de FGR, preferentemente 9000 bases, 8000 bases, 7000 bases, 6000 bases, 5000 bases, 
4000 bases, 3000 bases o 2000 bases corriente arriba de FGR, incluso más preferida es una región 1000 bases 
corriente arriba del inicio transcripcional de FGR, y las NK-SDR más preferibles en las primeras 500 bases corriente 
arriba del inicio transcripcional de FGR. Se localizan NK-SDR particulares en el gen promotor de FGR.20

Además se describen NK-SDR corriente abajo de la fase de transcripción abierta (ORF) de FGR, preferentemente 
en 10000 bases corriente abajo de la ORF de FGR, más preferible 8000 bases corriente abajo de FGR, incluso más 
preferida es una región 6000 bases corriente abajo de la ORF de FGR, preferentemente 4000 bases corriente abajo 
de FGR y las NK-SDR más preferibles en las primeras 2000 bases corriente abajo de la ORF de FGR.

Se describen grupos de NK-SDR de FGR, que comprenden cualquier combinación posible de las NK-SDR 25
preferidas de FGR mencionadas anteriormente.

También se describen NK-SDR de FGR que se encuentran en las regiones de SEQ ID NO: 2, preferentemente una 
región que se selecciona de entre el grupo de SEQ ID NO: 17 a 28, preferentemente de SEQ ID NO: 17, o cualquier 
combinación de los mismos. Se prefieren adicionalmente amplicones de FGR que se generan utilizando un par de 
cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 96 a 137, en los que los cebadores que tienen el mismo número en su 30
nombre, pero se diferencian en la última posición del nombre, son pareja.

GNLY

El gen GNLY en seres humanos se localiza en la cadena directa del segundo cromosoma. La región del gen engloba 
4,7 kb de ADN genómico que comprende las UTR 5’ y 3’, 6 exones y 5 regiones intrónicas (publicación Ensembl 53, 
marzo de 2009). Hay cuatro variantes empalmadas alternativamente de las transcripciones que codifican productos 35
proteicos de entre 89 y 145 aminoácidos.

En un aspecto adicional, una NK-SDR preferida de la presente invención es la 5’ UTR de GNLY, o es preferible la 3’ 
UTR de GNLY. Además, las regiones desmetiladas específicas de linfocitos citolíticos naturales de la presente 
invención se localizan en las secuencias intrónicas de este gen. En particular se prefieren también las NK-SDR que 
se localizan alrededor de los límites exón-intrón de GNLY, preferentemente el límite entre el primer exón y el primer 40
intrón y/o el primer intrón y el segundo exón y/o el segundo exón y el segundo intrón y/o el segundo intrón y el tercer 
exón y/o el tercer exón y el tercer intrón y/o el tercer intrón y el cuarto exón y/o el cuarto exón y el cuarto intrón y/o el
cuarto intrón y el quinto exón y/o el quinto exón y el quinto intrón y/o el quinto intrón y el sexto exón, o cualquier 
combinación posible preferida de los anteriores.

Está bien establecido en la técnica, que los elementos reguladores importantes que están sujetos a regulación 45
genética por metilación están localizados corriente arriba y corriente abajo de la fase de lectura abierta de un 
determinado gen – por ejemplo, regiones amplificadoras que son sitios de unión para reguladores de la transcripción 
indispensables. Por lo tanto, como una realización preferida de la presente invención se proporcionan NK-SDR, que 
se localizan en 10000 bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción de GNLY, preferentemente 9000 
bases, 8000 bases, 7000 bases, 6000 bases, 5000 bases, 4000 bases, 3000 bases, o 2000 bases corriente arriba 50
de GNLY, incluso es más preferida una región de 1000 bases corriente arriba del inicio transcripcional de GNLY y 
las NK-SDR más preferibles en las primeras 500 bases corriente arriba del sitio de inicio de la transcripción de 
GNLY. Sin embargo, se prefiere particularmente, que las NK-SDR de la presente invención se localicen en el gen 
promotor de GNLY.

Además, las realizaciones preferidas de la presente invención comprenden NK-SDR corriente abajo de la fase de 55
lectura abierta (ORF) de GNLY, preferentemente en 10000 bases corriente abajo de la ORF de GNLY, más 
preferentemente 8000 bases corriente abajo de GNLY, incluso es más preferida una región 6000 bases corriente 
abajo de la ORF de GNLY, preferentemente 4000 bases corriente abajo de GNLY y las NK-SDR más preferidas en 

E09005876
13-12-2016ES 2 607 185 T3

 



8

las primeras 2000 bases corriente abajo de la ORF de GNLY.

La presente invención proporciona además preferentemente grupos de NK-SDR de GNLY, que comprenden 
cualquier combinación posible de las NK-SDR de GNLY preferidas mencionadas anteriormente.

Otro aspecto de la invención se refiere entonces a NK-SDR de GNLY que se encuentran en las regiones de SEQ ID 
NO: 3, preferentemente una región que se selecciona de entre el grupo de SEQ ID NO: 29 a 34, preferentemente de 5
SEQ ID NO: 29, o cualquier combinación de las mismas. Se prefieren además los amplicones de GNLY que se 
generan utilizando un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 138 a 159, en el que los cebadores que tienen 
el mismo número en su nombre, pero se diferencian en la última posición del nombre, son pareja.

El siguiente aspecto de la invención se refiere entonces a las regiones de desmetilación específicas de linfocitos 
citolíticos naturales combinadas, en las que las combinaciones de la invención se componen de NK-SDR únicas 10
preferidas del gen GNLY anterior, combinado con NKG7, CX3CR1, y/o FGR. Por lo tanto, preferentemente para el 
análisis de una muestra de células, se combinan los múltiples patrones de desmetilación de NK-SDR para concluir la 
presencia de un CD56 que expresa el linfocito citolítico natural o una sub-fracción de linfocitos citolíticos naturales, 
preferentemente linfocitos NK CD56oscuros o CD56brillantes y/o linfocitos NK CD16+ o CD16- y/o linfocitos NK CD8+ o 
CD8-.15

En otra realización, el procedimiento de acuerdo con la presente invención se prefiere, en el que dicho análisis del 
estado de metilación comprende la amplificación con al menos un cebador del par de cebadores útil para amplificar 
un amplicón que se selecciona de entre el grupo que consiste en SEQ ID NO: 29 a 34.

Preferentemente, la amplificación implica una enzima polimerasa, una PCR o reacción química de amplificación u 
otros procedimientos de amplificación que conoce el experto como se describe posteriormente, por ejemplo, en el 20
contexto de MSP, HeavyMethyl, Scorpion, MS-SNUPE, ensayos de restricción específica de secuenciación metílica 
MethylLight. Con la amplificación, el amplicón de la NK-SDR o de cualquier otra región del gen GNLY o cualquier 
parálogo u ortólogo que se describe en el presente documento constituye una “herramienta” particularmente 
preferida para llevar a cabo el procedimiento(s) de acuerdo con la presente invención. En consecuencia, constituyen 
realizaciones preferidas de la primera invención un oligómero de acuerdo con cualquiera de SEQ ID NO: 48, 49 y 25
138 a 159 o el amplicón que se amplifica con el par de cebadores que se selecciona de entre SEQ ID NO: 48, 49 y 
138 a 159, o cualquier otra secuencia del locus GNLY.

El experto en la técnica será capaz además de seleccionar subgrupos específicos de posiciones CpG con el fin de 
minimizar la cantidad de sitios que se van a analizar, por ejemplo todos los sitios presentes en los amplicones de 
acuerdo con SEQ ID NO: 29 a 34, o cualquier otra secuencia del gen GNLY.30

Con el fin de analizar el estado de metilación de posiciones CpG, se puede utilizar cualquier procedimiento conocido 
para analizar la metilación de ADN. En una realización del procedimiento de acuerdo con la presente invención, el 
análisis del estado de metilación comprende un procedimiento que se selecciona de metilación específica de 
digestiones enzimáticas, secuenciación por bisulfito, análisis seleccionados de la metilación de promotor, metilación 
de isla de CpG, MSP, HeavyMethyl, MethyLight, Ms-SNuPE u otros procedimientos que se basan en una detección 35
de ADN amplificado. Estos procedimientos son bien conocidos por el experto, y se pueden encontrar en la bibliografía.

