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DESCRIPCIÓN

Procedimiento de diagnóstico de trastornos hematológicos

La presente invención se refiere a un procedimiento para diagnosticar trastornos hematológicos en un paciente.

La gran cantidad de células hematopoyéticas y los muchos estadios a través de los que pasan complican 
adicionalmente la clasificación de las neoplasias que se originan de este tipo de células. A pesar de los esfuerzos 5
para establecer una clasificación basada en entidades “reales”, algunas de las categorías son ambiguas y en 
muchos casos contienen grupos muy heterogéneos con respecto a la respuesta a la terapia en el curso clínico. Esta 
heterogeneidad es la responsable, por una parte, de la incesante búsqueda de marcadores capaces de diferenciar 
algunos comportamientos de otros, y por otra parte, de que la clasificación discutible de este tipo de neoplasias se 
someta a continuas revisiones.10

Un sistema de clasificación ideal debería ser preciso, fácil de utilizar y debería tener especialmente significación 
biológica y clínica (Chan WC y col., Croat Med J. 2005; 46:349-59). Los sistemas de diagnóstico actuales y la 
clasificación de neoplasias hematológicas se basan en el reconocimiento de las características histológicas y 
morfológicas, inmunofenotípicas y citogenéticas y el estudio de un marcador molecular con valor pronóstico. Sin 
embargo, en algunas de las categorías diagnósticas definidas de esta manera, se observaba lo siguiente:15

– Un marcador de respuesta heterogénea a la terapia: con la misma enfermedad, los pacientes que consiguen la 
remisión completa, o remisión parcial, o no responden, o recaen tras una cierta terapia. La capacidad para predecir 
es especialmente importante en este tipo de neoplasias ya que el trasplante de células madre es una respuesta 
alternativa eficaz pero tóxica. La capacidad para determinar que pacientes responderían a una terapia convencional 
antes de administrarla puede ser beneficiosa para ser capaz de aplicar el tratamiento más eficaz para cada paciente.20

– Un comportamiento clínico variable: en esa categoría para algunos pacientes la enfermedad se mantiene estable 
durante largos periodos de tiempo y no va a ser necesaria terapia mientras que para otros la enfermedad va a 
progresar rápidamente necesitando terapia agresiva.

Estas variaciones apuntan a la existencia de heterogeneidad molecular de las categorías diagnósticas, diferencias 
que los procedimientos convencionales no son capaces de determinar y por lo tanto, la búsqueda de nuevas formas 25
de análisis que proporcionen una mayor resolución en la caracterización de este tipo de neoplasias. 

En esta línea, el uso de matrices de expresión ha demostrado ser eficaz no solo para descifrar la diversidad 
biológica y clínica que se encuentra en muchos tumores, sino para el entendimiento de los procesos biológicos y 
patológicos que afecta muchos síntomas y, en particular, el sistema hematopoyético. Las matrices de expresión son 
matrices ordenadas de secuencias asociadas con un soporte sólido, complementarias al ARNm o su ADNc o ARNc 30
correspondiente, que permite el análisis de la expresión diferencial de cientos o miles de genes simultáneamente. 
Uno de los soportes a los que se unen habitualmente son fragmentos rectangulares de cristal parecidos a 
portaobjetos, un formato al que se alude habitualmente por los términos micromatriz, biochip o, simplemente chip. 
Su utilización se está volviendo cada vez más frecuente para el diagnóstico de distintas enfermedades o para la 
evolución de la evaluación de la susceptibilidad de padecerlas.35

En 1999, el grupo Golub publicó uno de los primeros artículos que hacían referencia al papel de las matrices en la 
clasificación de neoplasias hematológicas (Golub TR y col., Science. 1999; 286:531-7). Se utilizó una matriz con 
6817 genes representados para el estudio de los perfiles de expresión en leucemia mieloide aguda (AML) y 
leucemia linfoide aguda (ALL). Se seleccionó un grupo de 50 genes con la capacidad para predecir el tipo de 
leucemia (predictor de clase) y se utilizaron para clasificar un grupo de muestras desconocidas en las categorías 40
correctas. El estudio de la expresión de estos 50 genes es suficiente para la clasificación de una muestra de AML o 
ALL. A pesar del hecho de que la distinción entre AML y ALL está bien establecida con los procedimientos 
diagnósticos actuales, el estudio revelaba la existencia de patrones de expresión específicos asociados con cada 
tipo de leucemia aguda y probaban su uso.

La solicitud US 2007/154931 desvela genes asociados con la progresión y respuesta en la leucemia mieloide crónica 45
y los usos de los mismos.

La solicitud de patente europea EP1947194 ha propuesto el uso de oligonucleótidos específicos para diagnosticar 
enfermedades leucémicas linfoides crónicas (CLL).

El artículo de Mills y col. (Blood. 2009; vol. 114; 5:1063-1072) desvela que los clasificadores basados en 
micromatrices y los modelos de pronóstico identifican subgrupos con resultados clínicos distintos y alto riesgo de 50
transformación en AML de síndromes mielodisplásicos.

La solicitud internacional WO 2005/080601 desvela procedimientos de análisis genéticos para la clasificación, 
diagnóstico y pronóstico de leucemia mieloide aguda (AML). Esta solicitud proporciona un procedimiento para 
diferenciar subtipos de AM, pero no proporciona procedimientos para la discriminación entre estados preleucémicos 
y leucémicos.55
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La solicitud internacional WO 2006/125195 desvela un grupo de 24 genes cuya expresión permite clasificar una 
muestra como síndrome mielodisplásico (MDS), AML, o no enfermo. Sin embargo, este documento no proporciona 
un procedimiento para clasificar diferentes grados de MDS.

De esta manera existe la necesidad de proporcionar un nuevo procedimiento para diagnosticar, clasificar el estado 
maligno y premaligno de cáncer.5

El estrés oxidativo se define en general como un equilibrio entre la generación de especies de oxígeno reactivas 
(ROS) y los sistemas de defensa antioxidante disfuncionales. Se sabe hace mucho que está implicado en la 
patofisiología del cáncer.

El alto nivel de ROS que se produce bien endógeno o exógenamente puede atacar lípidos, proteínas y ácidos 
nucleicos simultáneamente en las células vivas. Esta da lugar al desarrollo en las células de distintos mecanismos 10
de defensa antioxidante tanto para evitar la formación excesiva de ROS como para limitar sus efectos perjudiciales. 
El equilibrio redox apropiado se mantiene por medio de la acción combinada de enzimas antioxidantes.

Los síndromes mielodisplásicos y la leucemia aguda se caracteriza por una hematopoyesis patológica. Las ROS 
tiene ciertamente un importante papel en la hematopoyesis humana. Por ejemplo, está bien establecido en modelos 
murinos que la activación de MAPK p38 inducida por ROS es crucial en la hematopoyesis y se necesita el aumento 15
de niveles de ROS para desencadenar que las células madre hematopoyéticas (HSC) salgan de la quiescencia y se 
dirijan a la maduración y diferenciación. Además, un nivel alto de ROS induce una perturbación en la actividad de 
auto-renovación de HSC. Ahora está bien establecido que la progresión de células normales a transformación
neoplásica es el resultado de la acumulación de mutaciones en genes que controlan la proliferación celular, 
supervivencia, y diferenciación. Aproximadamente, el 30 % de los casos de síndromes mielodisplásicos progresan a 20
leucemia aguda. Las evidencias indirectas sugieren un papel de daño oxidante del ADN en la patogénesis de la 
mielodisplasia. Además, la cuantificación por citometría de flujo de la ROS en las células de pacientes 
mielodisplásicos y leucémicos revela un aumento en el nivel de ROS en todos los casos.

Así, el estudio de la respuesta antioxidante en el estado premaligno y maligno parece ser un buen comienzo para 
proporcionar un nuevo procedimiento útil.25

La hipótesis de célula madre cancerosa (CSC) sugiere que un subgrupo de células de un tumor tiene la capacidad 
de recapitular la generación de un tumor en crecimiento continuo (Clarke MF y col., Cancer Research. 2006; 
66:9339-44). Las CSC se describen mejor en seres humanos en los que se espera aislar las llamadas células madre 
de leucemia raras (L-HSC) y demuestran transmitir la enfermedad cuando se introducen en ratones 
inmunocomprometidos (Lapidot T y col., Nature. 1994 645-8). Las células que no comparten este fenotipo a menudo 30
representan la mayoría del clon leucémico, pero fallan al trasplantarse. El primer trabajo en L-HSC se ha extendido 
actualmente a una lista de tumores que se está expandiendo rápidamente (Bomken S, Br. J. Cancer. 2010; 103:439-
45). Debido a que parecen ser resistentes a los fármacos que se utilizan normalmente para tratar la leucemia en 
seres humanos, las L-HCS pueden ser responsables de recaídas en algunos pacientes (Ishikawa F, Nat. Biotechnol. 
2007; 25:1315-21). Los genes que son funcionalmente significativos para la expansión de L-HSC pueden por lo tanto 35
representar en último término dianas terapéuticas. Esto da lugar a la posibilidad de que otros sistemas de búsqueda 
de ROS tengan importancia reguladora en otras células madre cancerosas. Además, un bajo nivel de ROS en CSC 
de mama se ha comunicado recientemente, en las que se asociaba con un aumento de expresión de los genes de 
biosíntesis de glutatión (Diehn M, Nature. 2009; 458:780-3).

Por lo tanto, un objetivo de la invención es proporcionar un nuevo procedimiento para diagnosticar el cáncer.40

Otro objetivo de la invención es proporcionar un rápido procedimiento eficaz para clasificar muestras patológicas, 
que no se pueden clasificar por otros procedimientos.

Otro objetivo de la invención es proporcionar un kit para la implementación de los procedimientos anteriores.

Otro objetivo de la invención es proporcionar una composición que permita la implementación del procedimiento
anterior.45

La invención se ilustra por un procedimiento para el diagnóstico, y/o la clasificación, preferentemente in vitro, de un 
trastorno hematológico, en particular un trastorno hematológico mieloide o linfoide, preferentemente un trastorno 
hematológico mieloide.

Dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente a partir de 50
células sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, el nivel de expresión de al menos los 
genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de genes que se escoge de entre un grupo de 24 
genes, dicho grupo de 24 genes comprende o están constituido por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1 a 24, 
en el que dicho sujeto es sospechoso de padecer un trastorno hematológico, en particular un trastorno 55
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hematológico mieloide y/o linfoide, preferentemente un trastorno hematológico mieloide,
perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o están constituidos por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6,
b) comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de 
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control preferentemente a partir de 5
células sanguíneas o células de médula ósea, siendo dicha muestra de control de la misma naturaleza que dicha 
muestra biológica, para establecer una relación de nivel de expresión genética de cada gen de dicho subgrupo, y
c) determinar el estado de dicha muestra biológica de manera que si la relación establecida en la etapa b) para 
cada uno de los genes de cualquier combinación de al menos 3 genes de cada subgrupo es de ≥ 2 o ≤ 0,5, dicha 
muestra biológica es representativa de células de un trastorno hematológico.10

La invención se refiere a un procedimiento in vitro para el diagnóstico, de una leucemia mieloide aguda o un
trastorno mielodisplásico, 
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente a partir de 
células sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, el nivel de expresión de al menos los 15
genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de genes escogidos de entre un grupo de 24 
genes, 
comprendiendo o estando constituido dicho grupo de 24 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1 a 24, 
comprendiendo o estando constituidos dichos 6 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 20
6,
b) comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de 
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control preferentemente a partir de 
células sanguíneas o células de médula ósea, siendo dicha muestra de control de la misma naturaleza que dicha 
muestra biológica, para establecer una relación de nivel de expresión genética de cada gen de dicho subgrupo, y25
c) determinar el estado de dicha muestra biológica de manera que si la relación establecida en la etapa b) para al 
menos 3 genes de dichos 6 genes es o ≥ 2 o ≤ 0,5, dicha muestra biológica es representativa de células de una 
leucemia mieloide o un trastorno mielodisplásico.

En otras palabras, la etapa b) de acuerdo con la invención consiste en:

comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de los 30
mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de una muestra de 
control que contiene células sanguíneas o células de médula ósea, siendo dicha muestra de control de la misma 
naturaleza que dicha muestra biológica, para establecer una relación de nivel de expresión genética Ri entre el nivel 
de expresión entre cada uno de los genes i medidos en la etapa a) y el nivel de expresión de los mismos genes i 
respectivos de las células contenidas en una muestra de control, para cada uno de los genes de dicho subgrupo.35

La etapa c) de acuerdo con la invención consiste en determinar el estado de dicha muestra biológica de manera que 
si la relación Ri de cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes de dicho subgrupo es

- o ≥ 2,
- o ≤ 0,5,

dicha muestra biológica es representativa de células de un trastorno hematológico.40

La invención se basa en la observación inesperada hecha por los inventores de que al menos 6 genes específicos, 
es decir, los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleicos SEQ ID NO 1-6, que 
pertenecen a un grupo de 24 genes específicos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO 1-24 son suficientes para determinar el estado de un trastorno hematológico.

La invención se lleva a cabo preferentemente con muestras de pacientes que no se han tratado para un trastorno 45
hematológico.

Estos genes son específicamente genes que codifican enzimas implicadas en la detoxificación de las células, en las 
cuales se acumulan ROS.

El proceso natural implicado en la eliminación de ROS se representa en la Figura 1.

De acuerdo con la invención el grupo (C) de 24 genes comprende un grupo (B) de genes, dicho grupo comprende un 50
subgrupo (A) de 6 genes específicos como se ha definido anteriormente. Las imbricaciones de 
grupo/grupo/subgrupo de acuerdo con la invención se representan en la Figura 2.

El procedimiento de acuerdo con la invención se lleva a cabo por lo tanto de la siguiente manera:
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- a partir de una muestra de un paciente, se extrae las moléculas de ácido nucleico contenidas en dicha muestra, 
preferentemente moléculas de ARN, de acuerdo con los procedimientos de extracción conocidos en la técnica,

- la cantidad de moléculas de ácido nucleico específicas, correspondientes a las moléculas de ácido nucleico que 
comprenden o están constituidas por al menos SEQ ID NO: 1-6, se cuantifican, por técnicas bien conocidas 
como se ilustra posteriormente en el presente documento,5

- la cantidad cuantificada en la etapa anterior se compara con la cantidad de las mismas moléculas de ácido 
nucleico de una muestra de control, y se establece una relación.

En consecuencia, la muestra de control, que se utiliza como referencia, es una muestra de un individuo sano, siendo 
dicha muestra sana de la misma naturaleza que la muestra del paciente. Ventajosamente, la muestra de control 
corresponde a un agrupamiento de numerosas muestras de diferentes individuos sanos, es decir, la muestra de 10
control representa la media de numerosos individuos sanos.

