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DESCRIPCION
Procedimiento de diagndstico de trastornos hematoldgicos
La presente invencion se refiere a un procedimiento para diagnosticar trastornos hematolégicos en un paciente.

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

Un sistema de clasificacion ideal deberia ser preciso, facil de utilizar y deberia tener especialmente significacion
biolégica y clinica (Chan WC y col., Croat Med J. 2005; 46:349-59). Los sistemas de diagndstico actuales y la
clasificacion de neoplasias hematoldgicas se basan en el reconocimiento de las caracteristicas histolégicas y
morfolégicas, inmunofenotipicas y citogenéticas y el estudio de un marcador molecular con valor prondstico. Sin
embargo, en algunas de las categorias diagndsticas definidas de esta manera, se observaba lo siguiente:

— Un marcador de respuesta heterogénea a la terapia: con la misma enfermedad, los pacientes que consiguen la
remisiéon completa, o remisién 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 toxica. La capacidad para determinar que pacientes responderian a una terapia convencional
antes de administrarla puede ser beneficiosa para ser capaz de aplicar el tratamiento mas eficaz para cada paciente.

— Un comportamiento clinico variable: en esa categoria 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 rapidamente necesitando terapia agresiva.

Estas variaciones apuntan a la existencia de heterogeneidad molecular de las categorias diagndsticas, diferencias
que los procedimientos convencionales no son capaces de determinar y por lo tanto, la busqueda de nuevas formas
de analisis que proporcionen una mayor resolucion en la caracterizacion de este tipo de neoplasias.

En esta linea, el uso de matrices de expresion ha demostrado ser eficaz no solo para descifrar la diversidad
biolégica y clinica que se encuentra en muchos tumores, sino para el entendimiento de los procesos biologicos y
patolégicos que afecta muchos sintomas y, en particular, el sistema hematopoyético. Las matrices de expresion son
matrices ordenadas de secuencias asociadas con un soporte soélido, complementarias al ARNm o su ADNc o ARNc
correspondiente, que permite el analisis de la expresion diferencial de cientos o miles de genes simultaneamente.
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 utilizaciéon se esta volviendo cada vez mas frecuente para el diagnostico de distintas enfermedades o para la
evolucion de la evaluacién de la susceptibilidad de padecerlas.

En 1999, el grupo Golub publicé uno de los primeros articulos que hacian referencia al papel de las matrices en la
clasificacion de neoplasias hematoldgicas (Golub TR y col., Science. 1999; 286:531-7). Se utilizd6 una matriz con
6817 genes representados para el estudio de los perfiles de expresion en leucemia mieloide aguda (AML) y
leucemia linfoide aguda (ALL). Se selecciond 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 categorias
correctas. El estudio de la expresion de estos 50 genes es suficiente para la clasificacion de una muestra de AML o
ALL. A pesar del hecho de que la distincion entre AML y ALL esta bien establecida con los procedimientos
diagndsticos actuales, el estudio revelaba la existencia de patrones de expresion especificos asociados con cada
tipo de leucemia aguda y probaban su uso.

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

La solicitud de patente europea EP1947194 ha propuesto el uso de oligonucleotidos especificos para diagnosticar
enfermedades leucémicas linfoides crénicas (CLL).

El articulo de Mills y col. (Blood. 2009; vol. 114; 5:1063-1072) desvela que los clasificadores basados en
micromatrices y los modelos de prondstico identifican subgrupos con resultados clinicos distintos y alto riesgo de
transformacion en AML de sindromes mielodisplasicos.

La solicitud internacional WO 2005/080601 desvela procedimientos de analisis genéticos para la clasificacion,
diagndstico y pronodstico de leucemia mieloide aguda (AML). Esta solicitud proporciona un procedimiento para
diferenciar subtipos de AM, pero no proporciona procedimientos para la discriminacién entre estados preleucémicos
y leucémicos.
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La solicitud internacional WO 2006/125195 desvela un grupo de 24 genes cuya expresion permite clasificar una
muestra como sindrome mielodisplasico (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 cancer.

El estrés oxidativo se define en general como un equilibrio entre la generacion de especies de oxigeno reactivas
(ROS) y los sistemas de defensa antioxidante disfuncionales. Se sabe hace mucho que esta implicado en la
patofisiologia del cancer.

El alto nivel de ROS que se produce bien enddgeno o exdgenamente puede atacar lipidos, proteinas y acidos
nucleicos simultaneamente en las células vivas. Esta da lugar al desarrollo en las células de distintos mecanismos
de defensa antioxidante tanto para evitar la formacion excesiva de ROS como para limitar sus efectos perjudiciales.
El equilibrio redox apropiado se mantiene por medio de la accion combinada de enzimas antioxidantes.