Otro importante aspecto de la presente invención se refiere entonces al uso de un amplicón de acuerdo con SEQ ID 
NO: 29 a 34 o un amplicón producido por un par de cebadores de acuerdo con SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159, y/o 
un oligómero que se hibrida con una secuencia que se selecciona de entre SEQ ID NO: 29 a 34, preferentemente un 
oligómero que se selecciona de SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159 para identificar y/o controlar linfocitos citolíticos 40
naturales CD56oscuros o CD56brillantes en un mamífero con los procedimientos de acuerdo con la presente invención. 
Estos amplicones proporcionan herramientas importantes para llevar a cabo las realizaciones preferidas de los 
procedimientos de la presente invención.

Además, se prefiere un procedimiento de acuerdo con la invención, que comprende adicionalmente la etapa de 
analizar los marcadores celulares CD56, CD16 y/o CD8. Con el fin de analizar estos marcadores adicionales, se 45
puede utilizar cualquier procedimiento conocido para analizar la expresión, tal como los procedimientos que utilizan 
anticuerpos, y/o análisis desmetilación. El análisis de estos marcadores preferentemente mejoran adicionalmente la 
precisión del análisis, y pueden permitir identificar subgrupos de células. Por lo tanto, el procedimiento de acuerdo 
con la presente invención comprende una identificación que es una distinción de dichos linfocitos citolíticos naturales 
a partir de los tipos celulares de sangre periférica principales o de células no sanguíneas.50

El procedimiento de acuerdo con la presente invención se puede llevar a cabo en cualquier mamífero que tenga los 
marcadores anteriores u ortólogos o parálogos de los mismos, se prefiere un procedimiento de acuerdo con la 
presente invención, en el que el mamífero es un ratón, rata, mono o ser humano, preferentemente un ser humano.

El procedimiento(s) de acuerdo con la presente invención se puede llevar a cabo in vitro. En general, se pueden 
utilizar todas las muestras biológicas, siempre que contengan células adecuadas o el ADN adecuado de las células 55
de interés. Se prefiere un procedimiento en el que dicha muestra se selecciona de entre una muestra reciente, 
reciente congelada o totalmente preparada que incluye un fluido corporal de mamífero, preferentemente muestras de 
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sangre humana, muestras de suero o un tejido, órgano tumoral o no tumoral, o muestra de un tipo celular sanguíneo, 
una muestra de linfocitos sanguíneos o una fracción de la misma.

Otro aspecto preferido de la presente invención se refiere entonces al uso del procedimiento de acuerdo con la 
presente invención como anteriormente en el diagnóstico y el uso de control de enfermedades. Por lo tanto, la 
invención se refiere a un procedimiento de acuerdo con la presente invención que comprende además la etapa de 5
sacar una conclusión del estado inmunitario de dicho mamífero basándose en dichos linfocitos citolíticos naturales 
que se identifican. En dicho procedimiento de acuerdo con la invención, una desmetilación de al menos una posición 
CpG en un primer gen seleccionado de GNLY en combinación con una desmetilación de al menos una posición CpG 
en al menos un segundo gen que se selecciona de entre NKG7, CX3CR1, y FGR es indicativa de un linfocito citolítico 
natural CD56oscuro o CD56brillante.10

Otro aspecto importante de la presente invención se refiere entonces a un procedimiento de acuerdo con la presente 
invención para controlar el nivel de CD56 que expresan los linfocitos citolíticos naturales, en particular CD56oscuros o 
CD56brillantes, y/o linfocitos citolíticos naturales CD16+ o CD16-, y/o CD8+ o CD8- en un mamífero, que comprende un 
procedimiento de acuerdo con la invención como anteriormente, y comparar la cantidad de linfocitos citolíticos 
naturales que se identifican con una muestra anterior tomada del mismo mamífero, y/o con una muestra de control. 15
Preferentemente, dicho procedimiento se lleva a cabo en una muestra de un mamífero que padece o que es 
probable que padezca enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplantes, cáncer, alergias y/o cualquier 
enfermedad relacionada directamente con linfocitos NK, tal como pero sin limitarse a SCID-X1.

Adicionalmente se prefiere dicho procedimiento de acuerdo con la invención que comprende además la medición y/o 
control de la cantidad de linfocitos citolíticos naturales en respuesta a sustancias químicas y/o biológicas que se 20
proporcionan a dicho mamífero. Es decir, los cambios en la cantidad o tasa de linfocitos citolíticos naturales que se 
producen, por ejemplo, por el tratamiento de una enfermedad (por ejemplo, como se describe en el presente 
documento), y se puede seguir el éxito y/o progreso de dicho tratamiento en términos de su efecto sobre los 
linfocitos citolíticos naturales. Un seguimiento del patrón de metilación basado en los marcadores del presente 
documento puntualizaran los cambios en las células que se deben a una respuesta a dichas sustancias químicas y/o 25
biológicas, en algunos casos incluso antes de que se pueda observar un cambio fenotípico.

Se describe adicionalmente un procedimiento para identificar sustancias químicas y/o biológicas que modulan 
selectivamente los linfocitos citolíticos naturales que expresan los marcadores descritos en el presente documento, 
que comprende poner en contacto una o más de dichas sustancias químicas y/o biológicas con dichos linfocitos 
citolíticos naturales, y detectar, si dicha sustancia química y/o biológica modula la metilación de las posiciones CpG 30
que se analizan, y/o si dicha una o más sustancia química y/o biológica modula selectivamente la cantidad y/o 
relación de linfocitos citolíticos naturales que expresan marcadores. Es particularmente preferida una modulación de 
dichos linfocitos citolíticos naturales que aumente la cantidad y/o relación de dichos linfocitos citolíticos naturales.

El procedimiento se puede llevar a cabo in vitro. En este aspecto, la presente invención proporciona un 
procedimiento, a veces llamado “procedimiento exploratorio”, que busca para identificar sustancias químicas y/o 35
biológicas que modulan la expresión de los marcadores como anteriormente que se pueden utilizar como puntos de 
partida para el desarrollo de una medicación específica de linfocito citolítico natural y las composiciones 
farmacéuticas respectivas. El procedimiento se basa en el hecho de que está bien aceptado que los genes 
marcadores que se identifican en el presente documento debe tener un papel central para el desarrollo de linfocitos 
citolíticos naturales. Por lo tanto, los factores que estimulan la expresión del marcador son interesantes para el 40
tratamiento de pacientes. Dichos factores, que dan lugar a una modificación estable, preferentemente de inducción, 
del desarrollo/relación/cantidad de linfocitos citolíticos naturales, se puede detectar por el procedimiento que se 
describe. Las sustancias químicas y/o biológicas que son adecuadas como compuestos de exploración son 
conocidas por el experto y, por ejemplo, incluyen moléculas pequeñas, péptidos y proteínas, y anticuerpos o 
fragmentos de los mismos. Además, la exploración se puede hacer utilizando una biblioteca de compuestos 45
comerciales, óptimamente junto con automatización adecuada, tal como un robot. En una realización del 
procedimiento para identificar sustancias químicas y/o biológicas, dicha sustancia proporciona una desmetilación de 
las posiciones CpG que se analizan hasta al menos un 80 %, preferentemente un 90 %, y más preferentemente un 
95 %.