Como se ha mencionado anteriormente, la muestra del paciente y la muestra de control son del mismo origen. Esto 
significa que si la muestra del paciente se origina de la sangre del paciente, la muestra de control se origina de uno o 
varios individuos sanos. Sangre, en la invención, significa sangre completa, plasma, suero, células mononucleares 
de sangre periférica (PBMC)…15

De la misma manera, si la muestra del paciente se origina de la médula ósea, la muestra de control se origina de la 
médula ósea de uno o varios individuos sanos.

En la invención, la muestra biológica el paciente, de quien se utiliza la muestra biológica, es sospechosa de padecer 
un trastorno hematológico, en particular un trastorno hematológico mieloide y/o linfoide, preferentemente un 
trastorno hematológico mieloide.20

Esto significa que el estado patológico del paciente es:

- o bien no determinado (el patólogo no sabe si dicho paciente padece un trastorno hematológico),
- o determinado (el patólogo sabe que el paciente padece un trastorno hematológico).

Esto también significa que el estado patológico del paciente:

- se determinó primero (el patólogo identifica si el paciente padece un trastorno hematológico o no),25
- y si el paciente padece un trastorno hematológico, se clasifica dicho trastorno hematológico.

Si el estado patológico es indeterminado, entonces el patólogo mide los niveles de expresión de los genes que 
consisten en SEQ ID NO: 1-6 en una muestra biológica de dicho paciente y compara dichos niveles de expresión 
con los niveles de expresión de los mismos genes (es decir, los genes de SEQ ID NO: 1-6) en una muestra de 
control de la misma naturaleza, como se ha definido anteriormente, (por ejemplo, un agrupamiento de células de 30
donantes sanos que se utilizan como una muestra de control o referencia) con el fin de establecer las relaciones Ri, 
y para determinar si el paciente padece un trastorno hematológico o no.

Si el estado patológico es determinado (por ejemplo por estudios citológicos), el patólogo mide los niveles de 
expresión de los genes que consisten en SEQ ID NO: 1-6 en una muestra biológica de dicho paciente, y compara 
dichos niveles de expresión con los niveles de expresión de los mismos genes (es decir, los genes de SEQ ID NO: 35
1-6) en una muestra de control de la misma naturaleza, como se ha definido anteriormente, (por ejemplo, un 
agrupamiento de células de donantes sanos que se utilizan como muestra de control o de referencia), con el fin de 
establecer las relaciones Ri, y se puede clasificar el trastorno hematológico de acuerdo con la invención.

El procedimiento de acuerdo con la invención proporciona un procedimiento eficaz, rápido y fácil de utilizar para 
evaluar el estado de una muestra que se identifica como, o se sospecha que es, una muestra correspondiente a un 40
trastorno hematológico, en particular un trastorno mieloide.

Si la relación entre el nivel de expresión de al menos 3 genes de los 6 genes anteriores que pertenecen al subgrupo 
definido anteriormente, de una muestra de un paciente y el nivel de expresión de los mismos al menos 3 genes de 
una muestra de control es ≥ 2 o ≤ 0,5, luego la muestra del paciente se consideraría como que presenta 
características de una muestra que se corresponde con un trastorno hematológico.45

Anteriormente, y de aquí en adelante, la relación se define de la siguiente manera:

Ri = [Cantidad (nivel de expresión) de un gen i de SEQ ID NO: i en la muestra del paciente] / [cantidad (nivel de
expresión) de un gen i de SEQ ID NO: i en la muestra de control]

variando i de 1 a 24.

Por lo tanto R3 representa la relación como se define anteriormente, respecto al gen de SEQ ID NO: 3, y por lo tanto, 50
Ri representa la relación como se ha definido anteriormente, respecto al gen de SEQ ID NO: i, variando i de 1 a 24.
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En la invención, “la relación Ri de cada gen de cualquier combinación de al menos 3 genes de los 6 genes de dicho 
subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5” significa que la relación Ri de cada gen de cualquier combinación de 3, o 4 o 5 o 6 genes es 
≥ 2 o ≤ 0,5.

Las 20 combinaciones de 3 genes escogidos de entre los 6 genes se enumeran a continuación:

SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3,5
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5,10
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4,15
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6,20
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5,
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6,
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6 y 
SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6.

Las 15 combinaciones de 4 genes de entre los 6 genes son las siguientes:25

SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6, 30
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 6, 35
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6 y 
SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6.40

Las 6 combinaciones de 5 genes de entre los 6 genes son las siguientes:

SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6, 45
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6 y 
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6.

Finalmente, la combinación de los seis genes es SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + 
SEQ ID NO: 5+ SEQ ID NO: 6.

De acuerdo con la invención, una muestra de un paciente en el que la relación Ri de cada gen perteneciente a 50
cualquier combinación de al menos 3 genes del subgrupo de 6 genes es ≥ 2 o ≤ 0,5 se considerará una muestra 
correspondiente a un trastorno hematológico.

Por ejemplo, si se estudia la combinación SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3, si las respectivas 
relaciones R1, R2, R3 como se ha descrito anteriormente son las siguientes:

R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2, o 55
R1 ≤ 0,5 y R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5, o 
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R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5,

entonces la muestra del paciente en el que se calculan las relaciones se considerará una muestra correspondiente 5
con un trastorno hematológico.

El ejemplo anterior se aplica mutatis mutandis a las combinaciones de al menos 3 genes mencionadas 
anteriormente.

En consecuencia, si se estudia la combinación SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4, 
existen 4 combinaciones de 3 genes: 10

SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 4, 
SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4, y 
SEQ ID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4.

Por lo tanto, si las respectivas relaciones R1, R2, R3 y R4 son las siguientes:15

- para la combinación 1:

R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5, o 20
R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2, o 
R1 ≥ 0,5 y R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5,

- para la combinación 225

R1 ≥ 2 y R3 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 
R1 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R3 ≥ 2 y R4 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o 30
R1 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2 y R4 ≥ 0,5, o 
R1 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5,

- para la combinación 3,

R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 35
R1 ≤ 0,5 y R2 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o
R1 ≥ 2 y R2 ≥ 2 y R4 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≥ 2 y R4 ≤ 0,5, o 40
R1 ≥ 2 y R2 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5, o 
R1 ≤ 0,5 y R2 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5,

- para la combinación 4

R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 
R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2 y R4 ≥ 2, o 45
R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o 
R2 ≥ 2 y R3 ≥ 2 y R4 ≤ 0,5, o 
R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≥ 2, o 
R2 ≤ 0,5 y R3 ≥ 2 y R4 ≤ 0,5, o 
R2 ≥ 2 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5, o 50
R2 ≤ 0,5 y R3 ≤ 0,5 y R4 ≤ 0,5,

entonces la muestra del paciente en el que se calcularon las relaciones se considerará como una muestra 
correspondiente a un trastorno hematológico.
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En la invención, los genes para los que se mide el nivel de expresión se representan por las moléculas de ARN que 
se obtienen por la transcripción de dichos genes. El proceso de transcripción se conoce bien en la técnica.

Por lo tanto, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que el nivel de 
expresión de los genes anteriores se mie por determinación de la cantidad de moléculas de ARN que son los 
productos de la transcripción de dichos genes, es decir, que son los productos de la expresión de dichos genes.5

Algunos genes de la invención son capaces de expresar muchas variantes, es decir, muchas moléculas de ARN que 
se diferencian en sus secuencias. Estas variantes generalmente se diferencian en sus secuencias tras un corte y 
empalme alternativo, teniendo dicho corte y empalme alternativo como consecuencia la adición, eliminación y/o la 
modificación de una o más partes de la secuencia de ácido nucleico contenida en el gen en la molécula de ARN 
resultante. El experto conoce los mecanismos del corte y empalme alternativo.10

Por lo tanto, algunos genes de acuerdo con la invención pueden expresar más de una molécula de ARN y 
proporcionar variantes.

El gen PRDX es capaz de expresar 3 variantes diferentes: la primera variante comprende o consiste en la secuencia 
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 73 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ 15
ID NO: 74.

El gen SOD2 es capaz de expresar 3 variantes diferentes: la primera variante comprende o consiste en la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 7, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: 75 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 76. 

El gen GSR es capaz de expresar 4 variante diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la secuencia 20
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 8, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 77, una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 
78 y una cuarta variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 79.

El gen GLRX es capaz de expresar 2 variantes diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 9 y una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de 25
ácido nucleico de SEQ ID NO: 80.

El gen PDRX5 es capaz de expresar 3 variantes diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 11, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 81 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 82.30

El gen GPX4 es capaz de expresar 2 variantes diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 14, y una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 83.

El gen PDRX5 es capaz de expresar 3 variantes diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 16, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de 35
ácido nucleico de SEQ ID NO: 84 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 85.

Por lo tanto, de acuerdo con la invención, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por variante que comprende o consiste por SEQ ID NO: 5, se puede evaluar por la medida del nivel de expresión del 
gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO: 74.40

De la misma manera, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 7, se 
puede evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 75 o 
SEQ ID NO: 76.

Además, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 8, se puede 
evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 77, SEQ ID 45
NO: 78 o SEQ ID NO: 79.

Además, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 9 se puede 
evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 80.

Además, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 11 se puede 
evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 81 o SEQ ID 50
NO: 82.

Además, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 14, se puede 
evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 83.
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Además, la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 16, se puede 
evaluar por la medida del nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por SEQ ID NO: 84 o SEQ ID 
NO: 85.

Por lo tanto como se ha desvelado anteriormente y a continuación en la invención, los genes que comprenden o están 
constituidos por las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 5
11, SEQ ID NO: 14 y SEQ ID NO: 16 se pueden sustituir por sus respectivas variantes, como se ha definido 
anteriormente.

Los genes que se utilizan de acuerdo con la invención se representan en la siguiente tabla 1:

Tabla 1

Nombre del gen SEQ ID

GPX3 SEQ ID NO: 1

GPX1(1) SEQ ID NO: 2

GLRX2(2) SEQ ID NO: 3

CAT SEQ ID NO: 4

PRDX(1-2-3)

SEQ ID NO: 5

SEQ ID NO: 73

SEQ ID NO: 74

PRDX5(2) SEQ ID NO: 6

SOD2(1-2-3)

SEQ ID NO: 7

SEQ ID NO: 75

SEQ ID NO: 76

GSR (1-2-3-4)

SEQ ID NO: 8

SEQ ID NO: 77

SEQ ID NO: 78

SEQ ID NO: 79

GLRX(1-2)
SEQ ID NO: 9

SEQ ID NO: 80

PRDX2(1) SEQ ID NO: 10

PRDX5(1-3)

SEQ ID NO: 11

SEQ ID NO: 81

SEQ ID NO: 82

SOD1 SEQ ID NO: 12

TXN SEQ ID NO: 13

PRDX3(1-2)
SEQ ID NO: 14

SEQ ID NO: 83

GPX7 SEQ ID NO: 15

GPX4(1-2-3)

SEQ ID NO: 16

SEQ ID NO: 84

SEQ ID NO: 85

TXN2 SEQ ID NO: 17

PRDX4 SEQ ID NO: 18

E11807918
08-02-2017ES 2 614 978 T3

 



10

(continuación)

Nombre del gen SEQ ID

GPX1 (2) SEQ ID NO: 19

GLRX3 SEQ ID NO: 20

PRDX2(3) SEQ ID NO: 21

PRDX6 SEQ ID NO: 22

GLRX5 SEQ ID NO: 23

GLRX2(1) SEQ ID NO: 24

La Tabla 1 representa SEQ ID de los genes, y las variantes cuando existen, que se utilizan en la invención.

De acuerdo con la invención, los trastornos hematológicos corresponden con trastornos que afectan primariamente a la 
sangre. En particular, los trastornos hematológicos de acuerdo con la invención engloban todas las citopenias (anemia: 5
disminución del recuento de glóbulos rojos o hemoglobina, trombocitopenias: disminución del recuento de plaquetas, y 
leucopenias: disminución del recuento de leucocitos) cualquiera que sea el mecanismo tales como hemoglobinopatías y 
síndrome mielodisplásico, trastornos mieloproliferativos (aumento del número de células mieloides o mielofibrosis, que 
incluye la leucemia mieloide crónica, policitemia vera, trombocitemia esencial, mielofibrosis idiopática), trastornos 
linfoproliferativos (aumento del número de células linfoides, que incluye leucemia linfocítica crónica, linfomas, mielomas, 10
plasmacitoma), leucemias agudas y coagulopatías (trastornos hemorrágicos y de coagulación).

En una realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que si 
la relación establecida en la etapa b) es

- ≤ 0,3, para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, y
- ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 15

2 y 3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

En otras palabras, una realización de la invención se refiere a un procedimiento que se define anteriormente, en el 
que si

- la relación R1 es ≥ 0,3, para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de 20
SEQ ID NO: 1, y

- las relaciones R2 y R3 son ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 y 3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

En una realización de la invención, cuando la relación R1 es ≤ 0,3 y las relaciones R2 y R3 son ambas ≥ 3, la 25
muestra originada a partir del paciente es representativa de una leucemia mieloide aguda (AML). Dichos 3 criterios 
son acumulativos.

La AML es la proliferación clónica de células inmaduras de origen mieloide. Estas aparecen de novo o 
secundariamente en pacientes con síndrome mielodisplásico (MDS). La clasificación preparada por el grupo 
Francés-Americano-Británico (FAB) considera ocho variedades (M0-M7) basándose en los criterios morfológicos y 30
en el inmunofenotipo de las células neoplásicas (Bennett JM, y col., 1976).

La Organización Mundial de la Salud (OMS) clasifica la AML incorporando datos morfológicos, inmunofenotípicos, 
genéticos y clínicos para ser capaces de definir entidades biológicas homogéneas y con relevancia clínica. Por lo 
tanto, la AML se clasifica en cuatro grandes categorías:

1.- AML con anormalidades genéticas recurrentes, 35
2.- AML con displasia multilinaje, 
3.- AML relacionada con el tratamiento y 
4.- AML no clasificable.

Antes de la invención, el análisis citogenético representaba el factor pronóstico más poderoso. Se utiliza para
identificar los subgrupos de AML con diferentes pronósticos: bajo riesgo con respuesta favorable al tratamiento (t (8; 40
21), t (15; 17) o inv (16)), riesgo intermedio (cariotipo normal o t (9; 11) o algo riesgo (inv (3), del (5q) o del (7q), o 
más de tres alteraciones). Hay heterogeneidad molecular en el grupo de riesgo. En algunos casos de pacientes con 
un cariotipo normal, la presencia de mutaciones se ha encontrado en algunos genes.
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Ventajosamente, la invención se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que si la relación 
establecida en la etapa b) es

- ≤ 0,3, para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, y
- ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 

2 y 3,5

y además en el que la relación R10 entre el nivel de expresión del gen que consiste en SEQ ID NO: 10 medida en 
dicha muestra y en dicha muestra de control es menor de 0,5 (R10 ≤ 0,5), preferentemente es menor de 0,3, (R10 ≤ 
0,3) entones dicha muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

En otra realización, la invención se refiere a un procedimiento que se define anteriormente, en el que la etapa c) es 
de manera que si la relación establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cada combinación de al 10
menos 3 genes de dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5, 
a condición de que

- la relación entre el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra de control, no es ≤ 0,3, o

- las relaciones entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por las 15
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra biológica y medidas en dicha 
muestra de control, no es ≥ 3, 

entonces dicha muestra biológica es representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular mielodisplasia 
escogida de entre anemia refractaria (RA), anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS), citopenia 
refractaria con displasia multilinaje (RCMD), anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB), síndrome de 5q y 20
mielodisplasia inclasificable.