Los sindromes mielodisplasicos y la leucemia aguda se caracteriza por una hematopoyesis patoldgica. Las ROS
tiene ciertamente un importante papel en la hematopoyesis humana. Por ejemplo, esta bien establecido en modelos
murinos que la activacion de MAPK p38 inducida por ROS es crucial en la hematopoyesis y se necesita el aumento
de niveles de ROS para desencadenar que las células madre hematopoyéticas (HSC) salgan de la quiescencia y se
dirijan a la maduracion y diferenciacion. Ademas, un nivel alto de ROS induce una perturbacién en la actividad de
auto-renovacion de HSC. Ahora esta bien establecido que la progresion de células normales a transformacion
neoplasica es el resultado de la acumulacion de mutaciones en genes que controlan la proliferacion celular,
supervivencia, y diferenciacion. Aproximadamente, el 30 % de los casos de sindromes mielodisplasicos progresan a
leucemia aguda. Las evidencias indirectas sugieren un papel de dafio oxidante del ADN en la patogénesis de la
mielodisplasia. Ademas, la cuantificacion por citometria de flujo de la ROS en las células de pacientes
mielodisplasicos y leucémicos revela un aumento en el nivel de ROS en todos los casos.

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

La hipétesis de célula madre cancerosa (CSC) sugiere que un subgrupo de células de un tumor tiene la capacidad
de recapitular la generacion 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
representan la mayoria del clon leucémico, pero fallan al trasplantarse. El primer trabajo en L-HSC se ha extendido
actualmente a una lista de tumores que se esta expandiendo rapidamente (Bomken S, Br. J. Cancer. 2010; 103:439-
45). Debido a que parecen ser resistentes a los farmacos que se utilizan normalmente para tratar la leucemia en
seres humanos, las L-HCS pueden ser responsables de recaidas en algunos pacientes (Ishikawa F, Nat. Biotechnol.
2007; 25:1315-21). Los genes que son funcionalmente significativos para la expansion de L-HSC pueden por lo tanto
representar en ultimo término dianas terapéuticas. Esto da lugar a la posibilidad de que otros sistemas de busqueda
de ROS tengan importancia reguladora en otras células madre cancerosas. Ademas, un bajo nivel de ROS en CSC
de mama se ha comunicado recientemente, en las que se asociaba con un aumento de expresion de los genes de
biosintesis de glutation (Diehn M, Nature. 2009; 458:780-3).

Por lo tanto, un objetivo de la invencion es proporcionar un nuevo procedimiento para diagnosticar el cancer.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un rapido procedimiento eficaz para clasificar muestras patoldgicas,
que no se pueden clasificar por otros procedimientos.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar un kit para la implementacién de los procedimientos anteriores.

Otro objetivo de la invencién es proporcionar una composicion que permita la implementacion del procedimiento
anterior.

La invencion se ilustra por un procedimiento para el diagnéstico, y/o la clasificacion, preferentemente in vitro, de un
trastorno hematologico, en particular un trastorno hematolégico mieloide o linfoide, preferentemente un trastorno
hematolégico mieloide.

Dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biolégica de un sujeto, preferentemente a partir de
células sanguineas o células de médula 6sea que contiene la muestra, el nivel de expresién 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 estan constituido por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 1 a 24,

en el que dicho sujeto es sospechoso de padecer un trastorno hematolégico, en particular un trastorno
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hematolégico mieloide y/o linfoide, preferentemente un trastorno hematoldgico mieloide,

perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o estan constituidos por las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1 a6,

b) comparar el nivel de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control preferentemente a partir de
células sanguineas o células de médula ésea, siendo dicha muestra de control de la misma naturaleza que dicha
muestra bioldgica, para establecer una relacion de nivel de expresion genética de cada gen de dicho subgrupo, y
c) determinar el estado de dicha muestra bioldgica de manera que si la relacion establecida en la etapa b) para
cada uno de los genes de cualquier combinacion de al menos 3 genes de cada subgrupo es de =2 0 0,5, dicha
muestra bioldgica es representativa de células de un trastorno hematoldgico.

La invencién se refiere a un procedimiento in vitro para el diagnostico, de una leucemia mieloide aguda o un
trastorno mielodisplasico,
comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biolégica de un sujeto, preferentemente a partir de
células sanguineas o células de médula ésea que contiene la muestra, el nivel de expresiéon 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 acido nucleico de SEQ ID
NO: 1 a 24,

comprendiendo o estando constituidos dichos 6 genes por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a
6,

b) comparar el nivel de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control preferentemente a partir de
células sanguineas o células de médula dsea, siendo dicha muestra de control de la misma naturaleza que dicha
muestra bioldgica, para establecer una relacion de nivel de expresion genética de cada gen de dicho subgrupo, y
c) determinar el estado de dicha muestra biolégica de manera que si la relacion establecida en la etapa b) para al
menos 3 genes de dichos 6 genes es 0 22 o0 < 0,5, dicha muestra bioldgica es representativa de células de una
leucemia mieloide o un trastorno mielodisplasico.