Se describe adicionalmente un procedimiento, que comprende además la etapa de proporcionar un tratamiento para 50
un paciente que padece o tiene la probabilidad de padecer enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplantes, 
cáncer, alergias y/o cualquier enfermedad que se relaciona directamente con los linfocitos NK, tal como , pero sin 
limitarse a SCID-X1, en el que dicho tratamiento modula, y preferentemente aumenta la cantidad y/o proporción de 
linfocitos NK en dicho paciente, preferentemente, de cáncer. Se prefiere un procedimiento que se describe, en el que 
dicho tratamiento se selecciona de entre proporcionar sustancias químicas y/o biológicas que estimulan 55
selectivamente los linfocitos NK en dicho paciente, o un tratamiento que estimula la expresión de los genes 
marcadores como anteriormente o sustenta la actividad biológica de dichos genes marcadores en dichos linfocitos NK 
en dicho paciente. Ejemplos preferidos de dichos tratamientos son los agentes desmetilantes que proporcionan una 
metilación reducida de dichos genes.

60
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También se describe un procedimiento mejorado de tratamiento de enfermedades que se relacionan con la expresión 
de genes marcadores tal como enfermedades autoinmunes, rechazo de trasplantes, cáncer, alergias y/o cualquier 
enfermedad relacionada directamente con linfocitos NK, tal como, pero sin limitarse a SCID-X1, que comprende un 
procedimiento como el que se ha descrito anteriormente en el presente documento. El término “tratamiento” también 
incluye una prevención de enfermedades relacionadas con la expresión de genes marcadores.5

Se describe además un kit para identificar y/o controlar linfocitos citolíticos naturales, en particular linfocitos citolíticos 
naturales CD56oscuros o CD56brillantes, y/o CD16+ o CD16-, y/o CD8+ o CD8-, en un mamífero basándose en el análisis 
del estado de metilación de las posiciones CpG en uno o más genes seleccionando de entre CX3CR1, FGR, NKG7 y 
GNLY, que comprende materiales para llevar a cabo un método que se describe en el presente documento, en 
particular un kit que comprende a) un reactivo de bisulfito, y b) materiales para el análisis de metilación de posiciones 10
CpG que se seleccionan de entre las posiciones CpG del gen CX3CR1-1 (1452) de acuerdo con SEQ ID NO: 5, o los 
amplicones de CX3CR1 ROI956 a 966; GNLY de acuerdo con SEQ ID NO: 6 a 16; FGR de acuerdo con SEQ ID NO: 
2, preferentemente del amplicón FGR-1 (Amp. 1454) de acuerdo con SEQ ID NO: 17, o los amplicones de FGR 
ROI967 a 977 de acuerdo con SEQ ID NO: 18 a 28; GNLY de acuerdo con SEQ ID NO: 3, preferentemente del 
amplicón GNLY 1 (1458) de acuerdo con SEQ ID NO: 29 o los amplicones GNLY ROI978 a 982 de acuerdo con 15
SEQ ID NO: 30 a 34 y/o NKG7 de acuerdo con SEQ ID NO: 4, preferentemente del amplicón NKG7-1 (1455) de 
acuerdo con SEQ ID NO: 35 o amplicones NKG7 ROI983 a 988 de acuerdo con SEQ ID NO: 36 a 41. El experto 
será capaz adicionalmente de seleccionar materiales para subgrupos específicos de posiciones con el fin de 
minimizar la cantidad de sitios que se van a analizar, por ejemplo, todos los sitios presentes en un amplicón como 
anteriormente o todos los sitios presentes en otro amplicón como anteriormente, o posiciones CpG ortólogas o 20
parálogas de las mismas. El kit puede ser un kit de diagnóstico.

En otro aspecto más la presente invención, se refiere al uso de un oligómero o amplicón de acuerdo con la presente 
invención para identificar y controlar linfocitos citolíticos naturales CD56oscuros o CD56brillantes, o CD16+ o CD16-, y/o 
CD8+ o CD8- en un mamífero.

La presente invención se describirá a partir de ahora con más detalle en forma de realizaciones preferidas de la 25
misma en los siguientes ejemplos, sin embargo, sin limitarse a los mismos.

Breve descripción de los dibujos y secuencias

La Figura 1 muestra la medición de varias fracciones celulares de leucocitos, incluyendo linfocitos NK (segundo por
la izquierda). Cada línea representa una CpG individual ejemplar en el amplicón representativo y seleccionado del 
gen CX3CR1 (amplicón 1452: CX3CR1-1, SEQ ID NO: 5). Comenzando desde la izquierda, cada línea respectiva 30
muestra la metilación de las CpG que se dan, en linfocitos B, linfocitos T CD3+ positivos a CD8, monocitos, linfocitos 
NK, y granulocitos. Los códigos de color indican el nivel de metilación en cada tipo celular siendo el azul el que 
representa metilación completa y el verde que indica una disminución importante de la metilación.

La Figura 2 muestra la medición de varias fracciones celulares de leucocitos, incluyendo linfocitos NK. Cada línea 
representa una CpG individual ejemplar en el amplicón representativo y seleccionado del gen FGR (amplicón 1454: 35
FGR-1, SEQ ID NO: 17). Comenzando por la izquierda cada línea respectiva muestra la metilación de las CpG que 
se nombran en linfocitos B, linfocitos T CD3+, linfocitos CD3+ positivos a CD4, monocitos, linfocitos NK, y 
granulocitos. Los códigos de color indican que el nivel de metilación en cada tipo celular representando el azul la 
metilación completa e indicando el verde una disminución importante de la metilación.

La Figura 3 muestra la medición de varias fracciones celulares de leucocitos, incluyendo linfocitos NK. Cada línea 40
representa una CpG individual ejemplar en el amplicón representativo y seleccionado del gen NKG7 (amplicón 1455: 
NKG7-1, SEQ ID NO: 35). Comenzando por la izquierda cada línea respectiva muestra la metilación de las CpG que 
se nombran en linfocitos B, linfocitos T CD3+ positivos a CD8, linfocitos CD3+ positivos a CD4, monocitos, células 
NK, y granulocitos. Los códigos de color indican el nivel de metilación en cada tipo celular representando el azul la 
metilación completa e indicando el verde una disminución importante de la metilación.45

La Figura 4 muestra la medición de varias fracciones celulares de leucocitos, incluyendo linfocitos NK. Cada línea 
representa una CpG ejemplar individual en el amplicón representativo y seleccionado del gen GNLY (amplicón 1458: 
GLNY-1, SEQ ID NO: 29). Comenzando por la izquierda cada línea respectiva muestra la metilación de las CpG que 
se nombran en linfocitos B, linfocitos T CD3+ positivos a CD8, linfocitos CD3+ positivos a CD4, monocitos, linfocitos 
NK, y granulocitos. El código de color indica el nivel de metilación en cada tio celular representando el azul la 50
metilación completa y el verde una disminución importante de la metilación.

SEQ ID NO: 1 muestra la secuencia de nucleótidos de la región genética humana de CX3CR;
SEQ ID NO: 2 muestra la secuencia de nucleótidos de la región genética humana de FGR;
SEQ ID NO: 3 muestra la secuencia de nucleótidos de la región genética humana de GNLY;
SEQ ID NO: 4 muestra la secuencia de nucleótidos de la región genética humana de NKG7;55
SEQ ID NO: 5 muestra la secuencia de nucleótidos de los amplicones CX3CR1-1 de CX3CR1;
SEQ ID NO: 6 to 16 muestran las secuencias de nucleótidos de los amplicones ROI956 a 966 de CX3CR1;
SEQ ID NO: 17 muestra la secuencia de nucleótidos de los amplicones FGR-1 de FGR;
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SEQ ID NO: 18 to 28 muestran las secuencias de nucleótidos de los amplicones ROI967 a 977 de FGR;
SEQ ID NO: 29 muestra la secuencia de nucleótidos de los amplicones GLNY-1 de GLNY;
SEQ ID NO: 30 to 34 muestran las secuencias de nucleótidos de los amplicones ROI978 a 982 de GLNY;
SEQ ID NO: 35 muestra la secuencia de nucleótidos de los amplicones NKG7-1 de NKG7;
SEQ ID NO: 36 to 41 muestran las secuencias de nucleótidos de los amplicones ROI983 a 988 de NKG7; y5
SEQ ID NO: 42 to 181: muestran las secuencias de cebador que se enumeran en la tabla 1.