En otras palabras, en otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento que se define 
anteriormente, en el que 
si la relación establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinación de al menos 3 genes a 
partir de dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5,25
a condición de que la combinación de al menos 3 genes que se corresponden con los genes que comprenden o 
están constituidos por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2 y 3, en la que 

- la relación R1 es ≤ 0,3, para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ 
ID NO: 1, y

- las relaciones R1 son ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido 30
nucleico de SEQ ID NO: 2 y 3,

esta combinación se excluye
entonces dicha muestra biológica es representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular una mielodisplasia 
que se escoge de entre anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS), citopenia refractaria con displasia 
multilinaje (RCMD), anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB) o síndrome 5q y mielodisplasia inclasificable.35

En otra realización, la invención se refiere a un procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que la etapa c) 
es de manera que si la relación establecida en la etapa b) para al menos 3 genes de dichos 6 genes es ≥ 2 o ≤ 0,5, a 
condición de que

- la relación entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por la 
secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra de 40
control, no es ≤ 0,3, o

- las relaciones entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por las 
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra 
de control, no es ≥ 3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular mielodisplasia 45
escogida de entre anemia refractaria, citopenia refractaria, o anemia refractaria con exceso de blastos, síndrome 5q.

De acuerdo con la invención, si la relación de al menos 3 genes que pertenecen al subgrupo constituido por los 
genes que comprenden o están constituidos por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-6 es ≥ 2 o ≤ 0,5, 
excluyendo la combinación particular de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 2 en la que la relación de SEQ 
ID NO: 1 es 0,3 y las relaciones de SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 3 son ≥ 3, entonces la muestra biológica es 50
representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular mielodisplasia escogida de entre anemia refractaria con 
sideroblastos anulares (RARS), citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD), anemia refractaria con exceso 
de blastos (RAEB) o síndrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

De acuerdo con la invención, los trastornos mielodisplásicos se definen como preleucemia, y se corresponden con 
una colección diversa de afecciones hematológicas unidas por la producción ineficaz (o displasia) de células 55
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sanguíneas mieloides y el riesgo de transformación en leucemia mielógena aguda (AML).

La clasificación Francesa-Americana-Británica (FAB) ha subdividido los trastornos mielodisplásicos de la siguiente 
manera:

Anemia refractaria (RA), caracterizada por menos de un 5 % de células sanguíneas primitivas (mieloblastos) en 
la médula ósea y con anormalidades patológicas vistas primariamente en precursores de glóbulos rojos,5
Anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS), también caracterizada por menos de un 5 % de 
mieloblastos en la médula ósea, pero que se distingue por la presencia de un 15 % o más de precursores de 
glóbulos rojos en la médula que son células anormales rellenas de hierro llamadas “sideroblastos anulares”,
Anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB), caracterizada por un 5-20 % de mieloblastos en la médula,
Anemia refractaria con exceso de blastos en transformación (RAEB-T), caracterizada por un 21-30 % de 10
mieloblastos en la médula (> 30 % de blastos se define como leucemia mieloide aguda), y
Leucemia mielomonocítica crónica (CMML), no se tiene que confundir con la leucemia mielógena crónica o 
CML, caracterizada por menos de un 20 % de mieloblastos en la médula ósea y más de 1000 x 109/µl de 
monocitos (un tipo de glóbulos blancos sanguíneos) circulantes de la sangre periférica.

Más recientemente, la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado los síndromes displásicos de la 15
siguiente manera:

Tabla 2

Sistema antiguo Sistema nuevo

Anemia refractaria (RA)
Citopenia refractaria con displasia unilinaje (anemia refractaria, neutropenia 
refractaria, y trombocitopenia refractaria)

Anemia refractaria con 
sideroblastos anulares
(RARS)

Anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS)
Anemia refractaria con sideroblastos anulares – trombocitosis (RARS-t) (entidad 
provisional) que es en esencia un trastorno mielodisplásico/mieloproliferativo y 
habitualmente tiene una mutación JAK2 (janus cinasa) – Nueva clasificación de la 
OMS 2008

Citopenia refractaria 
con displasia 
multilinaje (RCMD)

Citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD) incluye el subgrupo de citopenia 
refractaria con displasia multilinaje y sideroblastos anulares (RCMD-RS). RCMD incluye 
pacientes con cambios patológicos no restringidos a glóbulos rojos (es decir, displasia 
de precursores importantes de glóbulos blancos y de precursores de plaquetas
(megacariocitos).

Anemia refractaria con 
exceso de blastos 
(RAEB)

Anemia refractaria con exceso de blastos I y II. RAEB se dividió en RAEB-I (un 5-9 %
de blastos) y RAEB-II (un 10-19 % de blastos), que tiene un pronóstico peor que RAEB-I. 
Se pueden ver bastones de Auer en RAEB-II que pueden ser difíciles de distinguir de 
los de leucemia mieloide aguda.

Anemia refractaria con 
exceso de blastos en 
transformación (RAEB-T)

La categoría RAEB-T se eliminó; dichos pacientes se consideran ahora como que 
tienen leucemia aguda. El síndrome 5q que se ve típicamente en mujeres ancianas 
con recuentos de plaquetas normales o altos y eliminaciones aisladas del brazo largo 
del cromosoma 5 en células de médula ósea se añadió a la clasificación.

Leucemia 
mielomonocítica crónica 
(CMML)

La CMML se retiró de los síndromes mielodisplásicos y se puso en una nueva 
categoría de síndromes solapados mielodisplásicos-mieloproliferativos.

Síndrome 5q

Mielodisplasia inclasificable (visto en los casos de displasia megacariocítica con 
fibrosis y otras)

Citopenia refractaria de la infancia (displasia en la infancia) – Nueva clasificación de la 
OMS 2008

El síndrome de eliminación del cromosoma 5q (monosomía del cromosoma 5q, síndrome 5q) es un trastorno raro 
causado por la pérdida de parte del brazo largo (brazo q) del cromosoma 5 humano.20

El síndrome 5q se caracteriza por anemia macrocítica y a menudo trombocitosis, eritroblastopenia, hiperplasia 
megacariocítica con hipolobulación nuclear y una eliminación intersticial aislada del cromosoma 5q. El síndrome 5q 
se encuentra predominantemente en mujeres de edad avanzada.
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En otra realización más, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que dicho grupo 
comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes por las secuencias de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que

- si la relación establecida en la etapa b) para cada uno de los genes en cualquier combinación de 3 genes de 
dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5, 5

a condición de que

- la relación entre el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra de control, no es ≤ 0,3, 
o

- las relaciones entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por las 10
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra biológica y medida en dicha 
muestra de control, no es ≥ 3

y además

- si la relación establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo 
es ≥ 2, y la relación establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho 15
subgrupo es ≤ 0,5,

entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con exceso de blastos o de un 
síndrome 5q.

En otras palabras, en otra realización ventajosa más, la invención se refiere a un procedimiento definido 
anteriormente, en el que20
dicho grupo comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que 

- si la relación establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes de 
dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5,

a condición de que si la combinación de al menos 3 genes que corresponden a los genes que comprenden o están 25
constituidos por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2 y 3, en la que 

- la relación R1 es ≤ 0,3 para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ 
ID NO: 1, y

- las relaciones R1 son ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 2 y 3,30

esta combinación se excluye, 
y además

- si la relación establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo 
es ≥ 2, y la relación establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho 
subgrupo es ≤ 0,5,35

entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con exceso de blastos o de un 
síndrome 5q.

En esta realización ventajosa de la invención, los genes pertenecientes al grupo (es decir, los genes que 
comprenden o están constituidos por SEQ ID NO: 1 a 10) son útiles para discriminar los trastornos mielodisplásicos.

Más precisamente, los genes que pertenecen al grupo pero no pertenecen al subgrupo (es decir, los genes que 40
comprenden o están constituidos por SEQ ID NO: 7 a 10 – D en la Figura 2) son útiles para discriminar los trastornos 
mielodisplásicos.

Entonces, si midiendo el nivel de expresión de los genes de SEQ ID NO: 1-6, la muestra biológica se considera que 
es representativa de un trastornos mielodisplásico, es posible de acuerdo con la invención separar la anemia 
refractaria con exceso de blastos y un síndrome 5q de otras patologías, cuando la relación de la expresión de al 45
menos un gen del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 a 10 es ≥ 2 y cuando la relación de la expresión de al menos 
un gen del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 a 10 es ≤ 0,5.

Otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que dicho 
grupo comprende 10 genes, que comprenden o están constituidos dichos 10 genes por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que50

- si la relación establecida en la etapa g) para cada los genes de cualquier combinación de 3 genes de dicho 
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subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5,

a condición de que

- la relación entre el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra de control, no es ≤ 0,3, 
o5

- las relaciones entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por las 
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidos en dicha muestra biológica y medida en dicha 
muestra de control, no es ≥ 3,

y

- si la relación establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es 10
≥ 2 y la relación establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo 
es ≤ 0,5, 

y además
si la relación establecida en la etapa b) para al menos 4 genes del grupo de 24 genes que no pertenecen a dicho 
grupo es ≥ 3, entonces la muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con exceso de blastos.15

En otras palabras, otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en 
el que 
dicho grupo comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes por las secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que

- si la relación establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes de 20
dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5, 

a condición de que la combinación de al menos 3 genes se corresponda con los genes que comprenden o están 
constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2 y 3, en la que

- la relación Ri es ≤ 0,3 para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ 
ID NO: 1, y25

- las relaciones Ri son ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidas por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 2 y 3,

esta combinación se excluye, 
y

- si la relación establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo 30
es ≥ 2, y la relación establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho 
subgrupo es ≤ 0,5,

y además

- si la relación establecida en la etapa b) para al menos 4 genes del grupo de 24 genes que no pertenecen a dicho 
grupo es ≥ 3,35

entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con exceso de blastos.

En esta ventajosa realización de la invención, los genes que pertenecen al grupo (es decir, genes que comprenden o 
están constituidos por SEQ ID NO: 1 a 24) son útiles para discriminar entre anemia refractaria con exceso de blastos 
y síndrome 5q.

Con más precisión, los genes que pertenecen al grupo pero no pertenecen al grupo (es decir los genes que 40
comprenden o están constituidos por SEQ ID NO: 11 a 24 – E en la Figura 2) son útiles para la discriminación entre 
anemia refractaria con exceso de blastos y un síndrome 5q.

La invención también se refiere a un procedimiento para el diagnóstico, y/o clasificación, preferentemente in vitro, de 
un trastorno hematológico, en particular un trastorno hematológico mieloide y/o linfoide, preferentemente un 
trastorno hematológico mieloide, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:45

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente de células 
sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, el nivel de expresión de al menos los genes de 
un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de genes escogidos de entre un grupo de 24 genes, 
comprendiendo o estando constituido dicho grupo de 24 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1 a 24, perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o está constituido por las 50
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.
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b) comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de 
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de una muestra 
de control que contiene células sanguíneas o células de médula ósea, siendo dicha muestra de control de la 
misma naturaleza que dicha muestra biológica, para establecer la relación de nivel de expresión Ri entre el nivel 
de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a) y el nivel de expresión de los mismos genes 5
respectivos de células contenidas en una muestra de control para cada uno de los genes de dicho subgrupo, y 
c) determinar el estado de dicha muestra biológica de manera que si la relación Ri para cada uno de los genes 
de cualquier combinación de 3 genes de entre dicho subgrupo es

- o ≥ 2,
- o ≤ 0,5,10

dicha muestra biológica es representativa de células de un trastorno hematológico.

Una realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que 
si

- la relación Ri es ≤ 0,3 para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1, y15

- las relaciones Ri son ≥ 3,0, para los genes que comprenden o están constituidos por secuencias de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: 2 y 3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

En esta realización ventajosa del procedimiento de acuerdo con la invención, en la etapa c) cuando la relación Ri del 
nivel de expresión de los genes GPX3 (SEQ ID NO: 1) ≤ 0,3, la relación del nivel de expresión de los genes GPX1(1) 20
(SEQ ID NO: 2) ES ≥ 3 y la relación del nivel de expresión de los genes GLRX2(2) (SEQ ID NO: 3) es ≥ 3,0, entonces la 
muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda (AML).

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento que se define anteriormente, en el que la etapa c) es 
de tal manera que
si la relación Ri establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinación de al menos 3 genes de 25
dicho subgrupo es ≥ 2 o ≤ 0,5, 
a condiciónde que si la combinación de los 3 genes se corresponde con los genes que comprenden o están 
constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2 y 3, en las que 

- la relación Ri es ≤ 0,3 para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1, y30

- las relaciones Ri son ≥ 3 para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: 2 y 3,

dicha combinación se excluye
entonces dicha muestra biológica es representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular mielodisplasia que 
se escoge de entre anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS), citopenia refractaria con displasia 35
multilinaje (RCMD), anemia refractaria con exceso de blastos (RAEB) o síndrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

En otras palabras, cuando la relación Ri establecida en la etapa c) del nivel de expresión de cada gen o cualquier 
combinación de al menos 3 genes escogidos de entre los genes que comprenden o están constituidos por SEQ ID NO: 1-6 
es ≥ 2 o ≤ 0,5, y dicha combinación no se corresponde con la combinación que define una muestra biológica como 
representativa de una AML, entonces dicha muestra es representativa de un trastorno mielodisplásicos o síndrome 40
5q.

Otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que dicho grupo 
comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes por las secuencias de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1 to 10, 
y además, en la etapa c)45
si la relación Ri de los genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo está comprendida entre 0,3 a 2, 
siendo excluidos los extremos del intervalo 
entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares o una 
citopenia refractaria con displasia multilinaje.

50
En la invención “los genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo” se corresponde con los genes que 
pertenecen al grupo D que se define en la Figura 2.

Como el subgrupo consiste en los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1-6 y el grupo consiste en los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-10, en consecuencia, los genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo 55
corresponden a los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 
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7-10.