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

comparar el nivel de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de los
mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de una muestra de
control que contiene células sanguineas o células de médula 6sea, siendo dicha muestra de control de la misma
naturaleza que dicha muestra biolégica, para establecer una relacion de nivel de expresion genética Ri entre el nivel
de expresion entre cada uno de los genes i medidos en la etapa a) y el nivel de expresion de los mismos genes i
respectivos de las células contenidas en una muestra de control, para cada uno de los genes de dicho subgrupo.

La etapa c) de acuerdo con la invencion consiste en determinar el estado de dicha muestra biolégica de manera que
si la relacion Ri de cada uno de los genes de cualquier combinacion de 3 genes de dicho subgrupo es

-022,
-0<0,5,

dicha muestra bioldgica es representativa de células de un trastorno hematolégico.

La invencion se basa en la observacion inesperada hecha por los inventores de que al menos 6 genes especificos,
es decir, los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleicos SEQ ID NO 1-6, que
pertenecen a un grupo de 24 genes especificos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO 1-24 son suficientes para determinar el estado de un trastorno hematologico.

La invencion se lleva a cabo preferentemente con muestras de pacientes que no se han tratado para un trastorno
hematolégico.

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

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

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

El procedimiento de acuerdo con la invencion 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 acido nucleico contenidas en dicha muestra,
preferentemente moléculas de ARN, de acuerdo con los procedimientos de extraccion conocidos en la técnica,

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

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

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
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 invencion, significa sangre completa, plasma, suero, células mononucleares
de sangre periférica (PBMC)...

De la misma manera, si la muestra del paciente se origina de la médula ésea, la muestra de control se origina de la
médula 6sea de uno o varios individuos sanos.

En la invencidn, la muestra biolégica el paciente, de quien se utiliza la muestra bioldgica, es sospechosa de padecer
un trastorno hematoldgico, en particular un trastorno hematoldégico mieloide y/o linfoide, preferentemente un
trastorno hematoldgico mieloide.

Esto significa que el estado patoldgico del paciente es:

- o bien no determinado (el patélogo no sabe si dicho paciente padece un trastorno hematologico),
- o determinado (el patélogo sabe que el paciente padece un trastorno hematolégico).

Esto también significa que el estado patoldgico del paciente:

- se determind primero (el patdlogo identifica si el paciente padece un trastorno hematoldgico o no),
-y si el paciente padece un trastorno hematoldgico, se clasifica dicho trastorno hematolégico.

Si el estado patologico es indeterminado, entonces el patélogo mide los niveles de expresién de los genes que
consisten en SEQ ID NO: 1-6 en una muestra bioldgica de dicho paciente y compara dichos niveles de expresion
con los niveles de expresion 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
donantes sanos que se utilizan como una muestra de control o referencia) con el fin de establecer las relaciones R,
y para determinar si el paciente padece un trastorno hematolégico o no.

Si el estado patologico es determinado (por ejemplo por estudios citoldgicos), el patdlogo mide los niveles de
expresion de los genes que consisten en SEQ ID NO: 1-6 en una muestra bioldgica de dicho paciente, y compara
dichos niveles de expresion con los niveles de expresion 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 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 hematoldgico de acuerdo con la invencion.

El procedimiento de acuerdo con la invencién proporciona un procedimiento eficaz, rapido y facil de utilizar para
evaluar el estado de una muestra que se identifica como, o se sospecha que es, una muestra correspondiente a un
trastorno hematologico, en particular un trastorno mieloide.

Si la relacion entre el nivel de expresion 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 expresion de los mismos al menos 3 genes de
una muestra de control es =2 2 o < 0,5, luego la muestra del paciente se consideraria como que presenta
caracteristicas de una muestra que se corresponde con un trastorno hematolégico.

Anteriormente, y de aqui en adelante, la relacién se define de la siguiente manera:

Ri = [Cantidad (nivel de expresion) de un gen i de SEQ ID NO: i en la muestra del paciente] / [cantidad (nivel de
expresion) 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 relacion como se define anteriormente, respecto al gen de SEQ ID NO: 3, y por lo tanto,
Ri representa la relacion 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 invencion, “la relacién R; de cada gen de cualquier combinacion de al menos 3 genes de los 6 genes de dicho
subgrupo es = 2 o < 0,5” significa que la relacién R; de cada gen de cualquier combinacién de 3,04 0 5 0 6 genes es
220<0,5.

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

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

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

SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4,
SEQIDNO: 1+ SEQIDNO: 2+ SEQID NO: 3+ SEQ ID NO: 5
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 1+ SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 2 + SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 2+ SEQ ID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO:
SEQID NO: 3+ SEQID NO: 4 + SEQ ID NO: 5 + SEQ ID NO: 6.

[QNeNONe NN NN NE) NoNe) N ep)
<

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

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

Finalmente, la combinacion 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 invencion, una muestra de un paciente en el que la relaciéon Ri de cada gen perteneciente a
cualquier combinacion de al menos 3 genes del subgrupo de 6 genes es = 2 o < 0,5 se considerard una muestra
correspondiente a un trastorno hematoldgico.