Tabla 1: Secuencias de cebador

Nombre del 
cebador

Nombre del gen 
diana

Secuencia SEQ ID NO:

1455o NKG7 TAAAACTATAAATCCCACCCAC 42

1455p NKG7 AAGGATTAGGAGAAGAAGGTTT 43

1452q CX3CR1 TAGGGGTTAGGTAGGTAATGAA 44

1452r CX3CR1 ACACAACTCTTCTCCTCAAAAT 45

1454o FGR CCAACCCCAAAAATATAAACAT 46

1454p FGR ATGTGGGTAAATGAGGATGTAG 47

1458q GLNY ATTGGATTAAGTTTGGTTTTGA 48

1458r GLNY ACCCTAAACTACTTCTTCACACA 49

1503r CX3CR1 CCCCAAACTTAAAATTCAATAC 50

1503q CX3CR1 TTAGGAGAGAAGTTGTTATTGGT 51

1504p CX3CR1 AGGTAGGGGATTAGGAAAGTAG 52

1504o CX3CR1 AATTCCAACCAAATAAAAACAT 53

1505p CX3CR1 ATTTAAGTAGTGAGGATGGAGG 54

1505o CX3CR1 CCAATAAACCAATCTTTCCTAA 55

1506p CX3CR1 TTTAGAAATGGGAAGGGG 56

1506o CX3CR1 AAAAATCACTAAACCTACAACAAA 57

1507r CX3CR1 AAACCCTTTACAAAATCAAAAA 58

1507q CX3CR1 GGATAGTAGTAGGGATGTGGAA 59

1508p CX3CR1 TGTTTTGTAAATTATGGAGTGAGT 60

1508o CX3CR1 AAAACCTACCACTATATCCACC 61

1509r CX3CR1 TCACTCATTACCCAAACTAAAA 62

1509q CX3CR1 TTAGAGGAAGTGGTGTGTGTAG 63

1510r CX3CR1 CCATTCTCCTACCTCAACC 64

1510q CX3CR1 AAAAATAAAAGTTAAGGGGTTTATAG 65

1511r CX3CR1 CACAATCCAATCATACTCTTTTAAT 66

1511q CX3CR1 ATGTAATGTGGGTTAGGTATGG 67

1512p CX3CR1 AATTGGGAGGTAGTAGAGTGGT 68

1512o CX3CR1 TCACCCAAACAAAAATACTAAA 69

1513p CX3CR1 GGAAGGGAAGAGAGTTTGTTA 70

1513o CX3CR1 ACCCCTTAATACCTCTCCTAAA 71

1514p CX3CR1 TTAGTGTTAGAAAGTGGATGGG 72

1514o CX3CR1 AATCTATAACCCCTTCAAAACC 73

1515p CX3CR1 TTTTATTTTTAGGTTGGGGTAA 74
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(continuación)

Nombre del 
cebador

Nombre del gen 
diana

Secuencia SEQ ID NO:

1515º CX3CR1 ACTCTTCCATCCCCTTAAAC 75

1516p CX3CR1 AGGGGAATTTTTGTTGTTTTAT 76

1516o CX3CR1 ACAACTTTTCTTCCTTACTCACA 77

1517p CX3CR1 GGGTGGAAAATATGGTTTTTA 78

1517o CX3CR1 AATAATCCTCAAAACTCTCCAA 79

1518r CX3CR1 TTACATTACTCAAAACATCCCA 80

1518q CX3CR1 TTATTTGTGAAGTGGGGTTAGT 81

1519p CX3CR1 TTTTTGGGGTTGAGAATTTA 82

1519o CX3CR1 TCTACAAACTACACTCCCCTTC 83

1520p CX3CR1 GGAATGTTAGGTTTAGAGGTTTT 84

1520o CX3CR1 CAAACTACAATACCCTTTTCTCA 85

1521r CX3CR1 AACCTTCACCATAAATCAATTC 86

1521q CX3CR1 GGTGTTGTTATTAAAATGGTTGT 87

1522p CX3CR1 AAAATGAATGTTTTGGTGATTA 88

1522o CX3CR1 AACACTTCCATACCTACTCCTTT 89

1523p CX3CR1 AAAAGTTTAGAGTTGGTTGGG 90

1523o CX3CR1 CTTCCCACTTACCATCTTATTT 91

1524p CX3CR1 TTTATTGTTATGGGGAAAATTG 92

1524o CX3CR1 AAAAATTCCTACCACCCACT 93

1525p CX3CR1 AGTGGGTGGTAGGAATTITT 94

1525o CX3CR1 CTCTTCTTTTATTTCTCAAACCA 95

1526p FGR GGATTATTTAAGGTTGGGATTT 96

1526o FGR CCTCTTCTCACTCCTACTTTCA 97

1527p FGR AAAGGTAAGGTATTGGGAGATT 98

1527o FGR CAAAATAACAACATTACTTCTCAAA 99

1528p FGR AGATTGGAATTGATAGAGGATG 100

1528o FGR TCCTAACTAACACAATAAAAACCC 101

1529p FGR GGTTTTTAGTGATGGAGAAAAG 102

1529o FGR CACTACTTAACCTACCCAATCC 103

1530p FGR GAGTAAGGTGATAGTTAAAGGGAT 104

1530o FGR CAATTACACCCCAAATTCTC 105

1531p FGR TAATGAGTAGTGGGGGTTTTAG 106

1531o FGR AATAAACTTTCACTTCCCTCCT 107

1532r FGR ATCTAAACTCCCATCCCTTAAC 108

1532q FGR GTTGGTTAGGTTGTTTTTGAAT 109

1533p FGR AGGGTTATAGGGTAGATGTTGA 110

1533o FGR TCTAAATCCTTAATACAACAAACAA 111
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(continuación)

Nombre del 
cebador

Nombre del gen 
diana

Secuencia SEQ ID NO:

1534p FGR GGTTTAGAGGAAGGATTGTTTT 112

1534o FGR CATACTCAACTCCCTCACAAT 113

1535r FGR AACTTCTAACCTAATCCTTTCTCTAA 114

1535q FGR TGTAGTTTTAGTTATTTGGGAGG 115

1536r FGR CCCTTAATACTTCTACCCCATA 116

1536q FGR TGATTAGGTGGTTTGGTTATTT 117

1537p FGR ATTTTATTITGGGGAAAGTTGT 118

1537o FGR TCAATAATACCCACTTCCTACC 119

1538p FGR GTTGTTGGAATAGAGAGGTTGT 120

1538o FGR AACACAAACATAAAACTCCCC 121

1539p FGR TTGTGGTTTTTGTAGAGGGTAT 122

1539o FGR ACAACTTTCCCCAAAATAAAAT 123

1540p FGR AGGTTAAGATTGGGATTAGGTT 124

1540o FGR CTACTTTCCTCCAAAAACTCAC 125

1541p FGR GGTTTGTGAGGTGATTGTGTA 126

1541o FGR TTCTCCTCTACCCTAATCTAAAAA 127

1542p FGR GGGAGAGGGTTTTGATAAGATA 128

1542o FGR CCAACTCCCTAATAATCTCACT 129

1543p FGR GTGAGATTATTAGGGAGTTGGG 130

1543o FGR AACTACCATATCCACCAATTAAAA 131

1544r FGR AACTCTACTTCATAACCCCTCC 132

1544q FGR GAGGTTGTTTTGTTAGGATTTT 133

1545r FGR TCTTTAACAAATTCACCATCAA 134

1545q FGR TTAAGTTAGTTTGGGGGTTTT 135

1546r FGR CCTCCCACCTATTAACTATTCA 136

1546q FGR TATTTTGGTAGGGGTTGTATTT 137

1547p GLNY GGGTATTATGGGTGGGAA 138

1547o GLNY AAACCAAACACTACAATAAATCC 139

1548r GLNY ACAAAACCTCAACCCAACT 140

1548q GLNY TGGTATTTTAGGAATTGGTTTATT 141

1549r GLNY CTTTCAACTTCACTCTTTCCAT 142

1549q GLNY GGGTTGTTGGAGGTTAGTAGT 143

1550r GLNY TCCTCCCTAACAAAATATCAAT 144

1550q GLNY TTGAAGTGTAGTGGTGTGATTT 145

1551p GLNY TTAAGATAAGTAAAAGGGTGGG 146

1551o GLNY CTCTAAAATTCATCCACAAACA 147
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(continuación)