En la realización anterior, si la relación Ri de cada gen representado por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9 y SEQ ID NO: 10, es decir todas las relaciones de dichos genes, está 
comprendida entre 0,3 y 2, estando excluidos 0,3 y 2 del intervalo, dicha muestra biológica es representativa de una 
anemia refractaria con sideroblastos anulares o una citopenia refractaria con displasia multilinaje.5

Es posible decir que si 0,3<R7<2, y 0,3<R8<2, y 0,3<R9<2, y 0,3<R10<2, R7, R8, R9 y R10 representan la relación 
respectiva para los genes representados por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10, además de la evaluación de la relación de los 
genes de SEQ ID NO: 1-6, entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con 
sideroblastos anulares o una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Las expresiones “comprendido entre 0,3 a 2, estando excluidos los extremos del intervalo” se refiere al intervalo 10
representado por el símbolo matemático ]0,3; 2[. Este intervalo incluye todos los valores comprendidos entre 0,3 y 2, 
pero excluyendo los valores específicos 0,3 y 2.

Si Ri = 0,3, o Ri = 2, Ri no pertenece al intervalo ]0,3; 2[.

La evaluación de la relación del nivel de expresión de los genes representados por SEQ ID NO: 7-10, en un intervalo 
específica, permite discriminar algunos síndromes mielodisplásicos.15

Para resumir, si la relación de cada gen de una combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes 
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, y 6 es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define leucemia, y la 
relación de cada gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 está comprendido en el intervalo ]0,3; 2[, entonces la 
muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares o una citopenia refractaria 
con displasia multilinaje.20

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definición que se ha 
mencionado anteriormente, en el que además, en la etapa c)

- si la relación Ri de al menos un gen que pertenece a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo es ≤ 
0,3, entonces dicha muestra biológica es representativa de anemia refractaria con sideroblastos anulares, y

- si la relación Ri de al menos un gen que pertenece a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo es ≥ 25
3,0,

entonces dicha muestra biológica es representativa de citopenia refractaria con displasia multilinaje.

En la invención “un gen que pertenece a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo” se corresponde 
con los genes que pertenecen al grupo E como se define en la Figura 2.

Como el subgrupo consiste en los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico 30
de SEQ ID NO: 1-6, el grupo consiste en los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 1-10. y el grupo consiste en los genes que comprenden o están constituidos por las
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-24, en consecuencias, los genes de dicho grupo que no pertenecen a 
dicho grupo corresponden a los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de 
SEQ ID NO: 11-24.35

En la realización anterior, los genes representados por SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 
24 proporcionan información suplementaria con respecto a la naturaleza de la muestra biológica ensayada.

Para resumir,

1)

a) si la relación para cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes 40
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define la 
leucemia, y

b) la relación de cada gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 está comprendida en el intervalo ]0,3; 2[, 
y

c) la relación de al menos 1 gen, es decir, los genes 1, o 2, o 3, o 4, o 5, o 6, o 7, o 8, o 9, o 10, o 11, o 12, o45
13, o 14, representados por SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 es ≥ 3,0, 
entonces dicha muestra biológica es representativa de una citopenia refractaria con displasia multilinaje, y

2)

a) si la relación para cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados 
por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5, y 6, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define leucemia, y50

E11807918
08-02-2017ES 2 614 978 T3

 



17

b) la relación de cada gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 está comprendida en el intervalo ]0,3; 2[, 
y
c) la relación de al menos 1 gen, es decir los genes 1, o 2, o 3, o 4, o 5, o 6, o 7, o 8, o 9, o 10, o 11, o 12, o
13, o 14, representados por SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 es ≤ 0,3, 
entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares.5

En otra realización, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que dicho grupo 
comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes por secuencias de ácidos nucleicos 
SEQ ID NO: 1 a 10, 
y además 
si10

- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, o
- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3, o
- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2 y la relación Ri de 

otro gen que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de escogerse entre citopenia refractaria con displasia multilinaje, 15
anemia refractaria con exceso de blastos, síndrome 5q y mielodisplasia sin clasificar.

En esta realización ventajosa, se tiene en cuenta el caso en el que al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 
8, 9 o 10 no pertenecen al intervalo ]0,3; 2[ como se ha definido anteriormente.

En un primer caso, al menos un gen tiene una relación ≥ 2, independientemente de la relación de los otros genes. En 
un segundo caso al menos un gen tiene una relación ≤ 0,3, independientemente de la relación de los toros genes. En 20
un tercer caso, ambos al menos un gen tiene una relación ≥ 2, y otro gen tiene una relación ≤ 0,3, 
independientemente de la relación de los otros genes.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que si la 
relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2 y la relación de al menos 
otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,5, entonces dicha muestra biológica es 25
representativa de anemia refractaria con exceso de blastos o síndrome 5q.

Esta realización se refiere al caso en el que al menos un gen tiene una relación ≥ 2, independientemente de la 
relación de los otros genes, y en particular el caso en el que al menos un gen tiene una relación ≥ 2 y otro gen tiene 
una relación ≤ 0,5, y por lo tanto posiblemente ≤ 0,3.

Esta situación particular permite detectar, o identificar, síndromes mielodisplásicos que son representativos de 30
anemia refractaria con exceso de blastos o de síndrome 5q.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que si la 
relación Ro de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2 y la relación Ri de al 
menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,5 entonces dicha muestra biológica es 
representativa de anemia refractaria con exceso de blastos o síndrome 5q, y además35

- si las relaciones Ri de al menos cuatro genes que pertenecen a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho 
grupo son > 3,0, entonces dicha muestra biológica es representativa de una anemia refractaria o con exceso de 
blastos, y

- si las relaciones Ri de al menos tres genes que pertenecen a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho 
grupo son > 3,0, entonces dicha muestra biológica es representativa de un síndrome 5q.40

Para resumir,

1)

a) si la relación para cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre 
los 6 genes representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es > 2 o < 0,5 excluyendo la combinación 
que define leucemia, y45
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es > 2 y al menos otro gen 
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es < 0,5, y
c) las relaciones de al menos 4 genes, es decir, 4, o 5, o 6, o 7, o 8, o 9, o 10, o 11, o 12, o 13, o 14 genes, 
representados por SEQ I D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 son > 3,0, entonces la 
muestra biológica es representativa de anemia refractaria con exceso de blastos, y50

2)

a) si la relación para cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes 
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es > 2 o < 0,5, excluyendo la combinación que define 
leucemia, y
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b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es > 2.0, y al menos otro gen 
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es < 0,5, y
c) la relación de al menos 3 genes, es decir, 0, o 1, o 2, o 3 genes, representados por SEQ I D NO: 11, 12, 13, 
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 son > 3,0, entonces dicha muestra biológica es representativa de un 
síndrome 5q.5

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definición anterior, en el 
que si

- la relación Ri de al menos un gen di dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es > 2, y 
- la relación Ri de ningún gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,5, 

entonces dicha muestra biológica es representativa de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.10

En esta realización específica si la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es > 2 y la 
relación de los otros genes está incluida en el intervalo [0,5; +<» [, entonces dicha muestra biológica es representativa 
de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Para resumir:

a) si la relación de cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados 15
por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6,, es > 2 o < 0,5, excluyendo la combinación que define leucemia, y
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es > 2 y la relación de otro gen 
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es < 0,5, entonces dicha muestra biológica es representativa de una 
citopenia refractaria con displasia multilinaje.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definición anterior, en el 20
que además si

- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,5 y 
- la relación Ri de ningún gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es > 2,

entonces dicha muestra biológica es representativa de anemia refractaria con sideroblastos anulares, citopenia 
refractaria con displasia multilinaje, anemia refractaria con exceso de blastos, síndrome 5q, o mielodisplasia sin 25
clasificar.

En esta realización específica, si la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 o 10 es < 0,5 y 
la relación de los otros genes está incluida en el intervalo ]- ∞; 2], entonces dicha muestra biológica es representativa 
de anemia refractaria con sideroblastos anulares, citopenia refractaria con displasia multilinaje, anemia refractaria con 
exceso de blastos, síndrome 5q o mielodisplasia sin clasificar.30

Para resumir:

a) si la relación para cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes 
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define leucemia, y
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≤ 0,5, y la relación de otro gen 
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≥ 2, entonces dicha muestra biológica es representativa de anemia 35
refractaria con sideroblastos anulares, citopenia refractaria con displasia multilinaje, anemia refractaria con exceso 
de blastos, síndrome 5q o mielodisplasia sin clasificar.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el 
que la etapa c) si

- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,5 y 40
- la relación Ri de ningún gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, 

y además 
si

- las relaciones Ri de todos los genes que pertenecen a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo 
están comprendidos entre 0,5 a 2, excluyendo los extremos del intervalo,45

entonces dicha muestra biológica es representativa de mielodisplasia sin clasificar.

En esta ventajosa realización los genes representados por SEQ I D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 
23 y 24 son útiles para discriminar la mielodisplasia sin clasificar de la anemia refractaria con sideroblastos anulares, 
citopenia refractaria con displasia multilinaje y síndrome 5q.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que, 50
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en la etapa c) si

- la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3, y
- la relación Ri de ningún gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, 

y además 
si5

- las relaciones Ri de al menos un gen que pertenece a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo es ≥ 
2, entonces dicha muestra biológica es representativa de síndrome 5q, o citopenia refractaria con displasia 
multilinaje.

Para resumir:

a) si la relación de cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados 10
por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define la leucemia, y
b) las relaciones Ri de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≥ 2, y
c) las relaciones Ri de al menos un gen representado por SEQ I D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23 y 24 es ≥ 2 ,

entonces dicha muestra biológica es representativa de síndrome 5q o citopenia refractaria con displasia multilinaje.15

Otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento como se define anteriormente, en el que 
si la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3 y la relación Ri de 
ningún gen que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2,
entonces dicha muestra biológica es representativa de una mielodisplasia sin clasificar, un síndrome 5q, o de una 
citopenia refractaria con displasia multilinaje.20

Para resumir:

a) si la relación de cada gen de cualquier combinación de 3 genes escogidos entre los 6 genes representados 
por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6,, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define la leucemia, y
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≤ 0,3, y la relación de ningún gen 
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≥ 2, dicha muestra biológica es representativa de una mielodisplasia 25
sin clasificar, de un síndrome 5q o de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el 
que si la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3 y la relación Ri 
de ningún gen que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, 
y además 30
si las relaciones Ri de al menos dos genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo son ≤ 0,3 y la relación 
Ri de ningún gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, entonces dicha muestra biológica es 
representativa de un síndrome 5q o de citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Para resumir:

a) si la relación de cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entre los 6 genes 35
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6, es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define la leucemia, 
y
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≤ 0,3, la relación de al menos otro
gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≥ 2, dicha muestra biológica es representativa de un síndrome 
5q o de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.40

Otra realización ventajosa de la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el 
que 
si la relación Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es ≤ 0,3 y la relación Ri de 
ningún gen que no pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2, 
y45
si las relaciones Ri de al menos dos genes de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo son ≤ 0,3 y la relación 
Ri de ningún gen de dicho grupo que pertenece a dicho subgrupo es ≥ 2,
entonces dicha muestra biológica es representativa de un síndrome 5q, o de citopenia refractaria con displasia 
multilinaje.
y50

- si además las relaciones Ri de al menos dos genes que pertenecen a dicho grupo de genes que no pertenecen a 
dicho grupo son ≥ 2, entonces dicha muestra biológica es representativa de un síndrome 5q.
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Para resumir:

a) si la relación de cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes escogidos de entres los 6 genes 
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5 y 6 es ≥ 2 o ≤ 0,5, excluyendo la combinación que define leucemia, y
b) la relación de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≤ 0,3, la relación de al menos otro 
gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es ≥ 2, y5
c) las relaciones de al menos dos genes representados por SEQ I D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 
22, 23 y 24 son ≥ 2,

dicha muestra biológica es representativa de un síndrome 5q.

La invención también se refiere a un procedimiento para el diagnóstico y/o la clasificación, preferentemente in vitro, 
de un trastorno hematológico, en particular un trastorno hematológico mieloide y/o linfoide, preferentemente un 10
trastorno hematológico mieloide,
dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) medir a partir de las células contenidas en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente a partir de 
células sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, el nivel de expresión de 24 genes, 
comprendiendo o estando constituidos dichos 24 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 to 15
24,
b) comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de 
los mismos genes respectivos de las células contenidas en una muestra de control preferentemente de células 
sanguíneas o células de médula ósea contenidas en la muestra, siendo dicha muestra de control de la misma 
naturaleza que dicha muestra biológica, para establecer una relación del nivel de expresión genética para cada 20
uno de los genes de dicho subgrupo, y
c) determinar el estado de dicha muestra biológica tal como si la relación establecida en la etapa b).

Más ventajosamente, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que el nivel de 
expresión de los genes se mide por un procedimiento que perite la determinación de la cantidad del ARNm o del 
ADNc correspondiente a dichos genes. Preferentemente dicho procedimiento es un procedimiento cuantitativo.25

En una realización, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que el nivel de expresión 
de los genes se mide por un procedimiento cuantitativo, en particular RT-qPCR.

Los niveles de ARNm se pueden medir cuantitativamente por transferencia de Northern que da el tamaño e 
información de secuencia acerca de las moléculas de ARNm. Una muestra de ARN se separa en un gel de agarosa 
y se hibrida con una sonda de ARN radiomarcada que es complementaria a la secuencia diana. El ARN 30
radiomarcado se detecta entonces con una autorradiografía. La transferencia de Northern se utiliza ampliamente
como información del tamaño de ARNm que permite la discriminación de transcripciones de corte y empalme 
alternadamente.

Otra estrategia para medir la abundancia de ARNm es la reacción en cadena de la polimerasa cuantitativa (RT-PCR 
seguido por qPCR. La RT-PCR genera primero una matriz de ADN a partir del ARNm por transcripción inversa, que 35
se llama ADNc. Esta matriz de ADNc se utiliza entonces por qPCR donde el cambio de fluorescencia de una sonda 
cambia según progresa el procedimiento de amplificación de ADN. Con una curva de referencia construida 
cuidadosamente qPCR se puede producir una medición absoluta tal como el número de copias de ARNm, 
normalmente en unidades de copias por nanolitro de tejido homogeneizado o copias por célula. La qPCR es muy 
sensible (es posible la detección de una única molécula de ARNm), pero puede ser cara debido a la necesidad de 40
sondas fluorescentes.

Las transferencias de Northern y la RT-qPCR son buenas para detectar si se expresa un único gen o unos pocos 
genes.

Otros procedimientos conocidos por un experto en la técnica incluyen micromatrices de ADN o tecnologías tipo 
Análisis en Serie de Expresión Genética (SAGE).45

El SAGE puede proporcionar una medición relativa de la concentración celular de diferentes ARN mensajeros. La 
gran ventaja de los procedimientos basados en marcadores es la “arquitectura abierta”, permitiendo la medición 
exacta de cualquier transcripción presente en las células, la secuencia de dichas transcripciones puede ser conocida 
o desconocida.