Por ejemplo, si se estudia la combinacién 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=2yR222yR322 0

R1<05yR222yR322, 0
R122yR2<05yR322, 0
R122yR222yR3<0,5,0
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R1<05yR2<0,5yR322,0
R1<05yR222yR3<0,5,0
R122yR2<05yR3<0,5,0
R1<05yR2<0,5yR3<0,5,

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

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

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

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

15 Por lo tanto, si las respectivas relaciones R1, R2, R3 y R4 son las siguientes:
- para la combinacién 1:

R1=2yR222yR322 0
R1<05yR222yR322,0
R122yR2<05yR322,0
20 R122yR222yR3<0,5,0
R1<05yR2<05yR322 0
R1205yR222yR3<0,5,0
R122yR2<05yR3<0,5,0
R1<05yR2<0,5yR3<0,5,

25 - para la combinacién 2

R1=2yR322yR422 0
R1<05yR322yR4>2 0
R122yR3<05yR422,0
R122yR322yR4<0,5,0
30 R1<05yR3<05yR4=2 0
R1<05yR322yR420,5,0
R122yR3<05yR4<0,5,0
R1<05yR3<0,5yR4<0,5,

- para la combinacion 3,

35 R1=2yR222yR422 0
R1<05yR222yR4>2, 0
R122yR2<05yR422, 0
R122yR222yR4<0,5,0
R1<05yR2<05yR4=2 0

40 R1<05yR222yR4<0,5,0
R122yR2<05yR4<0,5,0
R1<05yR2<0,5yR4<0,5,

- para la combinacién 4

R2=2yR3=2yR422 0

45 R2<05yR322yR4>2, 0
R222yR3<05yR422,0
R222yR322yR4<0,5,0
R2<05yR3<05yR4=2 0
R2<05yR322yR4<0,5,0

50 R222yR3<05yR4<0,5,0
R2<05yR3<0,5yR4<0,5,

entonces la muestra del paciente en el que se calcularon las relaciones se considerara como una muestra
correspondiente a un trastorno hematoloégico.
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En la invencion, los genes para los que se mide el nivel de expresion se representan por las moléculas de ARN que
se obtienen por la transcripcion de dichos genes. El proceso de transcripcion se conoce bien en la técnica.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que el nivel de
expresion de los genes anteriores se mie por determinacion de la cantidad de moléculas de ARN que son los
productos de la transcripcion de dichos genes, es decir, que son los productos de la expresion de dichos genes.

Algunos genes de la invencién 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 adicién, eliminacion y/o la
modificacion de una o mas partes de la secuencia de acido nucleico contenida en el gen en la molécula de ARN
resultante. El experto conoce los mecanismos del corte y empalme alternativo.

Por lo tanto, algunos genes de acuerdo con la invencién pueden expresar mas 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 5, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 73 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico de SEQ
ID NO: 74.

El gen SOD2 es capaz de expresar 3 variantes diferentes: la primera variante comprende o consiste en la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 7, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico de
SEQ ID NO: 75 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de acido 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
de acido nucleico de SEQ ID NO: 8, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 77, una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO:
78 y una cuarta variante que comprende o consiste en la secuencia de acido 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 9 y una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de
acido 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 11, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 81 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 82.

El gen GPX4 es capaz de expresar 2 variantes diferentes: la primera variante que comprende o consiste en la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 14, y una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de
acido 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 16, una segunda variante que comprende o consiste en la secuencia de
acido nucleico de SEQ ID NO: 84 y una tercera variante que comprende o consiste en la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 85.

Por lo tanto, de acuerdo con la invencion, la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por variante que comprende o consiste por SEQ ID NO: 5, se puede evaluar por la medida del nivel de expresion del
gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 73 o SEQ ID NO: 74.

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

Ademas, la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 8, se puede
evaluar por la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 77, SEQ ID
NO: 78 0 SEQ ID NO: 79.

Ademas, la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 9 se puede
evaluar por la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 80.

Ademas, la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 11 se puede
evaluar por la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 81 o SEQ ID
NO: 82.

Ademas, la medida del nivel de expresiéon del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 14, se puede
evaluar por la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 83.

8
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Ademas, la medida del nivel de expresiéon del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 16, se puede
evaluar por la medida del nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por SEQ ID NO: 84 o SEQ ID
NO: 85.

Por lo tanto como se ha desvelado anteriormente y a continuacion en la invencion, los genes que comprenden o estan
constituidos por las siguientes secuencias: SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO:
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 invencion se representan en la siguiente tabla 1:

Tabla 1
Nombre del gen SEQID

GPX3 SEQ ID NO: 1
GPX1(1) SEQ ID NO: 2
GLRX2(2) SEQID NO: 3
CAT SEQ ID NO: 4
SEQID NO: 5

PRDX(1-2-3) | SEQID NO: 73
SEQID NO: 74

PRDX5(2) SEQID NO: 6
SEQID NO: 7
SOD2(1-2-3) | SEQIDNO: 75
SEQID NO: 76

SEQID NO: 8

GSR (1-2-34) SEQID NO: 77
SEQID NO: 78

SEQID NO: 79

GLRX(12) SEQID NO: 9
SEQ ID NO: 80

PRDX2(1) SEQ ID NO: 10
SEQ ID NO: 11

PRDX5(1-3) | SEQ ID NO: 81
SEQ ID NO: 82
SOD1 SEQ ID NO: 12
TXN SEQID NO: 13
SEQID NO: 14

RO T seqDNo 83
GPX7 SEQ ID NO: 15
SEQID NO: 16

GPX4(1-2-3) | SEQID NO: 84
SEQID NO: 85
TXN2 SEQ ID NO: 17
PRDX4 SEQ ID NO: 18
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(continuacion)

Nombre del gen SEQID
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 invencion.