Nombre del 
cebador

Nombre del gen 
diana

Secuencia SEQ ID NO:

1552p GLNY GGTTAGGGATTTTGGTTTTAAT 148

1552o GLNY TAACCCACTCTCAACACAAAC 149

1553r GLNY AAACCCAACTCCTATCCTAAAC 150

1553q GLNY GGGTGAGATTTTAGAGGATTTT 151

1554p GLNY ATTGAAGAAGATGGTGGATAAG 152

1554o GLNY CCTAACTTCTCTAAAACAAACCC 153

1555r GLNY ACCAATCTTAAACCAAACCTTA 154

1555q GLNY AATTTTTAGGAGGTATTTTTGTTG 155

1556r GLNY CCCACAACTAACTATTCTCTCC 156

1556q GLNY TTTATTGGTTTGAGAGTTTTTG 157

1557r GLNY ACCCCACAACCTACTCAAA 158

1557q GLNY AGGATAGTAGAGGGAGTTAGGG 159

1456o NKG7 CAAACCAACCTCATATAACAAA 160

1456p NKG7 GAGGGGAAGTAGGATAGGATTA 161

1558r NKG7 ATTCCTAATCTCACACACAACC 162

1558q NKG7 TGAGTAGTTGGATAAAAATGGG 163

1559p NKG7 GTTGGAAGAGATTTGGGTG 164

1559o NKG7 ATTATCCCCACCTTCCTAAATA 165

1560p NKG7 GGTTGAGAAAGTTGTTGGAG 166

1560o NKG7 CAAACTAATCACAAACCCAAA 167

1561r NKG7 ACCCCAACTACCTTACCTTTAT 168

1561q NKG7 ATTTGGTITTAGTGAGTTTTTGTAT 169

1562r NKG7 AATTTTCCTAAACCTTCTACCTAA 170

1562q NKG7 GTGTTGGGGGATATAAGGAT 171

1563p NKG7 AAGGTGAAGGGGAAGTAAGT 172

1563o NKG7 CCTAATAACCTTTATCACCAAAA 173

1564r NKG7 CTCTCTCACCTCTTCCAAAA 174

1564q NKG7 GTAAGTAGTTGGGGTAGTGAGG 175

1565r NKG7 ATCTAACACCCTCAATACCCT 176

1565q NKG7 GAGTGGGTGGGATTTATAGTT 177

1566r NKG7 CCCCAAATACCCTAAACCTA 178

1566q NKG7 GTTGGAGAAGGGGAGATATAGA 179

1567r NKG7 ATTCCAAAAACCTCATCTAAAA 180

1567q NKG7 TTTGGTAAGGGGGATAAAAT 181

E09005876
13-12-2016ES 2 607 185 T3

 



15

Ejemplos

Los inventores analizaron el estado de metilación de una multitud de regiones genéticas candidatas (amplicones) de 
NKG7, CX3CR1, FGR y GLNY en varios tipos celulares en comparación con una fracción aislada de linfocitos 
citolíticos naturales. Sorprendentemente se descubrió, que las áreas específicas en las regiones genómicas de los 
genes NKG7, CX3CR1, FGR y GLNY estaban significativamente desmetiladas en linfocitos citolíticos naturales en 5
comparación con cualquier otro tipo celular.
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Ejemplo 1: Análisis de NKG7

Los inventores han purificado varios subgrupos sanguíneos que incluyen linfocitos T CD3/CD4, CD/CD8 intactos y 
de memoria, linfocitos citolíticos naturales CD56, linfocitos B intactos y de memoria CD19, monocitos CD14 y 
granulocitos CD15. El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se analizó en varios motivos de 
dinucleótido CpG. Los inventores compararon entonces el estado de metilación (hallando C por Citosina que estaba 5
metilada en la secuencia original (genómica) frente a T para la citosina que no estaba metilada en la secuencia 
original).

Los datos mostraban varios motivos CpG y áreas en el gen NKG7 que estaban desmetiladas en todas las muestras 
de linfocitos NK mientras que estaban totalmente metiladas en otros tipos de células sanguíneas. Estos datos se 
generaron en dos etapas: inicialmente, en un experimento Illumina Golden Gate, los inventores encontraron 10
metilación diferencial para un número limitado de CpG, como se indica en la tabla 2.

Luego, al hallar la metilación diferencial en dicho experimento Illumina, los inventores analizaron adicionalmente 
regiones genómicas más grandes por medio de secuenciación por bisulfito. Este último procedimiento servía para 
explorar y extender las regiones metiladas diferencialmente y se llevó a cabo, o ejemplo, con regiones genéticas 
metiladas diferencialmente de NKG7 como se muestra en la Figura 3. Las secuencias de cebador que se utilizaron 15
para generar este amplicón particular son las siguientes:

"1455p","AAGGATTAGGAGAAGAAGGTTT" (SEQ ID NO: 42) 
"1455o","TAAAACTATAAATCCCACCCAC" (SEQ ID NO: 43)

Se generaron otros amplicones similares que generaban metilación diferencial en este gen por cebadores de 
acuerdo con SEQ ID NO: 160-181. Los pares de cebadores se indican con números iguales, en los que una letra en 20
la última posición indica la identidad del cebador izquierdo o derecho.

Ejemplo 2: Análisis de CX3CR1

Los inventores han purificado varios subgrupos sanguíneos que incluyen linfocitos T intactos y de memoria 
CD3/CD4, CD3/CD8, linfocitos citolíticos naturales CD56, linfocitos B intactos y de memoria CD19, monocitos CD14 
y granulocitos CD15. El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se analizó en varios motivos de 25
dinucleótido CpG. Los inventores compararon entonces el estado de metilación (hallando C por Citosina que estaba 
metilada en la secuencia original (genómica) frente a T para la citosina que no estaba metilada en la secuencia 
original).

Los datos mostraban varios motivos CpG y áreas en el gen CX3CR1 que estaban desmetiladas en todas las 
muestras de linfocitos NK mientras que estaban totalmente metiladas en otros tipos de células sanguíneas. Estos 30
datos se generaron en dos etapas: inicialmente, en un experimento Illumina Golden Gate, los inventores encontraron 
metilación diferencial para un número limitado de CpG, como se indica en la tabla 2. Luego, al hallar la metilación 
diferencial en dicho experimento Illumina, los inventores analizaron adicionalmente regiones genómicas más 
grandes por medio de secuenciación por bisulfito. Este último procedimiento servía para explorar y extender las 
regiones metiladas diferencialmente y se llevó a cabo, o ejemplo, con regiones genéticas metiladas diferencialmente 35
de CX3CR1 como se muestra en la Figura 1. Las secuencias de cebador que se utilizaron para generar este 
amplicón particular son las siguientes:

"1452r","ACACAACTCTTCTCCTCAAAAT" (SEQ ID NO: 44) 
"1452q","TAGGGGTTAGGTAGGTAATGAA" (SEQ ID NO: 45)

Se generaron otros amplicones similares que generaban metilación diferencial en este gen por cebadores de 40
acuerdo con SEQ ID NO: 50 a 95. Los pares de cebadores se indican con números iguales, en los que una letra en 
la última posición indica la identidad del cebador izquierdo o derecho.