El procedimiento preferido utilizado de acuerdo con la invención es RT-qPCR.50

En otra realización ventajosa más, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que la 
medición del nivel de expresión de los genes se lleva a cabo utilizando los al menos 6 pares de oligonucleótidos que 
pertenecen a un grupo de 24 pares de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 25 a 72, comprendiendo o estando constituidos dichos al menos 6 pares de 
oligonucleótidos por la secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25 a 36.55
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En una realización, la invención se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que la medición del nivel 
de expresión de al menos dichos 6 genes de la etapa a) se lleva a cabo utilizando al menos las moléculas de 
nucleótido de SEQ ID NO: 25-36.

En la invención:

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 5
NO: 25 y SEQ ID NO: 26, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 27 y SEQ ID NO: 28, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2,10

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 29 y SEQ ID NO: 30, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 3,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 31 y SEQ ID NO: 32, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 15
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 4,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 33 y SEQ ID NO: 34, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 5,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 20
NO: 35 y SEQ ID NO: 36, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 6.

En una realización ventajosa, la invención se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente,

utilizando los al menos 10 pares de oligonucleótidos que pertenecen a un grupo de 24 pares de oligonucleótidos que 
comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25 a 72, comprendiendo o 25
estando constituidos dichos al menos 6 pares de oligonucleótidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 25 a 44.

En la invención:

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 36 y SEQ ID NO: 37, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 30
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 7, 

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 38 y SEQ ID NO: 39, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 8, 

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 35
NO: 41 y SEQ ID NO: 42, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 9, 

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 43 y SEQ ID NO: 44, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 10.40

En una realización ventajosa, la invención se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, utilizando 24 
pares de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 
25 a 72.

En la invención:

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 45
NO: 45 y SEQ ID NO: 46, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 11,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 47 y SEQ ID NO: 48, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 12,50

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 49 y SEQ ID NO: 50, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 13,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 51 y SEQ ID NO: 52, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 55
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 14,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 53 y SEQ ID NO: 54, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
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por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 15,
- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 

NO: 55 y SEQ ID NO: 56, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 16,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 5
NO: 57 y SEQ ID NO: 58, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 17,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 59 y SEQ ID NO: 60, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 18,10

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 61 y SEQ ID NO: 62, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 19,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 63 y SEQ ID NO: 64, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 15
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 20,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 65 y SEQ ID NO: 66, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 21,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 20
NO: 67 y SEQ ID NO: 68, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 22,

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 69 y SEQ ID NO: 70, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 23,25

- el par de oligonucleótidos que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 71 y SEQ ID NO: 72, se utilizan para medir el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido 
por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 24,

La Tabla 3 siguiente representa los genes/variantes/oligonucleótidos que se utilizan de acuerdo con la invención.

Tabla 330

Nombre 
del gen

SEQ ID SEQ ID variante SEQ ID Oligo directo SEQ ID Oligo inverso

GPX3 SEQ ID NO: 1 -- SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 26

GPX1 
(1)

SEQ ID NO: 2 -- SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28

GLRX2 
(2)

SEQ ID NO:3 -- SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30

CAT SEQ ID NO: 4 -- SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 32

PRDX 
(1-2-3)

SEQ ID NO:5 SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO: 74 SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34

PRDX5 
(2)

SEQ ID NO:6 -- SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36

SOD2 
(1-2-3)

SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO: 76 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 38

GSR 
(1-2-3-4)

SEQ ID NO:8
SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO: 78 o

SEQ ID NO: 79
SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 40

GLRX 
(1-2)

SEQ ID NO:9 SEQ ID NO: 80 SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 42

PRDX2 
(1)

SEQ ID NO: 10 -- SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 44

PRDX5 
(1-3)

SEQ ID NO: 11 SEQ ID NO: 81 o SEQ ID NO: 82 SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 46
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(continuación)

Nombre 
del gen

SEQ ID SEQ ID variante SEQ ID Oligo directo SEQ ID Oligo inverso

SOD1 SEQ ID NO: 12 -- SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 48

TXN SEQ ID NO: 13 -- SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 50

PRDX3 
(1-2)

SEQ ID NO: 14 SEQ ID NO: 83 SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 52

GPX7 SEQ ID NO: 15 -- SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 54

GPX4 
(1-2-3)

SEQ ID NO: 16 SEQ ID NO: 84 o SEQ ID NO: 85 SEQ ID NO: 55 SEQ ID NO: 56

TXN2 SEQ ID NO: 17 -- SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 58

PRDX4 SEQ ID NO: 18 -- SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 60

GPX1 
(2)

SEQ ID NO: 19 -- SEQ ID NO: 61 SEQ ID NO: 62

GLRX3 SEQ ID NO: 20 -- SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 64

PRDX2 
(3)

SEQ ID NO: 21 -- SEQ ID NO: 65 SEQ ID NO: 66

PRDX6 SEQ ID NO: 22 -- SEQ ID NO: 67 SEQ ID NO: 68

GLRX5 SEQ ID NO: 23 -- SEQ ID NO: 69 SEQ ID NO: 70

GLRX2 
(1)

SEQ ID NO: 24 -- SEQ ID NO: 71 SEQ ID NO: 72

GPX3 SEQ ID NO: 1 -- SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 26

GPX1 
(1)

SEQ ID NO: 2 -- SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28

GLRX2 
(2)

SEQ ID NO: 3 -- SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30

CAT SEQ ID NO:4 -- SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO:32

PRDX 
(1-2-3)

SEQ ID NO:5 SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO: 74 SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34

PRDX5 
(2)

SEQ ID NO:6 -- SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36

SOD2 
(1-2-3)

SEQ ID NO:7 SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO: 76 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 38

Tabla 3

Los oligonucleótidos definidos anteriormente se utilizan preferentemente para llevar a cabo la reacción qPCR.

La qPCR es bien conocida en la técnica, y se puede llevar a cabo utilizando, en asociación con oligonucleótidos que 5
permiten una amplificación específica del gen diana, con colorantes o con una sonda indicadora.
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Ambas técnicas se resumen brevemente a continuación.

- PCR en tiempo real con colorantes unidos al ADN de doble cadena como indicadores:

Se une un colorante de unión a ADN a todo el ADN de doble cadena (ds) en una PCR, produciendo una 
fluorescencia del colorante. Un aumento en el producto del ADN durante la PCR da lugar por lo tanto a un aumento 
de la intensidad de la fluorescencia y se mide en cada ciclo, permitiendo de esta manera que se cuantifiquen las 5
concentraciones de ADN.

Sin embargo, los colorantes de ADNds tales como el Verde SYBR se unirá a todos los productos ADNds de la PCR, 
incluyendo los productos de la PCR no específicos (tales como el dímero cebador). Esto puede interferir 
potencialmente o evitar la cuantificación exacta de la secuencia diana que se pretende.

La reacción se prepara como habitualmente, con la adición del colorante de ADNds fluorescente.10

La reacción se ejecuta en un instrumento de PCR en tiempo real y después de cada ciclo, se miden los niveles de 
fluorescencia con un detector; el colorante solo es fluorescente cuando se une al ADNds (es decir, el producto de la 
PCR). En referencia a una dilución convencional, se puede determinar la concentración en la PCR.

Como en otros procedimientos de PCR en tiempo real, los valores que se obtienen no tienen unidades absolutas 
asociados con ellos (es decir, copias de ARNm/célula). Como se ha descrito anteriormente, la comparación de una 15
medición de una muestra de ADN/ARN respecto a una dilución convencional solamente dará una fracción o relación 
de la muestra con respecto a la referencia, permitiendo solamente comparaciones relativas entre diferentes tejidos o 
condiciones experimentales. Para asegurar la exactitud de la cuantificación, habitualmente es necesario normalizar 
la expresión de un gen diana para un gen que se expresa establemente (véase posteriormente). Esto puede corregir 
posibles diferencias en la cantidad o calidad de ARN a través de las muestras experimentales.20

- Procedimiento de sonda indicadora fluorescente

Las sondas indicadoras fluorescentes detectan solamente el ADN que contiene la secuencia de la sonda; por lo 
tanto, el uso de la sonda indicadora aumenta significativamente la especificidad, y hace posible la cuantificación 
incluso en presencia de amplificaciones de ADN no específicas. Las sondas fluorescentes se pueden utilizar en 
ensayos múltiples para la detección de varios genes en la misma reacción basándose en sondas específicas con 25
diferentes marcadores coloreados, a condición de que todos los genes dirigidos se amplifiquen con eficacia similar. 
La especificidad de las sondas indicadoras fluorescentes también evita la interferencia de mediciones producidas por 
los dímeros cebadores, que son productos colaterales potenciales no deseados en la PCR. Sin embargo, las sondas 
indicadoras fluorescentes no evitan el efecto inhibidor de los dímeros cebadores, que pueden deprimir la 
acumulación de productos deseados en la reacción.30

El procedimiento se basa en una sonda basada en ADN con un indicador fluorescente en un extremo y un 
desactivador de fluorescencia en el extremo opuesto de la sonda. La estrecha proximidad del indicador al 
desactivador evita la detección de su fluorescencia; la descomposición de la sonda por la actividad exonucleasa de 
5’ a 3’ de la polimerasa Taq rompe la proximidad indicador-desactivador y así permite la emisión no desactivada de 
fluorescencia, que se puede detectar tras la excitación con un láser. Un aumento en el producto dirigido por la sonda 35
indicadora en cada ciclo de PCR por lo tanto, produce un aumento proporcional de la fluorescencia debido a la 
descomposición de la sonda y liberación del indicador.

La PCR se prepara como habitualmente, y se añade la sonda indicadora.

Durante el estadio de hibridación de la PCR tanto la sonda como los cebadores se hibridan al ADN diana.

La polimerización de una nueva cadena de ADN se inicia a partir de los cebadores, y una vez que la polimerasa 40
alcanza la sonda, su exonucleasa 5’-3’ degrada la sonda, separando físicamente el indicador fluorescente del
desactivador, dando como resultado un aumento de la fluorescencia.

La fluorescencia se detecta y se mide en el termociclador de PCR en tiempo real y se utiliza su aumento geométrico 
correspondiente con el aumento exponencial del producto para determinar el umbral de ciclo (CT) en cada reacción.

En una realización particular, se consigue la medición del nivel de expresión de los genes que se han definido 45
anteriormente, además de los oligonucleótidos específicos definidos anteriormente, utilizando una sonda disponible 
en el mercado. Cada gen para el que se espera un nivel de expresión se asocia con una sonda específica, una 
sonda que reconoce un gen no es capaz de reconocer otro gen. Además una sonde específica de un gen puede 
detectar también, cuando existen, variantes de dichos genes.

Las sondas ventajosas que se utilizan en la invención se enumeran en la Tabla 4.50

La asociación entre gen/variante/oligonucleótidos y sondas se representan en la siguiente Tabla 4.
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Tabla 4

Nombre 
del gen

SEQ ID SEQ ID variante
SEQ ID Oligo 

directo
SEQ ID Oligo 

inverso
SEQ de 
sondas

GPX3
SEQ ID 
NO: 1

-- SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 26
CCAGCC 

GC

GPX1 
(1)

SEQ ID 
NO: 2

-- SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28
GGTGGT 

GG

GLRX2 
(2)

SEQ ID 
NO:3

-- SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30
GGCGGC 

GG

CAT
SEQ ID 
NO:4

-- SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 32
TGCTGG 

AG

PRDX 
(1-2-3)

SEQ ID 
NO: 5

SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO:
74

SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34
CTGGCT 

GG

PRDX5 
(2)

SEQ ID 
NO: 6

-- SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36
GGAAGG 

AG

SOD2 
(1-2-3)

SEQ ID NO: 
7

SEQ ID NO: 75 o SEQ ID NO:
76

SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 38
CTGCTG 

GG

GSR 
(1-2-3-4)

SEQ ID NO: 
8

SEQ ID NO: 77 o SEQ ID NO:
78 o SEQ ID NO: 79

SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 40
GCTGGA 

AG

GLRX 
(1-2)

SEQ ID 
NO: 9

SEO ID NO: 80 SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 42
GGTGGC 

TG

PRDX2
(1)

SEQ ID 
NO: 10

-- SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 44
TGGGGA 

AG

PRDX5 
(1-3)

SEQ ID 
NO: 11

SEQ ID NO: 81 o SEQ ID NO:
82

SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 46
GGAAGG 

AG

SOD1
SEQ ID 
NO: 12

-- SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 48
TGGGGA 

AG

TXN
SEQ ID 
NO: 13

-- SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 50
CAGCAG 

CC

PRDX3 
(1-2)

SEQ ID 
NO: 14

SEQ ID NO: 83 SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 52
CTGCTTC 

C

GPX7
SEQ ID 
NO: 15

-- SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 54
GGAAGG 

AG

GPX4 
(1-2-3)

SEQ ID 
NO: 16

SEQ ID NO: 84 o SEQ ID NO:
85

SEQ ID NO: 55 SEQ ID NO: 56
CTGCCC

CA

TXN2
SEQ ID 
NO: 17

-- SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 58
GGCCCC 

AG

PRDX4
SEQ ID 
NO: 18

-- SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 60
ACTGGG 

AA

GPX1 
(2)

SEQ ID 
NO: 19

-- SEQ ID NO: 61 SEQ ID NO: 62
CTCCTC 

CT

GLRX3
SEQ ID 
NO: 20

-- SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 64
TGGTGG 

AA

PRDX2 
(3)

SEQ ID 
NO: 21

-- SEQ ID NO: 65 SEQ ID NO: 66
GGAGGC 

TG
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(continuación)

Nombre 
del gen

SEQ ID SEQ ID variante
SEQ ID Oligo 

directo
SEQ ID Oligo 

inverso
SEQ de 
sondas

PRDX6
SEQ ID 
NO: 22

-- SEQ ID NO: 67 SEQ ID NO: 68
CCTGGA 

GC

GLRX5
SEQ ID 
NO: 23

-- SEQ ID NO: 69 SEQ ID NO: 70
TGCTGG 

AG

GLRX2 
(1)

SEQ ID 
NO: 24

-- SEQ ID NO: 71 SEQ ID NO: 72
GGATGG 

AG

Tabla 4

La Tabla 4 se puede leer de la siguiente manera: El nivel de expresión de GPX3 (SEQ ID NO: 1) se puede medir 
cuantitativamente utilizando los oligonucleótidos SEQ ID NO: 24 y 25, y utilizando la sonda, acoplada a un colorante 5
fluorescente y un desactivador, que tiene la siguiente secuencia CCAGCCGC.

También, en otro ejemplo: El nivel de expresión de PDRX (SEQ ID NO: 5) o una de sus variantes (SEQ ID NO: 73 o 
74) se pueden medir cuantitativamente utilizando los oligonucleótidos SEQ ID NO: 33 y 34, y utilizando como sonda, 
acoplada con un colorante fluorescente y un desactivador, que tiene la siguiente secuencia CTGGCTGG.