De acuerdo con la invencidn, los trastornos hematoldgicos corresponden con trastornos que afectan primariamente a la
sangre. En particular, los trastornos hematoldgicos de acuerdo con la invencién engloban todas las citopenias (anemia:
disminucion del recuento de glébulos rojos o hemoglobina, trombocitopenias: disminucion del recuento de plaquetas, y
leucopenias: disminucién del recuento de leucocitos) cualquiera que sea el mecanismo tales como hemoglobinopatias y
sindrome mielodisplasico, trastornos mieloproliferativos (aumento del nimero de células mieloides o mielofibrosis, que
incluye la leucemia mieloide cronica, policitemia vera, trombocitemia esencial, mielofibrosis idiopatica), trastornos
linfoproliferativos (aumento del nimero de células linfoides, que incluye leucemia linfocitica cronica, linfomas, mielomas,
plasmacitoma), leucemias agudas y coagulopatias (trastornos hemorragicos y de coagulacion).

En una realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que si
la relacion establecida en la etapa b) es

- =£0,3, para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,y
- 23,0, para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:
2y3,

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

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

- larelacion R1 es = 0,3, para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de
SEQID NO: 1,y

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

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

En una realizacion de la invencion, cuando la relacion R1 es < 0,3 y las relaciones R2 y R3 son ambas = 3, la
muestra originada a partir del paciente es representativa de una leucemia mieloide aguda (AML). Dichos 3 criterios
son acumulativos.

La AML es la proliferacion clonica de células inmaduras de origen mieloide. Estas aparecen de novo o
secundariamente en pacientes con sindrome mielodisplasico (MDS). La clasificacion preparada por el grupo
Francés-Americano-Britanico (FAB) considera ocho variedades (M0-M7) basandose en los criterios morfologicos y
en el inmunofenotipo de las células neoplasicas (Bennett JM, y col., 1976).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifica la AML incorporando datos morfolégicos, inmunofenotipicos,
genéticos y clinicos para ser capaces de definir entidades bioldégicas homogéneas y con relevancia clinica. Por lo
tanto, la AML se clasifica en cuatro grandes categorias:

1.- AML con anormalidades genéticas recurrentes,
2.- AML con displasia multilinaje,

3.- AML relacionada con el tratamiento y

4.- AML no clasificable.

Antes de la invencion, el analisis citogenético representaba el factor prondstico mas poderoso. Se utiliza para
identificar los subgrupos de AML con diferentes prondsticos: bajo riesgo con respuesta favorable al tratamiento (t (8;
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
mas 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 invencion se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que si la relacion
establecida en la etapa b) es

- £0,3, para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,y
- 23,0, para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:
2y 3,

y ademas en el que la relacion R10 entre el nivel de expresion 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 bioldgica es representativa de una leucemia mieloide aguda.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento que se define anteriormente, en el que la etapa c) es
de manera que si la relacion establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cada combinacion de al
menos 3 genes de dicho subgrupo es =2 0<0,5,

a condicion de que

- la relacion entre el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biolégica y medida en dicha muestra de control, no es < 0,3, o

- las relaciones entre el nivel de expresiéon de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra biolégica y medidas en dicha
muestra de control, no es = 3,

entonces dicha muestra biolégica es representativa de un trastorno mielodisplasico, 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), sindrome de 5q y
mielodisplasia inclasificable.

En otras palabras, en otra realizacién ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento que se define
anteriormente, en el que

si la relacion establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinacion de al menos 3 genes a
partir de dicho subgrupoes =2 0<0,5,

a condicion de que la combinacion de al menos 3 genes que se corresponden con los genes que comprenden o
estan constituidos por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,2y 3, en la que

- larelacion R1 es < 0,3, para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ
IDNO: 1,y

- las relaciones R1 son = 3,0, para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 2y 3,

esta combinacion se excluye

entonces dicha muestra biolégica es representativa de un trastorno mielodisplasico, 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 sindrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que la etapa c)
es de manera que si la relacion establecida en la etapa b) para al menos 3 genes de dichos 6 geneses 22 0<0,5, a
condicién de que

- la relacion entre el nivel de expresion de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por la
secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra bioldgica y medida en dicha muestra de
control,noes <0,3, 0

- las relaciones entre el nivel de expresion de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra bioldgica y medida en dicha muestra
de control, no es = 3,

entonces dicha muestra biolégica es representativa de un trastorno mielodisplasico, en particular mielodisplasia
escogida de entre anemia refractaria, citopenia refractaria, o anemia refractaria con exceso de blastos, sindrome 5q.