Ejemplo 3: Análisis de FGR

Los inventores han purificado varios subgrupos en la sangre que incluyen linfocitos T CD3/CD4, CD/CD8 intactos y 
de memoria, linfocitos citolíticos naturales CD56, linfocitos B intactos y de memoria CD19, monocitos CD14 y 45
granulocitos CD15. El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se analizó en varios motivos de 
dinucleótido CpG. Los inventores compararon entonces el estado de metilación (hallando C por Citosina que estaba 
metilada en la secuencia original (genómica) frente a T para la citosina que no estaba metilada en la secuencia 
original).

Los datos mostraban varios motivos CpG y áreas en el gen FGR que estaban desmetiladas en todas las muestras 50
de linfocitos NK mientras que estaban totalmente metiladas en otros tipos de células sanguíneas. Estos datos se 
generaron en dos etapas: inicialmente, en un experimento Illumina Golden Gate, los inventores encontraron 
metilación diferencial para un número limitado de CpG, como se indica en la tabla 2.
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Luego, al hallar la metilación diferencial en dicho experimento Illumina, los inventores analizaron adicionalmente 
regiones genómicas más grandes por medio de secuenciación por bisulfito. Este último procedimiento servía para 
explorar y extender las regiones metiladas diferencialmente y se llevó a cabo, o ejemplo, con regiones genéticas 
metiladas diferencialmente de FGR como se muestra en la Figura 2. Las secuencias de cebador que se utilizaron 
para generar este amplicón particular son las siguientes:5

"1454p","ATGTGGGTAAATGAGGATGTAG" (SEQ ID NO: 46) 
"1454o","CCAACCCCAAAAATATAAACAT" (SEQ ID NO: 47)

Se generaron otros amplicones similares que generaban metilación diferencial en este gen por cebadores de 
acuerdo con SEQ ID NO: 96 a 137. Los pares de cebadores se indican con números iguales, en los que una letra en 
la última posición indica la identidad del cebador izquierdo o derecho.10

Ejemplo 4: Análisis GNLY

Los inventores han purificado varios subgrupos en la sangre que incluyen linfocitos T CD3/CD4, CD/CD8 intactos y 
de memoria, linfocitos citolíticos naturales CD56, linfocitos B intactos y de memoria CD19, monocitos CD14 y
granulocitos CD15. El ADN de las células purificadas se trató con bisulfito y se analizó en varios motivos de 
dinucleótido CpG. Los inventores compararon entonces el estado de metilación (hallando C por Citosina que estaba 15
metilada en la secuencia original (genómica) frente a T para la citosina que no estaba metilada en la secuencia 
original).

Los datos mostraban varios motivos CpG y áreas en el gen GNLY que estaban desmetiladas en todas las muestras 
de linfocitos NK mientras que estaban totalmente metiladas en otros tipos de células sanguíneas. Estos datos se 
generaron en dos etapas: inicialmente, en un experimento Illumina Golden Gate, los inventores encontraron 20
metilación diferencial para un número limitado de CpG, como se indica en la tabla 2.

Luego, al hallar la metilación diferencial en dicho experimento Illumina, los inventores analizaron adicionalmente 
regiones genómicas más grandes por medio de secuenciación por bisulfito. Este último procedimiento servía para 
explorar y extender las regiones metiladas diferencialmente y se llevó a cabo, o ejemplo, con regiones genéticas 
metiladas diferencialmente de GNLY como se muestra en la Figura 4. Las secuencias de cebador que se utilizaron 25
para generar este amplicón particular son las siguientes:

"1458r","ACCCTAAACTACTTCTTCACACA" (SEQ ID NO: 48) 
"1458q","ATTGGATTAAGTTTGGTTTTGA" (SEQ ID NO: 49)

Se generaron otros amplicones similares que generaban metilación diferencial en este gen por cebadores de 
acuerdo con SEQ ID NO: 138 A 159. Los pares de cebadores se indican con números iguales, en los que una letra 30
en la última posición indica la identidad del cebador izquierdo o derecho.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Epiontis GmbH
35

<120> Marcador epigenético para la identificación de linfocitos citolíticos naturales 

<130> FB21402

<160> 18140

<170> Patentln versión 3.5

<210> 1
<211> 3451445
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2
<211> 30001
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 2
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<210> 3
<211> 7682
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 3
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<210> 4
<211> 8269
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 4
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<210> 5
<211> 477
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 5

10

<210> 6
<211> 1800
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 6
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<210> 7
<211> 2040
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

ES 2 607 185 T3

 



64
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<210> 8
<211> 540
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 8
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<210> 9
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 9
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<210> 10
<211> 1140
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 10
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<210> 11
<211> 900
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 11
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<210> 12
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 12
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<210> 13
<211> 2100
<212> ADN
<213> Homo sapiens15
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<210> 14
<211> 1380
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 14
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<210> 15
<211> 1740
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 15
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<210> 16
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 16
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<210> 17
<211> 410
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 17
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<210> 18
<211> 1500
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 18
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<210> 19
<211> 720
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2 607 185 T3

 



75

<210> 20
<211> 780
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 20

10

<210> 21
<211> 1740
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 21
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<210> 22
<211> 12005
<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<400> 22

<210> 235
<211> 960
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 2310
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<210> 24
<211> 600
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 24

10

<210> 25
<211> 660
<212> ADN15
<213> Homo sapiens

<400> 25
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<210> 26
<211> 1500
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 26
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<210> 27
<211> 780
<212> ADN5
<213> Homo sapiens
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<210> 28
<211> 3300
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 28
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<210> 29
<211> 382
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 29
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<210> 30
<211> 900
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 30

10

<210> 31
<211> 1440
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 31
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<210> 32
<211> 1680
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 32
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<210> 33
<211> 540
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 33
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<210> 34
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 34

10

<210> 35
<211> 469
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 35
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<210> 36
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 36

10

<210> 37
<211> 1080
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 37
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<210> 38
<211> 840
<212> ADN5
<213> Homo sapiens
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<210> 39
<211> 1020
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 39
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<210> 40
<211> 660
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<400> 40

10

<210> 41
<211> 540
<212> ADN
<213> Homo sapiens15

<400> 41
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<210> 42
<211> 22
<212> ADN5
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1455p

10
<400> 42
aaggattagg agaagaaggt tt 22

<210> 43
<211> 2215
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1455o20

<400> 43
taaaactata aatcccaccc ac 22

<210> 4425
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>30
<223> Cebador 1452r

<400> 44
acacaactct tctcctcaaa at 22

35
<210> 45
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

40
<220>
<223> Cebador 1452q

<400> 45
taggggttag gtaggtaatg aa 2245

<210> 46
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1454p

<400> 46
atgtgggtaa atgaggatgt ag 22

10
<210> 47
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1454o

<400> 47
ccaaccccaa aaatataaac at 2220

<210> 48
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1458r

<400> 4830
accctaaact acttcttcac aca 23

<210> 49
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1458q

40
<400> 49
attggattaa gtttggtttt ga 22

<210> 50
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1503r50

<400> 50
ccccaaactt aaaattcaat ac 22

<210> 5155
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1503q

<400> 51
ttaggagaga agttgttatt ggt 23

65
<210> 52
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1504p

<400> 52
aggtagggga ttaggaaagt ag 22

10
<210> 53
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1504o

<400> 53
aattccaacc aaataaaaac at 2220

<210> 54
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1505p

<400> 5430
atttaagtag tgaggatgga gg 22

<210> 55
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1505o

40
<400> 55
ccaataaacc aatctttcct aa 22

<210> 56
<211> 1845
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1506p50

<400> 56
tttagaaatg ggaagggg 18

<210> 5755
<211> 24
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1506o

<400> 57
aaaaatcact aaacctacaa caaa 24
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<210> 58
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1507r