Las definiciones anteriores se aplican mutatis mutandis a los otros genes.10

El desactivador y colorante mencionados anteriormente se pueden escoger por el experto, dependiendo del ensayo.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, utilizando al 
menos uno de los siguientes oligonucleótidos permitiendo la medición del nivel de expresión de cada uno de al 
menos los 6 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-6, 
preferentemente utilizando al menos uno de los oligonucleótidos que permiten la medición del nivel de expresión de 15
cada uno de al menos 10 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ 
ID NO: 1-10, en particular utilizando al menos uno de los oligonucleótidos que permiten la medición del nivel de 
expresión de cada uno de los 24 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico 
de SEQ ID NO: 1-24.

En esta realización, el procedimiento se adapta para el ensayo de transferencia de Northern.20

La invención se ilustra por una composición que comprende oligonucleótidos que permiten la medición de la 
expresión de al menos los genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de genes escogidos de 
entre un grupo de 24 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 1 a 24, perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o está constituido por las secuencias de 
ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.25

En una realización ventajosa, la invención se ilustra por una composición como se ha definido anteriormente, que 
comprende oligonucleótidos que permiten la medición de la expresión de al menos los genes de un grupo de 10 
genes escogidos de entre un grupo de 24 genes, comprendiendo o estando constituido dicho grupo de 24 genes por 
las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24,

dichos 10 genes que pertenecen a dicho grupo comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido 30
nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10.

En otra realización ventajosa, la invención se ilustra por una composición como se ha definido anteriormente que 
comprende los oligonucleótidos que permiten medir la expresión de los 24 de dicho grupo de 24 genes.

En otra realización ventajosa, la invención se ilustra por una composición como se ha definido anteriormente, 
comprendiendo dicha composición al menos 12 oligonucleótidos escogidos de entre una biblioteca de 48 35
oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, 
permitiendo la medición de la expresión de al menos los genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un 
grupo de genes escogidos de entre un grupo de 24 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias 
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24, 
comprendiendo o consistiendo dichos al menos 12 oligonucleótidos las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 40
25-36.

La invención se refiere a una composición que comprende al menos 12 oligonucleótidos escogidos de entre una 
biblioteca de 48 oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 
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25-72, comprendiendo dicha composición al menos los 12 oligonucleótidos que comprenden o consisten en las 
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.

En una realización ventajosa, la invención se refiere a una composición como se ha descrito anteriormente, 
comprendiendo dicha composición al menos 20 oligonucleótidos escogidos de entre una biblioteca de 48 
oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, 5
permitiendo la medición de la expresión de al menos los genes de un grupo de 10 genes escogidos de entre un 
grupo de 24 genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO:1 a 
24,
comprendiendo o consistiendo dichos al menos 20 oligonucleótidos en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 
NO: 25-44. 10

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a una composición como se ha definido anteriormente, 
comprendiendo dicha composición 48 oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido 
nucleico de SEQ ID NO: 25-72, permitiendo la medición de la expresión de un grupo de 24 genes que comprenden o 
están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24.

La composición anterior puede comprender adicionalmente las sondas que se definen anteriormente en la Tabla 4.15

En otro aspecto, la invención se ilustra por una composición como se ha mencionado anteriormente, para su uso en 
el diagnóstico, y/o la clasificación, preferentemente in vitro, de un trastorno hematológico, en particular un trastorno 
hematológico mieloide y/o linfoide, preferentemente un trastorno hematológico mieloide.

La invención se refiere a una composición como se ha mencionado anteriormente, para su uso en el diagnóstico, y/o
la clasificación, preferentemente in vitro, de una leucemia mieloide aguda o un trastorno mielodisplásico.20

Por lo tanto, la invención se refiere a la composición anterior per se, y se refiere a dicha composición para su uso 
como se ha mencionado anteriormente.

La invención se refiere a un kit que comprende al menos 12 oligonucleótidos escogidos de entre un grupo de 48 
oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, 
comprendiendo o consistiendo dichos al menos 12 oligonucleótidos en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID 25
NO: 25-36.

En una realización ventajosa, la invención se refiere al kit que se ha definido anteriormente, que comprende al 
menos 20 oligonucleótidos, comprendiendo o consistiendo dichos al menos 20 oligonucleótidos las siguientes 
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-44.

En una realización ventajosa, la invención se refiere a un kit como se ha definido anteriormente que comprende 48 30
oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72.

La invención también se refiere a, en un realización ventajosa, un kit como se ha definido anteriormente, que 
comprende además al menos 6 sondas específicas que interactúan respectivamente con las moléculas de ácido 
nucleico que comprenden o consisten en SEQ ID NO: 1-6, preferentemente comprenden adicionalmente al menos 
10 sondas específicas que interactúan respectivamente con moléculas de ácido nucleico que comprende o consisten 35
en SEQ ID NO: 1-10, en particular comprenden adicionalmente al menos 24 sondas específicas que interactúan 
respectivamente las moléculas de ácido nucleico que comprenden o consisten en SEQ ID NO: 1-24.

En otra realización ventajosa, la invención se refiere a un kit como se ha definido anteriormente, que comprende 
adicionalmente moléculas de ácido nucleico que corresponden con los genes de SEQ ID NO: 1-24, en una cantidad 
representativa de al menos una patología escogida de entre: leucemia mieloide aguda (AML), anemia refractaria con 40
sideroblastos anulares (RARS), citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD), anemia refractaria con exceso 
de blastos (RAEB) o síndrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

En otra realización ventajosa, la invención también se refiere al kit que se ha definido anteriormente, que comprende 
además moléculas de ácido nucleico de una muestra de control como se ha definido anteriormente.

La invención también se refiere a una muestra de control positivo que comprende o está constituida por al menos las 45
moléculas de ácido nucleico que se corresponden con los genes representados en SEQ ID NO: 1-6, que se escogen 
de entre el grupo de 24 genes representados por SEQ ID NO: 1-24, estando presentes dichas moléculas de ácido 
nucleico en dicha muestra en una cantidad que se representa en las 6 primeras líneas de la Tabla 5 o la Tabla 6, en 
comparación con una muestra sana en la que cada molécula de ácido nucleico respectiva están presentes en una 
cantidad de 1.50
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Tabla 5

Tabla 5 RARS RCMD RAEB AML

SEQ ID NO: 1 1,32-2,62 0,01 - 1,67 0,43 - 2,88 0,03-0,30

SEQ ID NO: 2 2,32-2,98 0,12-9,95 4,48 - 18,89 2,98-6,98

SEQ ID NO: 3 3,74-9,79 0,08-10,50 0,14-10,87 3,12-15,80

SEQ ID NO: 4 1,28-2,20 0,02-3,94 0,99-8,75 0,32-10,20

SEQ ID NO: 5 1,25-3,68 0,18-5,77 4,59-10,04 2,00-13,34

SEQ ID NO: 6 1,84-6,09 0,00-10,24 0,05-5,53 1,72-5,56

SEQ ID NO: 7 0,65-0,95 0,54-4,37 0,85-2,13 0,08-0,79

SEQ ID NO: 8 0,67-1,09 0,00 - 1,18 0,44 - 1,15 0,20-0,58

SEQ ID NO: 9 0,90-1,25 0,43 - 2,05 0,07-1,05 0,08-0,79

SEQ ID NO: 10 0,48 - 1,87 0,02-2,13 0,49 - 4,41 0,04-0,25

SEQ ID NO: 11 0,81 - 1,69 0,00-2,01 1,19-1,47 0,65-1,76

SEQ ID NO: 12 0,64-2,12 0,23-3,74 1,48 - 2,74 0,45 - 2,94

SEQ ID NO: 13 0,96-2,43 0,63-4,99 1,14-4,22 0,42-5,34

SEQ ID NO: 14 1,20-2,02 0,16-3,16 0,63-1,47 0,70-2,15

SEQ ID NO: 15 0,63-1,44 0,09-1,18 0,00-1,37 0,55-3,71

SEQ ID NO: 16 0,94-2,53 0,10-3,29 2,58-6,22 1,35-4,25

SEQ ID NO: 17 1,07-2,22 0,15-2,58 2,30-2,85 0,90-3,89

SEQ ID NO: 18 1,48 - 2,79 0,37-2,86 3,31 - 4,99 1,10-6,67

SEQ ID NO: 19 1,04-5,32 0,49 - 3,87 1,96-8,77 0,64-5,18

SEQ ID NO: 20 1,49 - 5,23 0,09-2,58 1,81 - 11,93 0,84-7,09

SEQ ID NO: 21 0,93-8,83 0,01 - 2,87 0,15-3,76 0,08-0,63

SEQ ID NO: 22 0,81 - 3,63 0,14-36,64 0,25-12,98 0,98-5,93

SEQ ID NO: 23 1,47 - 3,45 0,19-7,04 2,80-53,30 0,26-3,65

SEQ ID NO: 24 0,78-2,25 0,35-1,60 0,40-0,87 0,18-0,83

La Tabla 5 representa para cada gen de SEQ ID NO: 1-24, el intervalo específico correspondiente con la patología 
mencionada.

Tabla 65

Tabla 6 RARS RCMD RAEB AML

SEQ ID NO: 1 2,14 ± 0,71 0,76 ± 0,56 1,60 ± 1,23 0,16 ± 0,13

SEQ ID NO: 2 2,64 ± 0,33 3,65 ± 3,95 18,89 ± 17,93 4,95 ± 1,70

SEQ ID NO: 3 5,97 ± 3,33 4,04 ± 3,49 5,47 ± 5,36 9,73 ± 5,24

SEQ ID NO: 4 1,63 ± 0,50 1,46 ± 1,64 4,31 ± 4,00 4,01 ± 3,73

SEQ ID NO: 5 2,52 ± 1,22 1,89 ± 2,14 7,40 ± 2,73 5,03 ± 4,74

SEQ ID NO: 6 4,55 ± 2,36 3,64 ± 4,01 5,30 ± 5,13 4,19 ± 1,67

SEQ ID NO: 7 0,84 ± 0,17 1,80 ± 1,61 1,32 ± 0,70 0,33 ± 0,27

SEQ ID NO: 8 0,85 ± 0,22 0,76 ± 0,42 0,78 ± 0,35 0,40 ± 0,18

SEQ ID NO: 9 1,07 ± 0,18 1,22 ± 0,67 0,54 ± 0,49 0,45 ± 0,26
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(continuación)

Tabla 6 RARS RCMD RAEB AML

SEQ ID NO: 10 1,06 ± 0,72 0,74 ± 0,73 2,40 ± 1,96 0,11 ± 0,08

SEQ ID NO: 11 1,33 ± 0,46 0,93 ± 0,83 1,47 ± 0,29 1,11 ± 0,44

SEQ ID NO: 12 1,31 ± 0,75 1,12 ± 1,30 1,92 ± 0,71 1,27 ± 0,97

SEQ ID NO: 13 1,51 ± 0,80 2,06 ± 1,70 2,32 ± 1,67 2,52 ± 1,87

SEQ ID NO: 14 1,68 ± 0,43 1,64 ± 1,21 1,17 ± 0,46 1,70 ± 0,59

SEQ ID NO: 15 0,99 ± 0,41 0,79 ± 0,39 0,70 ± 0,68 2,57 ± 1,32

SEQ ID NO: 16 1,61 ± 0,82 1,58 ± 1,28 6,22 ± 4,17 2,62 ± 1,37

SEQ ID NO: 17 1,69 ± 0,58 1,15 ± 0,96 2,79 ± 0,47 2,40 ± 1,33

SEQ ID NO: 18 2,17 ± 0,65 1,19 ± 0,88 4,36 ± 0,91 2,59 ± 2,33

SEQ ID NO: 19 2,59 ± 2,37 1,67 ± 1,25 4,89 ± 3,50 2,12 ± 1,80

SEQ ID NO: 20 2,75 ± 2,15 1,27 ± 1,12 5,31 ± 5,74 3,96 ± 2,61

SEQ ID NO: 21 3,80 ± 4,37 1,38 ± 1,18 2,41 ± 1,97 0,36 ± 0,23

SEQ ID NO: 22 1,83 ± 1,56 7,33 ± 14,42 5,69 ± 6,56 2,90 ± 2,21

SEQ ID NO: 23 2,76 ± 1,12 2,60 ± 2,88 21,67 ± 27,56 1,49 ± 1,34

SEQ ID NO: 24 1,56 ± 0,74 0,95 ± 0,46 0,87 ± 0,62 0,41 ± 0,25

La Tabla 6 representa, para cada gen de SEQ ID NO: 1-24, la media ± la desviación estándar correspondiente con la 
patología mencionada.

La invención también se refiere a un procedimiento para determinar la eficacia de un tratamiento de un trastorno 5
hematológico, siendo el tratamiento adecuado para administrarse a un paciente, comprendiendo dicho 
procedimiento

a) una etapa de poner en contacto, preferentemente in vitro, una muestra biológica de un sujeto que padece un 
trastorno hematológico, preferentemente un trastorno hematológico mieloide y/o linfoide, más preferentemente 
un trastorno hematológico mieloide. con un fármaco adecuado para utilizarse en el tratamiento, o adecuado para 10
tratar dicho trastorno hematológico,
b) una etapa de medición en la muestra biológica que se puso en contacto con un fármaco en la etapa a), el nivel 
de expresión de al menos los genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de genes escogidos 
de entre un grupo de 24 genes, comprendiendo o estando constituido dicho grupo de 24 genes por las 
secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24, , perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que 15
comprende o está constituido por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.
y
c) una etapa de comparación del nivel de expresión de dichos al menos los genes de un subgrupo de 6 genes 
que pertenecen a un grupo de genes escogidos de entre un grupo de 24 genes obtenidos en la etapa b) con el 
nivel de expresión de dichos al menos los genes de un subgrupo de 6 genes que pertenecen a un grupo de 20
genes escogidos de entre un grupo de 24 genes obtenidos de la medición en dicha muestra biológica que no se 
ha puesto en contacto con dicho fármaco adecuado para utilizarse para tratar, o adecuado para tratar, dicho 
trastorno hematológico.

El procedimiento anterior es fácil de llevar a cabo, y permite evaluar la susceptibilidad de la muestra de AML a un 25
fármaco. Esto es muy importante para reducir el coste de los tratamientos, y que pueden ser ineficaces en un 
paciente, debido a que el tumor sea resistente al fármaco.

El procedimiento anterior se utiliza ventajosamente para explorar, in vitro, fármacos que tengan eficacia en la 
progresión de AML, y que se podrían utilizar in vivo para el tratamiento del paciente.

Esto es más ventajosamente importante para la exploración de fármacos, o compuestos que son capaces de 30
modular la modificación epigenética, en particular de agentes desmetilantes tales como la azacitidina (5-azacitidina) 
o decitabina (5-azadesoxicitidina).