De acuerdo con la invencion, si la relacion de al menos 3 genes que pertenecen al subgrupo constituido por los
genes que comprenden o estan constituidos por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1-6 es 22 0 £ 0,5,
excluyendo la combinacion particular de SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2 y SEQ ID NO: 2 en la que la relacién 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 biolégica es
representativa de un trastorno mielodisplasico, 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 sindrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

De acuerdo con la invencion, los trastornos mielodisplasicos se definen como preleucemia, y se corresponden con
una coleccién diversa de afecciones hematoldgicas unidas por la produccion ineficaz (o displasia) de células
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sanguineas mieloides y el riesgo de transformacion en leucemia mielégena aguda (AML).

La clasificacion Francesa-Americana-Britanica (FAB) ha subdividido los trastornos mielodisplasicos de la siguiente

manera:

Anemia refractaria (RA), caracterizada por menos de un 5 % de células sanguineas primitivas (mieloblastos) en
la médula 6sea y con anormalidades patoldgicas vistas primariamente en precursores de glébulos rojos,

Anemia refractaria con sideroblastos anulares (RARS), también caracterizada por menos de un 5 % de
mieloblastos en la médula 6sea, pero que se distingue por la presencia de un 15 % o mas de precursores de
gldbulos 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 transformacion (RAEB-T), caracterizada por un 21-30 % de
mieloblastos en la médula (> 30 % de blastos se define como leucemia mieloide aguda), y

Leucemia mielomonocitica crénica (CMML), no se tiene que confundir con la leucemia mielégena croénica o
CML, caracterizada por menos de un 20 % de mieloblastos en la médula ésea y mas de 1000 x 10%ul de
monocitos (un tipo de glébulos blancos sanguineos) circulantes de la sangre periférica.

Mas recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) ha clasificado los sindromes displasicos de la

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 mielodisplasico/mieloproliferativo y
habitualmente tiene una mutacion JAK2 (janus cinasa) — Nueva clasificacion 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 patoldgicos no restringidos a glébulos rojos (es decir, displasia
de precursores importantes de globulos blancos y de precursores de plaquetas
(megacariocitos).

Anemia refractaria con
exceso de blastos
(RAEB)

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

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

La categoria RAEB-T se elimind; dichos pacientes se consideran ahora como que
tienen leucemia aguda. El sindrome 5q que se ve tipicamente en mujeres ancianas
con recuentos de plaquetas normales o altos y eliminaciones aisladas del brazo largo
del cromosoma 5 en células de médula 6sea se afiadio a la clasificacion.

Leucemia
mielomonocitica crénica
(CMML)

La CMML se retir6 de los sindromes mielodisplasicos y se puso en una nueva
categoria de sindromes solapados mielodisplasicos-mieloproliferativos.

Sindrome 5q

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

Citopenia refractaria de la infancia (displasia en la infancia) — Nueva clasificacion de la
OMS 2008

El sindrome de eliminacion del cromosoma 5g (monosomia del cromosoma 5q, sindrome 5q) es un trastorno raro
causado por la pérdida de parte del brazo largo (brazo q) del cromosoma 5 humano.

El sindrome 5q se caracteriza por anemia macrocitica y a menudo trombocitosis, eritroblastopenia, hiperplasia
megacariocitica con hipolobulacidon nuclear y una eliminacion intersticial aislada del cromosoma 5q. El sindrome 5q
se encuentra predominantemente en mujeres de edad avanzada.
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En otra realizacion mas, la invencion 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 acido nucleico
de SEQID NO: 1a 10, y la etapa c) es de tal manera que

si la relacion establecida en la etapa b) para cada uno de los genes en cualquier combinacion de 3 genes de
dicho subgrupoes =2 0<0,5,

a condicion de que

- la relacion entre el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra bioldgica y medida en dicha muestra de control, no es < 0,3,
o]

- las relaciones entre el nivel de expresion de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidas en dicha muestra biolégica y medida en dicha
muestra de control, no es = 3

y ademas

- silarelacion establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo
es = 2, y la relacion establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho
subgrupo es < 0,5,

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

En otras palabras, en otra realizacion ventajosa mas, la invencion se refiere a un procedimiento definido
anteriormente, en el que

dicho grupo comprende 10 genes, comprendiendo o estando constituidos dichos 10 genes secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que

- si la relacion establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinacién de 3 genes de
dicho subgrupoes =2 0<0,5,

a condicion de que si la combinacién de al menos 3 genes que corresponden a los genes que comprenden o estan
constituidos por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2y 3, en la que

- larelacion R1 es < 0,3 para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ
IDNO: 1,y

- las relaciones R1 son = 3,0, para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 2y 3,

esta combinacion se excluye,
y ademas

- silarelacion establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo
es = 2, y la relacion establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho
subgrupo es < 0,5,

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

En esta realizacion ventajosa de la invencion, los genes pertenecientes al grupo (es decir, los genes que
comprenden o estan constituidos por SEQ ID NO: 1 a 10) son utiles para discriminar los trastornos mielodisplasicos.