<400> 58
aaacccttta caaaatcaaa aa 22

10
<210> 59
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1507q

<400> 59
ggatagtagt agggatgtgg aa 2220

<210> 60
<211> 24
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1508p

<400> 6030
tgttttgtaa attatggagt gagt 24

<210> 61
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1508o

40
<400> 61
aaaacctacc actatatcca cc 22

<210> 62
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1509r50

<400> 62
tcactcatta cccaaactaa aa 22

<210> 6355
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1509q

<400> 63
ttagaggaag tggtgtgtgt ag 22

65
<210> 64
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<211> 19
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1510r

<400> 64
ccattctcct acctcaacc 19

10
<210> 65
<211> 26
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1510q

<400> 65
aaaaataaaa gttaaggggt ttatag 2620

<210> 66
<211> 25
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1511r

<400> 6630
cacaatccaa tcatactctt ttaat 25

<210> 67
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1511q

40
<400> 67
atgtaatgtg ggttaggtat gg 22

<210> 68
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1512p50

<400> 68
aattgggagg tagtagagtg gt 22

<210> 6955
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1512o

<400> 69
tcacccaaac aaaaatacta aa 22

65
<210> 70
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<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1513p

<400> 70
ggaagggaag agagtttgtt a 21

10
<210> 71
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1513o

<400> 71
accccttaat acctctccta aa 2220

<210> 72
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1514p

<400> 7230
ttagtgttag aaagtggatg gg 22

<210> 73
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1514o

40
<400> 73
aatctataac cccttcaaaa cc 22

<210> 74
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1515p50

<400> 74
ttttattttt aggttggggt aa 22

<210> 7555
<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1515o

<400> 75
actcttccat ccccttaaac 20

65
<210> 76
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1516p

<400> 76
aggggaattt ttgttgtttt at 22

10
<210> 77
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1516o

<400> 77
acaacttttc ttccttactc aca 2320

<210> 78
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1517p

<400> 7830
gggtggaaaa tatggttttt a 21

<210> 79
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1517o

40
<400> 79
aataatcctc aaaactctcc aa 22

<210> 80
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1518r50

<400> 80
ttacattact caaaacatcc ca 22

<210> 8155
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1518q

<400> 81
ttatttgtga agtggggtta gt 22

65
<210> 82
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<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1519p

<400> 82
tttttggggt tgagaattta 20

10
<210> 83
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1519o

<400> 83
tctacaaact acactcccct tc 2220

<210> 84
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1520p

<400> 8430
ggaatgttag gtttagaggt ttt 23

<210> 85
<211> 23
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1520o

40
<400> 85
caaactacaa tacccttttc tca 23

<210> 86
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1521r50

<400> 86
aaccttcacc ataaatcaat tc 22

<210> 8755
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1521q

<400> 87
ggtgttgtta ttaaaatggt tgt 23

65
<210> 88
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1522p

<400> 88
aaaatgaatg ttttggtgat ta 22

10
<210> 89
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1522o

<400> 89
aacacttcca tacctactcc ttt 2320

<210> 90
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1523p

<400> 9030
aaaagtttag agttggttgg g 21

<210> 91
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1523o

40
<400> 91
cttcccactt accatcttat tt 22

<210> 92
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1524p50

<400> 92
tttattgtta tggggaaaat tg 22

<210> 9355
<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1524o

<400> 93
aaaaattcct accacccact 20

65
<210> 94
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<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1525p

<400> 94
agtgggtggt aggaattttt 20

10
<210> 95
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1525o

<400> 95
ctcttctttt atttctcaaa cca 2320

<210> 96
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1526p

<400> 9630
ggattattta aggttgggat tt 22

<210> 97
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1526o

40
<400> 97
cctcttctca ctcctacttt ca 22

<210> 98
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1527p50

<400> 98
aaaggtaagg tattgggaga tt 22

<210> 9955
<211> 25
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1527o

<400> 99
caaaataaca acattacttc tcaaa 25
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<210> 100
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1528p

<400> 100
agattggaat tgatagagga tg 22

10
<210> 101
<211> 24
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1528o

<400> 101
tcctaactaa cacaataaaa accc 2420

<210> 102
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1529p

<400> 10230
ggtttttagt gatggagaaa ag 22

<210> 103
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1529o

40
<400> 103
cactacttaa cctacccaat cc 22

<210> 104
<211> 2445
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1530p50

<400> 104
gagtaaggtg atagttaaag ggat 24

<210> 10555
<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1530o

<400> 105
caattacacc ccaaattctc 20
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<210> 106
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1531p

<400> 106
taatgagtag tgggggtttt ag 22

10
<210> 107
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1531o

<400> 107
aataaacttt cacttccctc ct 2220

<210> 108
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1532r

<400> 10830
atctaaactc ccatccctta ac 22

<210> 109
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1532q

40
<400> 109
gttggttagg ttgtttttga at 22

<210> 110
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1533p50

<400> 110
agggttatag ggtagatgtt ga 22

<210> 11155
<211> 25
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1533o

<400> 111
tctaaatcct taatacaaca aacaa 25

65
<210> 112
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1534p

<400> 112
ggtttagagg aaggattgtt tt 22

10
<210> 113
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1534o

<400> 113
catactcaac tccctcacaa t 2120

<210> 114
<211> 26
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1535r

<400> 11430
aacttctaac ctaatccttt ctctaa 26

<210> 115
<211> 23
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1535q

40
<400> 115
tgtagtttta gttatttggg agg 23

<210> 116
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1536r50

<400> 116
cccttaatac ttctacccca ta 22

<210> 11755
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1536q

<400> 117
tgattaggtg gtttggttat tt 22

65
<210> 118
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1537p

<400> 118
attttatttt ggggaaagtt gt 22

10
<210> 119
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1537o

<400> 119
tcaataatac ccacttccta cc 2220

<210> 120
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1538p

<400> 12030
gttgttggaa tagagaggtt gt 22

<210> 121
<211> 21
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1538o

40
<400> 121
aacacaaaca taaaactccc c 21

<210> 122
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1539p50

<400> 122
ttgtggtttt tgtagagggt at 22

<210> 12355
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1539o

<400> 123
acaactttcc ccaaaataaa at 22

65
<210> 124
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1540p

<400> 124
aggttaagat tgggattagg tt 22

10
<210> 125
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1540o

<400> 125
ctactttcct ccaaaaactc ac 2220

<210> 126
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1541p

<400> 12630
ggtttgtgag gtgattgtgt a 21

<210> 127
<211> 24
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1541o

40
<400> 127
ttctcctcta ccctaatcta aaaa 24

<210> 128
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1542p50

<400> 128
gggagagggt tttgataaga ta 22

<210> 12955
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>60
<223> Cebador 1542o

<400> 129
ccaactccct aataatctca ct 22

65
<210> 130
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<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>5
<223> Cebador 1543p

<400> 130
gtgagattat tagggagttg gg 22

10
<210> 131
<211> 24
<212> ADN
<213> Desconocido

15
<220>
<223> Cebador 1543o

<400> 131
aactaccata tccaccaatt aaaa 2420

<210> 132
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido25

<220>
<223> Cebador 1544r

<400> 13230
aactctactt cataacccct cc 22

<210> 133
<211> 22
<212> ADN35
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1544q

40
<400> 133
gaggttgttt tgttaggatt tt 22

<210> 134
<211> 2245
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1545r50
<900> 134
tctttaacaa attcaccatc aa 22

<210> 135
<211> 2155
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1545q60

<400> 135
ttaagttagt ttgggggttt t 21

<210> 13665
<211> 22
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1546r5

<400> 136
cctcccacct attaactatt ca 22

<210> 13710
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1546q

<400> 137
tattttggta ggggttgtat tt 22

20
<210> 138
<211> 18
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1547p

<400> 138
gggtattatg ggtgggaa 1830

<210> 139
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1547o

<400> 13940
aaaccaaaca ctacaataaa tcc 23

<210> 140
<211> 19
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1548r

50
<400> 140
acaaaacctc aacccaact 19

<210> 141
<211> 2455
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1548q60