La azacitidina y decitabina son agentes quimioterápicos potentes que se utilizan para tratar AML y MDS de alto 
grado, pero solo aproximadamente el 40 % de AML y MDS de alto grado son sensibles a sus efectos. Por lo tanto, 
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con el fin de reducir los costes, y los efectos secundarios de un tratamiento ineficaz, es ventajoso verificar in vitro, si 
la AML y MDS de alto grado que se van a tratar son sensibles a estos compuestos.

El ejemplo 9 muestra que el tratamiento de una muestra de AML con azacitidina puede modular la relación de 
expresión de los genes de SEQ ID NO: 1-24, (y consecuentemente los genes de SEQ ID NO: 1-6) que demuestra 
que la azacitidina, en este particular del que deriva la muestra de AML, sería eficaz si se utilizara in vivo.5

Ventajosamente, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que dicho 
grupo consiste en 10 genes que consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1-10.

Ventajosamente, la invención se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que se mide el 
nivel de expresión de los 24 genes que consisten en SEQ ID NO: 1-24.

Leyenda de las figuras10

La Figura 1 representa el mecanismo natural utilizado en la célula para eliminar las especies de óxido reactivo 
(ROS, O2

•-). O2
•- se convierte en moléculas de H2O2, convirtiéndose las propias H2O2 en H2O y O2 como proceso de 

detoxificación, o en •OH y OH- que ejercen efectos biológicos en las células.
La Figura 2 representa las imbricaciones entre el subgrupo (A), el grupo (B) y el grupo (C) de los genes de 
acuerdo con la invención. D representan el conjunto correspondiente a los genes que pertenecen al grupo pero 15
no pertenecen al subgrupo. E representa el conjunto correspondiente a los genes que pertenecen al grupo pero 
no pertenecen al grupo.
Las Figuras 3A-E representan la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 
representados por SEQ ID NO: 1-24, para cada patología RARS, RCMD, RAEB y AML.
La Figura 3A representa un histograma que muestra el nivel de expresión de los genes indicados en el eje x, 20
que se obtiene por qRT-PCR, en comparación con el gen constitutivo GAPDH, utilizando 5 muestras de médula 
ósea sana (muestra de control).
El eje Y representa la relación

La Figura 3B es una representación gráfica de la media (línea negra) y error estándar de la media (área gris) de 25
la variación de expresión de cada uno de los genes indicados (eje x) en una muestra de RARS en comparación 
con muestras de control (muestras de médula ósea sana). El eje Y representa la variación de la cantidad en 
comparación con muestras de control expresada en log10.
La Figura 3C es una representación gráfica de la media (línea negra) y el error estándar de la media (área gris) 
de la variación de expresión de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de RMCD en comparación 30
con muestras de control (muestras de médula ósea sana). El eje Y representa la variación de la cantidad 
comparada con las muestras de control, expresada en log10.
La Figura 3D es una representación gráfica de la media (línea negra) y el error estándar de la media (área gris) 
de la variación de expresión de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de RAEB en comparación 
con muestras de control (muestras de médula ósea sana). El eje Y representa la variación de la cantidad 35
comparada con las muestras de control, expresada en log10.
La Figura 3E es una representación gráfica de la media (línea negra) y el error estándar de la media (área gris) 
de la variación de expresión de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de AML en comparación 
con muestras de control (muestras de médula ósea sana). El eje Y representa la variación de la cantidad 
comparada con las muestras de control, expresada en log10.40
Las Figuras 4A-D representan la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 
representados por SEQ ID NO: 1-24, para cada una de las patologías: RARS (Figura 4A), RMCD (Figura 4B), 
RAEB (Figura 4C), y AML (Figura 4D). La representación del nivel de cada uno de los genes representados por 
SEQ ID NO: 1-24 de una muestra de síndrome mielodisplásico inclasificable se representa en cada una de las 
Figuras 4A-D por una línea discontinua.45
Las Figuras 5A y B representan la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 
representados por SEQ ID NO: 1-24 de dos muestras independientes de síndromes mielodisplásico 
inclasificables (Figura 5B), siendo dicha expresión similar al nivel de expresión observado en las muestras de 
RCMD (Figura 5A).
La Figura 6 representa la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 50
representados por SEQ ID NO: 1-24 de dos muestras independientes de leucemia mielomonocítica crónica 
(Figura 6B) siendo dicha expresión diferente del nivel de expresión observado en las muestras de RAEB (Figura 
6A)
La Figura 7 representa la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 
representados por SEQ ID NO: 1-24 de un paciente en el momento del diagnóstico de RCMD (panel B) y 55
después de 12 meses (panel B, línea discontinua). La muestra en el momento del diagnóstico es similar a la 
muestra de RMCD (panel A), y la muestra tras 12 meses ha adquirido las características de RAEB (véase 
PDRX2(1) y GLRX5 en el panel B y panel C).
La Figura 8 representa la representación esquemática del nivel de expresión de cada uno de los genes 
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representados por SEQ ID NO: 1-24 de AML, comparando la misma AML tras el tratamiento con azacitidina 
(línea discontinua).

Ejemplos

Comentario preliminar

Todas las muestras utilizadas en los siguientes ejemplos se han ensayado primero de acuerdo con la invención, en 5
un ensayo con ocultación, y se compararon con las muestras de control.

Todas las muestras de SMD y leucémicas satisfacen las provisiones del procedimiento de acuerdo con la invención, 
es decir, en cada una de las muestras al menos 3 genes de los genes de SEQ ID NO: 1-6 se expresan de manera 
que su relación comparada con la expresión de los mismos genes correspondientes de las muestras de control es o 
menor de 0,5 o mayor de 2.10

Ejemplo 1

En los siguientes ejemplos, las muestras del paciente y el análisis de las expresiones genéticas se analizan de la 
siguiente manera.

Materiales y Procedimientos

Recolección de muestras15

Se obtuvieron muestras normales de médula ósea (BM) (que se utilizan como referencia) de pacientes sometidos a 
cirugía ortopédica. Las muestras de médula ósea de pacientes de MDS y AML se obtuvieron en el momento del 
diagnóstico y durante el seguimiento. Las células de AML y MDS se clasificaron de acuerdo con los hallazgos 
morfológicos, citoquímicos y citogenéticos. Los pacientes se informaron y consintieron de seguir un procedimiento 
aprobado por el comité ético. Las muestras de BM se aspiraron en jeringas heparinizadas y se transfirieron a tubos 20
con EDTA.

Lisis de eritrocitos

Se llevó a cabo la lisis en 47 ml de tampón de lisis que contenía EDTA (0,12 mM), bicarbonato potásico (KHCO3) (10 
mM), y cloruro amónico (NH4Cl) (150 mM) para 3 ml de BM. Después de la incubación a temperatura ambiente 
durante 15 min, se centrifugaron a 700 g durante 10 min, y se lavaron dos veces, en 20 ml de solución salina tampón 25
fosfato (PBS) (Invitrogen). El aglomerado se re-suspendió en Trizol® (Invitrogen) (1 ml/ 8.106 células), se mezcló 
vigorosamente durante 15 minutos. El lisado se almacenó a -80 �C hasta la etapa de extracción de ARN.

Extracción de ARN

La extracción del ARN total se llevó a cabo según el procedimiento de cloroformo / isopropanol / etanol. La fase de 
separación se obtuvo añadiendo cloroformo (0,2 ml por 1 ml de Trizol® obtenido en Invitrogen) al lisado. Tras 30
mezclar durante 50 s, la solución se separó en tres fases por centrifugación a 12.000 g durante 15 min a 4 �C. Se 
precipitó el ARN a partir de la fase acuosa, añadiendo isopropanol (0,5 ml por 1 ml de Trizol®). Después de la 
incubación a temperatura ambiente durante 10 min y centrifugación a 12.000 g durante 10 min a 4 �C, se lavó el 
ARN en un 75 % de etanol (1 ml por 1 ml de Trizol®) y se centrifugó a 7500 g durante 5 min a 4 �C. Esta etapa se 
llevó a cabo dos veces. Tras retirar el sobrenadante de etanol, el aglomerado de ARN se secó al aire durante 20 35
min. después, se disolvió el ARN en 50 µl de agua tratada con UltraPure™ DEPC (Invitrogen) y se almacenó a -80 
�C.

Cuantificación y cualificación de ARN

El ARN celular total se cuantificó utilizando un espectrofotómetro Nano-Drop 1000 (Nano-Drop Technologies) y se 
analizó la pureza de ARN utilizando un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies).40

Transcripción inversa y análisis de PCR cuantitativa en tiempo real (qRT-PCR)

Se transcribieron tres microgramos de ARN total de cada muestra se transcribieron inversamente utilizando el kit de 
síntesis de ADNc SuperScript® VILO™ (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del suministrador. La cuantificación 
relativa de la expresión genética se hizo por PCR en tiempo real en la plataforma cicladora basada en placas de 480 
micropocillos LightCycler® (Roche Applied Science) utilizando ensayos Universal ProbeLibrary diseñados con el 45
software ProbeFinder (Roche Applied Science, www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/ezhome.html). Los 
cebadores se adquirieron en Invitrogen y las sondas Universal ProbeLibrary en Roche Applied Science. Las 
secuencias de nucleótidos de los cebadores y sondas de cada diana se muestran en la Tabla A. Todas las dianas se 
analizaron concomitantemente. Las reacciones de qRT-PCR se llevaron a cabo en un volumen total de 10 µl de 20 
ng de ADNc utilizando LightCycler® 480 Probes Master (Roche Applied Science). El LightCycler® 480 se programó 50
para una desnaturalización inicial (95 �C, 10 min) seguido por 45 ciclos de 10 s a 95 �C, 30 s a 60 �C, 1 s a 72 �C 
y una etapa de enfriamiento final a 40 �C durante 10 s. Todas las reacciones se ejecutaron por triplicado, y los 
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valores medios se utilizaron para la cuantificación. Los resultados se analizaron por el procedimiento de 
cuantificación relativa (ΔΔCT = ΔCTpaciente-ΔCTreferencia) utilizando los valores de umbral de ciclo (CT) determinados 
con el software LightCycler® 480 (publicación 1.5.0) de Roche Applied Science. Se utilizó el gen de gliceraldehído-3-
fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH) como control endógeno para normalizar la expresión de la diana (ΔCT = 
CTdiana-CT del control endógeno). El cambio de la expresión relativa de ARNm entre un paciente y la referencia se 5
determinó para cada diana utilizando el procedimiento 2exp(-ΔΔCT) (Livak KJ y Schmittgen TD. Analysis of relative 
gene expression data using real time quantitative PCR and the 2exp(-ΔΔCT) method. Methods 2001; 25:402-408).

Ejemplo 2: Uso de 6 genes para el diagnóstico de mielodisplasia y leucemia

Con el fin de ensayar la validez del procedimiento, se utilizaron las muestras del paciente identificadas como 
representativas de las muestras leucémicas, y se evaluó el nivel de expresión de cada uno de los genes 10
representados por SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 por RT-qPCR como se desvela en el Ejemplo 1, utilizando 
oligonucleótidos y sondas de la Tabla 4.

Los resultados se presentan en la Tabla 7 siguiente:

Tabla 7

AML nº 1 AML nº 2 AML nº 3 AML nº 4 AML nº 5

SEQ ID NO: 1 0,03 0,29 0,30 0,08 0,08

SEQ ID NO: 2 3,54 6,16 6,98 2,98 5,10

SEQ ID NO: 3 14,24 7,07 8,41 15,80 3,12

SEQ ID NO: 4 10,20 4,06 3,32 2,17 0,32

SEQ ID NO: 5 13,34 2,96 2,00 4,46 2,36

SEQ ID NO: 6 5,56 3,22 5,12 5,34 1,72

15

La Tabla 7 representa la relación del nivel de expresión de cada uno de los genes indicados (SEQ ID NO: 1-6) para 
cada muestra de AML nº 1-nº 5.

Los criterios definidos en la invención se satisfacían.

Una muestra se considera como representativa de un trastorno hematológico cuando la relación del nivel de 
expresión de cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes de entre los genes representados por 20
SEQ ID NO: 1-6 es o ≥ 2 o ≤ 0,5.

Cualquiera de las combinaciones que se tomaron en consideración, satisfacían los criterios anteriores.

El otro criterio es que: si la relación de SEQ ID NO: 1 es ≤ 0,3 y la relación de tanto SEQ ID NO: 2 como 3 son ≥ 3,0, la 
muestra es representativa de una AML.

De nuevo para las 5 muestras de AML anteriores que se ensayaron, se satisfacían los criterios.25

Todas las muestras de AML ensayadas satisfacían los criterios con respecto a AML. Por lo tanto, el procedimiento
de acuerdo con la invención permite la discriminación entre AML y trastornos mielodisplásicos.

Ejemplo 3: Validación del procedimiento con líneas celulares leucémicas

Con el fin de validar el procedimiento, se evaluó el nivel de expresión de los genes representados por SEQ ID NO: 1-
6 en 11 líneas celulares correspondientes a casi todos los subtipos de AML definidos de acuerdo con la clasificación 30
FAB.

Se ensayaron las siguientes líneas celulares:

KG1a y KG1 (FAB M0/M1), HL60 (FAB M2), KASUMI-1 (FAB M2), ML-2 (FAB M4), MV4-11 (FAB M5), THP-1 
(FAB M5), U937 (FAB M5), K562 (FAB M6), TF-1 (FAB M6) y UT7 (FAB M7).

Los niveles de expresión se indican en la Tabla 8 siguiente.35
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Tabla 8

SEQ ID NO: KG1 a KG 1 HL60 Kasumi-1 ML-2 MV4 -11 TH P-1 U93 7 K56 2 TF-1 UT 7

1 0,05 0,06 0,05 0,04 0,06 0,03 0,15 0,07 0,10 0,03 0,30

2 3,42 5,26 4,74 6,23 5,61 17,95 45,70 12,20 4,58 7,92 48,90

3 37,71 54,38 33,49 14,34 34,17 17,19 77,40 45,84 69,24 18,38 53,66

4 0,53 0,91 2,73 1,25 2,13 5,19 8,80 1,91 2,08 1,54 2,44

5 197,83 39,98 14,21 9,46 6,10 8,08 29,76 17,93 48,00 31,97 33,70

6 30,91 32,92 13,85 12,11 9,14 5,84 20,37 10,29 24,11 13,99 30,32

La Tabla 8 representa las relaciones Ri entre los niveles de expresión del gen indicado en la línea celular 
correspondiente, en comparación con los niveles de expresión del gen correspondiente en las muestras de control 
(muestras de médula ósea sana). 5

Los criterios definidos en la invención se satisfacían:

Una muestra se consideraba como representativa de un trastorno hematológico cuando la relación del nivel de 
expresión de cada uno de los genes de cualquier combinación de 3 genes entre los genes representados por 
SEQ ID NO: 1-6 es o ≥ 2 o ≤ 0,5.

Cualquiera de las combinaciones de 3 genes que se toman en consideración, satisfacía los criterios anteriores.10

El otro criterio era que: si la relación de SEQ ID NO: 1 es ≤ 0,3 y la relación de tanto SEQ ID NO: 2 como 3 son ≥ 
3,0, la muestra es representativa de AML.