Mas precisamente, los genes que pertenecen al grupo pero no pertenecen al subgrupo (es decir, los genes que
comprenden o estan constituidos por SEQ ID NO: 7 a 10 — D en la Figura 2) son utiles para discriminar los trastornos
mielodisplasicos.

Entonces, si midiendo el nivel de expresion de los genes de SEQ ID NO: 1-6, la muestra bioldgica se considera que
es representativa de un trastornos mielodisplasico, es posible de acuerdo con la invencién separar la anemia
refractaria con exceso de blastos y un sindrome 5q de otras patologias, cuando la relacion de la expresion de al
menos un gen del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7 a 10 es = 2 y cuando la relacion de la expresiéon de al menos
un gen del grupo que consiste en SEQ ID NO: 7a 10 es £0,5.

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

- si la relaciéon establecida en la etapa g) para cada los genes de cualquier combinacion de 3 genes de dicho

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2614978 T3

subgrupoes=20<0,5,
a condicion de que

- la relacion entre el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra bioldgica y medida en dicha muestra de control, no es < 0,3,
o]

- las relaciones entre el nivel de expresion de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medidos en dicha muestra biolégica y medida en dicha
muestra de control, no es = 3,

- silarelacion establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es
2 2y la relacioén establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo
es <0,5,

y ademas
si la relacion establecida en la etapa b) para al menos 4 genes del grupo de 24 genes que no pertenecen a dicho
grupo es 2 3, entonces la muestra bioldgica es representativa de una anemia refractaria con exceso de blastos.

En otras palabras, otra realizacion ventajosa de la invencion 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
acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 10, y la etapa c) es de tal manera que

- si la relacién establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinaciéon de 3 genes de
dicho subgrupoes=20<0,5,

a condicion de que la combinacion de al menos 3 genes se corresponda con los genes que comprenden o estan
constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1, 2y 3, en la que

- larelacién Ri es < 0,3 para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ
IDNO: 1,y

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

esta combinacion se excluye,
y

- silarelacion establecida en la etapa b) para al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo
es = 2, y la relacion establecida en la etapa b) de al menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho
subgrupo es < 0,5,

y ademas

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

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

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

Con mas precision, los genes que pertenecen al grupo pero no pertenecen al grupo (es decir los genes que
comprenden o estan constituidos por SEQ ID NO: 11 a 24 — E en la Figura 2) son utiles para la discriminacion entre
anemia refractaria con exceso de blastos y un sindrome 5q.

La invencion también se refiere a un procedimiento para el diagnéstico, y/o clasificacion, preferentemente in vitro, de
un trastorno hematoldgico, en particular un trastorno hematoldégico mieloide y/o linfoide, preferentemente un
trastorno hematolégico mieloide, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de:

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra biolégica de un sujeto, preferentemente de células
sanguineas o células de médula ésea que contiene la muestra, el nivel de expresion 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 acido nucleico de SEQ ID
NO: 1 a 24, perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o esta constituido por las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.
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b) comparar el nivel de expresiéon de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de una muestra
de control que contiene células sanguineas o células de médula 6sea, siendo dicha muestra de control de la
misma naturaleza que dicha muestra bioldgica, para establecer la relacion de nivel de expresion Ri entre el nivel
de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a) y el nivel de expresion de los mismos genes
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 biolégica de manera que si la relacion Ri para cada uno de los genes
de cualquier combinacion de 3 genes de entre dicho subgrupo es

-022,
-0<0,5,

dicha muestra bioldgica es representativa de células de un trastorno hematologico.

Una realizacion ventajosa de la invencion se refiere a un procedimiento que se ha definido anteriormente, en el que
Si

- larelacion R; es < 0,3 para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO: 1,y

- las relaciones R; son = 3,0, para los genes que comprenden o estan constituidos por secuencias de acido nucleico de
SEQID NO: 2y 3,

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

En esta realizacion ventajosa del procedimiento de acuerdo con la invencion, en la etapa c) cuando la relacion Ri del
nivel de expresion de los genes GPX3 (SEQ ID NO: 1) 0,3, la relacién del nivel de expresion de los genes GPX1(1)
(SEQ ID NO: 2) ES = 3y la relacion del nivel de expresion de los genes GLRX2(2) (SEQ ID NO: 3) es = 3,0, entonces la
muestra bioldgica es representativa de una leucemia mieloide aguda (AML).