<400> 141
tggtatttta ggaattggtt tatt 24

<210> 14265
<211> 22

ES 2 607 185 T3

 



109

<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1549r5

<400> 142
ctttcaactt cactctttcc at 22

<210> 14310
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1549q

<400> 143
gggttgttgg aggttagtag t 21

20
<210> 144
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1550r

<400> 144
tcctccctaa caaaatatca at 2230

<210> 145
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1550q

<400> 14540
ttgaagtgta gtggtgtgat tt 22

<210> 146
<211> 22
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1551p

50
<400> 146
ttaagataag taaaagggtg gg 22

<210> 147
<211> 2255
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1551o60

<400> 147
ctctaaaatt catccacaaa ca 22

<210> 14865
<211> 22
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1552p5

<400> 148
ggttagggat tttggtttta at 22

<210> 14910
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1552o

<400> 149
taacccactc tcaacacaaa c 21

20
<210> 150
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1553r

<400> 150
aaacccaact cctatcctaa ac 2230

<210> 151
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1553q

<400> 15140
gggtgagatt ttagaggatt tt 22

<210> 152
<211> 22
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1554p

50
<400> 152
attgaagaag atggtggata ag 22

<210> 153
<211> 2355
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1554o60

<400> 153
cctaacttct ctaaaacaaa ccc 23

<210> 15465
<211> 22
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1555r5

<400> 154
accaatctta aaccaaacct ta 22

<210> 15510
<211> 24
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1555q

<400> 155
aatttttagg aggtattttt gttg 24

20
<210> 156
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1556r

<400> 156
cccacaacta actattctct cc 2230

<210> 157
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1556q

<400> 15740
tttattggtt tgagagtttt tg 22

<210> 158
<211> 19
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1557r

50
<400> 158
accccacaac ctactcaaa 19

<210> 159
<211> 2255
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1557q60

<400> 159
aggatagtag agggagttag gg 22

<210> 16065
<211> 22
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1456o5

<400> 160
caaaccaacc tcatataaca aa 22

<210> 16110
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1456p

<400> 161
gaggggaagt aggataggat ta 22

20
<210> 162
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1558r

<400> 162
attcctaatc tcacacacaa cc 2230

<210> 163
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1558q

<400> 16340
tgagtagttg gataaaaatg gg 22

<210> 164
<211> 19
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1559p

50
<400> 164
gttggaagag atttgggtg 19

<210> 165
<211> 2255
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1559o60

<400> 165
attatcccca ccttcctaaa ta 22

<210> 16665
<211> 20
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1560p5

<400> 166
ggttgagaaa gttgttggag 20

<210> 16710
<211> 21
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1560o

<400> 167
caaactaatc acaaacccaa a 21

20
<210> 168
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1561r

<400> 168
accccaacta ccttaccttt at 2230

<210> 169
<211> 25
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1561q

<400> 16940
atttggtttt agtgagtttt tgtat 25

<210> 170
<211> 24
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1562r

50
<400> 170
aattttccta aaccttctac ctaa 24

<210> 171
<211> 2055
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1562q60

<400> 171
gtgttggggg atataaggat 20

<210> 17265
<211> 20
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1563p5

<400> 172
aaggtgaagg ggaagtaagt 20

<210> 17310
<211> 23
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1563o

<400> 173
cctaataacc tttatcacca aaa 23

20
<210> 174
<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1564r

<400> 174
ctctctcacc tcttccaaaa 2030

<210> 175
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1564q

<400> 17540
gtaagtagtt ggggtagtga gg 22

<210> 176
<211> 21
<212> ADN45
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1565r

50
<400> 176
atctaacacc ctcaataccc t 21

<210> 177
<211> 2155
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1565q60

<400> 177
gagtgggtgg gatttatagt t 21

<210> 17865
<211> 20
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<212> ADN
<213> Desconocido

<220>
<223> Cebador 1566r5

<400> 178
ccccaaatac cctaaaccta 20

<210> 17910
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

<220>15
<223> Cebador 1566q

<400> 179
gttggagaag gggagatata ga 22

20
<210> 180
<211> 22
<212> ADN
<213> Desconocido

25
<220>
<223> Cebador 1567r

<400> 180
attccaaaaa cctcatctaa aa 2230

<210> 181
<211> 20
<212> ADN
<213> Desconocido35

<220>
<223> Cebador 1567q

<400> 18140
tttggtaagg gggataaaat 20

ES 2 607 185 T3

 



116

REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de identificación de linfocitos citolíticos naturales que expresan CD56 en una muestra derivada 
de un mamífero, que comprende analizar el estado de metilación de los motivos CpG en un amplicón de acuerdo 
con SEQ ID NO: 29 a 34, en el que una desmetilación de dichos motivos CpG hasta al menos un 70 % en un 
linfocito citolítico natural en dicha muestra, cuando se compara con un linfocito citolítico no natural, es indicativa de 5
un linfocito citolítico natural que expresa CD56.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que dichos motivos CpG en un linfocito citolítico natural 
que expresa CD56 en dicha muestra están desmetilados hasta más del 80 %, preferentemente más del 90 %, y más 
preferentemente más del 95 %. 

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1 o 2, en el que el análisis del estado de metilación comprende 10
un procedimiento que se selecciona de entre la metilación específica de digestiones enzimáticas, secuenciación por 
bisulfito, análisis seleccionados de entre metilación de promotor, metilación de islas CpG, MSP, HeavyMethyl, 
MethyLight, Ms-SNuPE u otros procedimientos que se basan en una detección de ADN amplificado.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende además un análisis de 
los marcadores NKG7, CX3CR1, FGR, CD56, CD16 y/o CD8.15

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que dicha identificación 
comprende una distinción de dichos linfocitos citolíticos naturales a partir de todos los tipos principales de células de 
la sangre periférica y células no sanguíneas.

6. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende además la etapa de 
llegar a la conclusión del estado inmunitario de dicho mamífero basándose en dichos linfocitos citolíticos naturales20
identificados.

7. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que una desmetilación de los

motivos CpG en el gen GNLY en combinación con una desmetilación de al menos un motivo CpG en al menos un 

segundo gen seleccionado de entre NKG7, CX3CR1, FGR es indicativa de un linfocito citolítico natural CD56oscuro o 

CD56brillante.25

8. Un procedimiento de control del nivel de linfocitos citolíticos naturales que expresan CD56, en particular linfocitos 

citolíticos naturales CD56oscuros o CD56brillantes, y/o CD16+ o CD16-, y/o CD8+ o CD8- en un mamífero, que 

comprende un procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, y comparar la cantidad de 

linfocitos citolíticos naturales identificados con una muestra anterior tomada del mismo mamífero, y/o con una 

muestra de control.30

9. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho mamífero padece o es 

probable que padezca enfermedades autoinmunitarias, rechazo de trasplantes, cáncer, alergias y/o cualquier 

enfermedad directamente relacionada con linfocitos NK, tal como pero sin limitarse a SCID-X1.

10. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende además la medición 

y/o control de la cantidad de dicha cantidad de linfocitos citolíticos naturales en respuesta a sustancias químicas y/o 35

biológicas que se proporcionan a dicho mamífero.

11. El uso de un amplicón de acuerdo con SEQ ID NO: 29 a 34 o un amplicón producido por un par de cebadores de 

acuerdo con SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159, y/o un oligómero que se hibrida con una secuencia que se selecciona 

de entre SEQ ID NO: 29 a 34, preferentemente un oligómero seleccionado de entre SEQ ID NO: 48, 49, y 138 a 159 

para identificar y/o controlar linfocitos citolíticos naturales CD56oscuros o CD56brillantes en un mamífero en un 40

procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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