De nuevo, para las 11 líneas celulares ensayadas anteriores (Tabla 3), se satisfacían los criterios, y el procedimiento
confirmaba que estos resultados obtenidos con estas líneas celulares se corresponden con los obtenidos con células 
leucémicas primarias.15

Ejemplo 4: Clasificación de la muestra mielodisplásica

Como se ha definido anteriormente, se ha propuesto que la medición del nivel de expresión representados por SEQ 
ID NO: 1-24 permite identificar el subtipo de síndrome mielodisplásico.

Se ensayó un panel de muestras de paciente, clasificadas por otras técnicas para validar el procedimiento de 
acuerdo con la invención.20

Se utilizaron 3 RARS, 6 RCMD y 3 RAEB y se evaluó el nivel de expresión de los genes representados por SEQ ID 
NO: 1-24.

Los resultados se presentan a continuación:

Tabla 9

RARS nº 1 RARS nº 2 RARS nº 3

SEQ ID NO: 1 2,48 1,32 2,62

SEQ ID NO: 2 2,63 2,32 2,98

SEQ ID NO: 3 9,79 3,74 4,38

SEQ ID NO: 4 2,20 1,41 1,28

SEQ ID NO: 5 3,68 2,64 1,25

SEQ ID NO: 6 5,72 6,09 1,84

SEQ ID NO: 7 0,65 0,93 0,95

SEQ ID NO: 8 1,09 0,79 0,67

SEQ ID NO: 9 1,25 1,06 0,90

SEQ ID NO: 10 1,87 0,48 0,82
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(continuación)

RARS nº 1 RARS nº 2 RARS nº 3

SEQ ID NO: 11 1,69 1,50 0,81

SEQ ID NO: 12 2,12 0,64 1,17

SEQ ID NO: 13 2,43 1,16 0,96

SEQ ID NO: 14 2,02 1,82 1,20

SEQ ID NO: 15 1,44 0,89 0,63

SEQ ID NO: 16 2,53 1,35 0,94

SEQ ID NO: 17 2,22 1,07 1,79

SEQ ID NO: 18 2,79 2,25 1,48

SEQ ID NO: 19 1,43 5,32 1,04

SEQ ID NO: 20 5,23 1,49 1,53

SEQ ID NO: 21 1,64 8,83 0,93

SEQ ID NO: 22 3,63 1,06 0,81

SEQ ID NO: 23 3,35 3,45 1,47

SEQ ID NO: 24 1,64 0,78 2,25

Tabla 9: Muestras de RARS

Tabla 10

RCMD nº 1 RCMD nº 2 RCMD nº 3 RCMD nº 4 RCMD nº 4 RCMD nº 5

SEQ ID NO: 1 0,55 1,05 1,67 0,66 0,61 0,01

SEQ ID NO: 2 0,52 9,95 5,75 0,54 0,12 5,05

SEQ ID NO: 3 3,44 4,57 10,50 2,71 0,08 2,96

SEQ ID NO: 4 2,07 2,53 3,94 0,06 0,02 0,13

SEQ ID NO: 5 2,43 5,77 2,23 0,48 0,18 0,28

SEQ ID NO: 6 3,96 6,09 10,24 1,46 0,10 0,00

SEQ ID NO: 7 0,58 3,22 4,37 1,27 0,54 0,82

SEQ ID NO: 8 0,91 1,05 1,18 0,84 0,57 0,00

SEQ ID NO: 9 1,48 2,05 1,86 0,88 0,62 0,43

SEQ ID NO: 10 0,68 2,13 0,75 0,31 0,53 0,02

SEQ ID NO: 11 0,71 2,01 1,89 0,69 0,30 0,00

SEQ ID NO: 12 0,72 3,74 0,78 0,55 0,71 0,23

SEQ ID NO: 13 1,98 4,99 2,99 1,09 0,63 0,66

SEQ ID NO: 14 1,81 3,16 2,89 0,69 1,10 0,16

SEQ ID NO: 15 0,87 1,18 0,95 1,01 0,64 0,09

SEQ ID NO: 16 1,43 3,29 2,80 0,35 0,10 1,48

SEQ ID NO: 17 1,24 2,58 1,95 0,70 0,15 0,30

SEQ ID NO: 18 1,08 2,86 1,23 0,37 0,95 0,64

SEQ ID NO: 19 1,58 3,87 2,28 0,49 0,71 1,10
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(continuación)

RCMD nº 1 RCMD nº 2 RCMD nº 3 RCMD nº 4 RCMD nº 4 RCMD nº 5

SEQ ID NO: 20 2,58 2,46 1,71 0,47 0,09 0,31

SEQ ID NO: 21 1,96 2,40 2,87 0,56 0,47 0,01

SEQ ID NO: 22 0,59 3,60 2,49 0,51 0,14 36,64

SEQ ID NO: 23 2,46 7,04 5,12 0,40 0,40 0,19

SEQ ID NO: 24 0,81 1,60 1,37 0,67 0,93 0,35

Tabla 10: Muestras de RCMD

Tabla 11

RAEB nº 1 RAEB nº 2 RAEB nº 3

SEQ ID NO: 1 1,49 0,43 2,88

SEQ ID NO: 2 38,96 13,21 4,48

SEQ ID NO: 3 5,40 10,87 0,14

SEQ ID NO: 4 3,18 0,99 8,75

SEQ ID NO: 5 4,59 7,56 10,04

SEQ ID NO: 6 10,31 5,53 0,05

SEQ ID NO: 7 0,85 2,13 0,99

SEQ ID NO: 8 0,76 1,15 0,44

SEQ ID NO: 9 0,50 1,05 0,07

SEQ ID NO: 10 2,30 0,49 4,41

SEQ ID NO: 11 1,76 1,19 1,46

SEQ ID NO: 12 1,48 2,74 1,54

SEQ ID NO: 13 1,59 1,14 4,22

SEQ ID NO: 14 0,63 1,47 1,40

SEQ ID NO: 15 0,72 1,37 0,00

SEQ ID NO: 16 10,76 5,31 2,58

SEQ ID NO: 17 3,23 2,85 2,30

SEQ ID NO: 18 3,31 4,99 4,78

SEQ ID NO: 19 1,96 3,95 8,77

SEQ ID NO: 20 2,18 11,93 1,81

SEQ ID NO: 21 3,32 3,76 0,15

SEQ ID NO: 22 3,83 12,98 0,25

SEQ ID NO: 23 8,91 2,80 53,30

SEQ ID NO: 24 1,58 0,63 0,40

Tabla 11: Muestras de RAEB

Todas las muestras ensayadas satisfacían los criterios definidos en los procedimientos de acuerdo con la invención.
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Ejemplo 5: Representación esquemática de los perfiles específicos de RARS, RMCD, RAEB y AML

Los resultados correspondientes a la clasificación anterior se pueden ilustrar como un “antioxidograma”, que se 
corresponde a áreas representativas de una muestra determinada.

La expresión de cada gen de SEQ ID NO: 1-24 se midió por qRT-PCR como se ha definido anteriormente, y se 
comparó con el nivel de expresión de un gen GAPDH constitutivo.5

La Figura 3A representa la variación de expresión de cada uno de los genes de SEQ ID NO: 1-24 en comparación 
con GAPDH, clasificados de acuerdo con su nivel de expresión. El número de gen se encuentra fácilmente utilizando 
la Tabla 1 anterior.

El antioxidograma para la muestra RARS (Figura 3B), muestra de RCMD (Figura 3C), muestras de RAEB (Figura 
3D) y muestras de AML (3E) se pueden utilizar para clasificar una nueva muestra.10

Además, midiendo la relación de cada uno de los genes representados por SEQ ID NO: 1-24, se puede trazar una 
curva. Esta curva se puede comparar entonces con los antioxidogramas, y de esta manera, es fácil determinar a qué 
tipo de patología pertenece la muestra estudiada.

Ejemplo 6: clasificación de síndromes mielodisplásicos inclasificables

El antioxidograma anterior se puede utilizar para clasificar síndromes mielodisplásicos para los que fallan otras 15
técnicas de clasificación.

El nivel de expresión de cada uno de los genes de SEQ ID NO: 1-24 se midió de acuerdo con la invención, y se 
estableció una curva. 

Esta curva (línea discontinua) se comparó con el antioxidograma “específico” de RARS, RCDM, RAEB y AML.

La Figura 4 muestra que la mayoría de las relaciones Ri de expresión están cerca a las que son características de 20
una muestra de RCDM.

La Figura 5 muestra que dos muestras independientes de síndrome mielodisplásico inclasificable presente un nivel 
de expresión similar de los genes de SEQ ID NO: 1-24, y de esta manera están cerca de las que son características 
de una muestra de RCDM.

Ejemplo 7: Distinción de MDS utilizando oxidogramas25

La leucemia mielomonocítica crónica (CMML) es una forma de leucemia caracterizada por monocitosis. La 
categorización de esta enfermedad ha sido controvertida.

Los pacientes con CMML pueden presentar varias características clínicas, imitando síndromes mielodisplásicos o 
neoplasias mieloproliferativas, dependiendo de la presentación específica en el paciente.

Debido a esta controversia se clasificó por la Organización Mundial de la Salud en una categoría 30
“mielodisplásica/mieloproliferativa” de afecciones médicas a principios de los 2000.

El oxidograma de acuerdo con la invención puede ayudar a determinar el estado de una muestra de CMML, es está 
cerca de RAEB por análisis histológico.

Como se muestra en la Figura 6, el nivel de expresión de los genes de SEQ ID NO: 1-24 de muestras de dos 
pacientes con CMML es diferente del nivel de expresión de los genes SEQ ID NO: 1-24 de RAEB.35

Estos datos demuestran que CMML es distinta de MDS.

Ejemplo 8: Utilización del oxidograma para el seguimiento de MDS evolutivo

Como se ha mencionado anteriormente, un MDS evoluciona progresivamente a AML. De esta manera, es 
importante saber si esta progresión es rápida o lenta.

El oxidograma se puede utilizar para determinar si la expresión molecular de los genes de SEQ ID NO: 1-24 ha 40
evolucionado desde el diagnóstico a una determinada fecha.

Un ejemplo se muestra en la Figura 7. Se puede diagnosticar un paciente en un t = 0 como que tiene RCMD.

A los doce meses del diagnóstico, el nivel de expresión de los genes de SEQ ID NO: 1-24 también se midieron.

La Figura 7 muestra una diferencia entre la expresión en el momento del diagnóstico y tras doce meses. Después de 
doce meses, el oxidograma muestra que el paciente ha sido capaz de evolucionar de RCMD hacia RAEB, aunque45
en el análisis histológico no hay diferencias.
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Ejemplo 9: Medición in vitro de efecto antitumoral de un agente desmetilante

Se buscan activamente nuevos agentes terapéuticos con el fin de tratar la AML. Estos compuestos son caros debido 
a las búsquedas extensas, y desafortunadamente no son eficaces universalmente en todas las muestras de AML.

Una media del 30 % de los subtipos de AML es sensible a los nuevos fármacos terapéuticos, y se podrían utilizar 
eficazmente en pacientes, con el fin de disminuir la progresión leucémica.5

Sin embargo, no se puede obtener una respuesta positiva o negativa in vivo a un fármaco antes de 6 a 9 meses del 
inicio del tratamiento.

El oxidograma de acuerdo con la invención se puede utilizar para evaluar, in vitro, si el fármaco será eficaz en la 
muestra leucémica, estudiando la modulación del nivel de expresión de los genes de SEQ ID NO: 1-24.

La Figura 8 muestra un ejemplo de una muestra de AML tratada con el agente desmetilante azacitidina. Esta figura 10
demuestra que, en esta muestra específica, el tratamiento modifica el nivel de expresión de los genes, y podrían ser 
eficaz in vivo para el paciente.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento in vitro para el diagnóstico, de una leucemia mieloide aguda o un trastorno mielodisplásico, 
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biológica de un sujeto, preferentemente de las células 
sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, el nivel de expresión de al menos 6 genes que 5
pertenecen a un grupo de genes escogidos de entre un grupo de 24 genes, comprendiendo o estando constituido 
dicho grupo de 24 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24, comprendiendo o estando 
constituidos dichos 6 genes por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6,
b) comparar el nivel de expresión de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresión de 
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de células 10
sanguíneas o células de médula ósea que contiene la muestra, siendo dicha muestra de control de la misma 
naturaleza que dicha muestra biológica, para establecer una relación de nivel de expresión para cada uno de los 
genes de dichos 6 genes, y
c) determinar el estado de dicha muestra biológica de manera que si la relación establecida en la etapa b) para al 
menos 3 genes de entre dichos 6 genes es ≥ 2 o ≤ 0,5, dicha muestra biológica es representativa de una leucemia 15
mieloide aguda o un trastorno mielodisplásico.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que si la relación establecida en la etapa b) es 

- ≤ 0,3 para el gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico de SEQ ID NO: 1, y
- ≥ 3 para los genes que comprenden o están constituidos por las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 
y 3,20

entonces, dicha muestra biológica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicación 1, en el que la etapa c) es de tal manera que si la relación 
establecida en la etapa b) para al menos 3 genes de entre dichos 6 genes es ≥ 2 o ≤ 0,5,
a condición de que

- la relación entre el nivel de expresión del gen que comprende o está constituido por la secuencia de ácido nucleico 25
de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biológica y medida en dicha muestra de control, no es ≤ 0,3, o
- las relaciones entre el nivel de expresión de cada uno de los genes que comprenden o están constituidos por 
las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medido en dicha muestra biológica y medido en dicha 
muestra de control, no es ≥ 3,

entonces dicha muestra biológica es representativa de un trastorno mielodisplásico, en particular una mielodisplasia 30
escogida de entre anemia refractaria, citopenia refractaria o anemia refractaria con exceso de blastos, síndrome 5q.

4. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el nivel de expresión de los 
genes se mide por un procedimiento cuantitativo, en particular RT-qPCR.

5. El procedimiento de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la medición del nivel de 
expresión de al menos dichos 6 genes en la etapa a) se lleva a cabo utilizando al menos las moléculas de 35
nucleótidos de SEQ ID NO: 25-36.

6. Una composición que comprende al menos 12 oligonucleótidos escogidos de entre una biblioteca de 48 
oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, 
comprendiendo dicha composición al menos los 12 oligonucleótidos que comprenden o consisten en las secuencias 
de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.40

7. La composición de acuerdo con la reivindicación 6, para su uso en el diagnóstico, y/o la clasificación, 
preferentemente in vitro, de una leucemia mieloide aguda o un trastorno mielodisplásico.

8. Un kit que comprende al menos 12 oligonucleótidos escogidos de entre un grupo de 48 oligonucleótidos que 
comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, dichos al menos 12 
oligonucleótidos comprenden o consisten en las secuencias de ácido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.45
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