En oftra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento que se define anteriormente, en el que la etapa c) es
de tal manera que

si la relacion Ri establecida en la etapa b) para cada uno de los genes de cualquier combinacion de al menos 3 genes de
dicho subgrupoes =22 0<0,5,

a condicionde que si la combinacion de los 3 genes se corresponde con los genes que comprenden o estan
constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,2y 3, en las que

- larelacion R; es < 0,3 para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID
NO: 1,y

- las relaciones R; son = 3 para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de
SEQID NO: 2y 3,

dicha combinacion se excluye

entonces dicha muestra bioldgica es representativa de un trastorno mielodisplasico, en particular 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 sindrome 5q y mielodisplasia inclasificable.

En ofras palabras, cuando la relacién Ri establecida en la etapa c) del nivel de expresion de cada gen o cualquier
combinacion de al menos 3 genes escogidos de entre los genes que comprenden o estan constituidos por SEQ ID NO: 1-6
es 22 0< 0,5, y dicha combinacion no se corresponde con la combinacion que define una muestra biolégica como
representativa de una AML, entonces dicha muestra es representativa de un trastorno mielodisplasicos o sindrome
5q.

Otra realizacion ventajosa de la invencion 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 acido nucleico
de SEQ ID NO: 1 to 10,

y ademas, en la etapa c)

si la relacion Ri de los genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo esta comprendida entre 0,3 a 2,
siendo excluidos los extremos del intervalo

entonces dicha muestra biolégica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares o una
citopenia refractaria con displasia multilinaje.

En la invencion “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 estan constituidos por las secuencias de acido nucleico
de SEQ ID NO: 1-6 y el grupo consiste en los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de
acido nucleico de SEQ ID NO: 1-10, en consecuencia, los genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo
corresponden a los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:
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7-10.

En la realizacién anterior, si la relacién Ri de cada gen representado por las secuencias de acido 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, esta
comprendida entre 0,3 y 2, estando excluidos 0,3 y 2 del intervalo, dicha muestra bioldgica es representativa de una
anemia refractaria con sideroblastos anulares o una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

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 relacion
respectiva para los genes representados por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10, ademas de la evaluacion de la relacion de los
genes de SEQ ID NO: 1-6, entonces dicha muestra bioldgica 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
representado por el simbolo matematico 10,3; 2[. Este intervalo incluye todos los valores comprendidos entre 0,3 y 2,
pero excluyendo los valores especificos 0,3 y 2.

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

La evaluacion de la relacion del nivel de expresion de los genes representados por SEQ ID NO: 7-10, en un intervalo
especifica, permite discriminar algunos sindromes mielodisplasicos.

Para resumir, si la relacion de cada gen de una combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes
representados por SEQ ID NO: 1, 2,3, 4,5,y 6 es 22 0 < 0,5, excluyendo la combinacién que define leucemia, y la
relacion de cada gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 estd comprendido en el intervalo 10,3; 2[, entonces la
muestra bioldgica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares o una citopenia refractaria
con displasia multilinaje.

En otra realizacién ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definicion que se ha
mencionado anteriormente, en el que ademas, en la etapa c)

- silarelacion 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 biolégica es representativa de anemia refractaria con sideroblastos anulares, y

- silarelacion Ri de al menos un gen que pertenece a dicho grupo de genes que no pertenecen a dicho grupo es =
3,0,

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

En la invencidon “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 estan constituidos por las secuencias de acido nucleico
de SEQ ID NO: 1-6, el grupo consiste en los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 1-10. y el grupo consiste en los genes que comprenden o estan constituidos por las
secuencias de acido 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 estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de
SEQ ID NO: 11-24.

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

Para resumir,

1)

a) si la relacion para cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3,4, 5y 6, es =22 o < 0,5, excluyendo la combinacién que define la
leucemia, y

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

c) la relacion de al menos 1 gen, es decir, los genes 1,02,03,04,05,06,07,08,09,010,011,012,0
13, o 14, representados por SEQ ID NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 es = 30,
entonces dicha muestra biolégica es representativa de una citopenia refractaria con displasia multilinaje, y

a) si la relacién para cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados
por SEQID NO: 1, 2, 3,4,5,y6,es 220<0,5, excluyendo la combinacién que define leucemia, y
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b) la relaciéon de cada gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 esta comprendida en el intervalo ]0,3; 2],
y

c) la relacién de al menos 1 gen, es decirlos genes 1,02,03,04,05,06,07,08,09,010,011,012,0
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 bioldgica es representativa de una anemia refractaria con sideroblastos anulares.

En ofra realizacion, la invencion 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 acidos nucleicos
SEQID NO:1a 10,

y ademas

Si

- larelacion R; de al menos un gen de dicho grupo no pertenece a dicho subgrupo es = 2, o

- larelacion R; de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es <0,3, o

- la relacién Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2 y la relacién Ri de
otro gen que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,3,

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

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

En un primer caso, al menos un gen tiene una relacion = 2, independientemente de la relacion de los otros genes. En
un segundo caso al menos un gen tiene una relacion < 0,3, independientemente de la relacion de los toros genes. En
un tercer caso, ambos al menos un gen tiene una relacibn = 2, y otro gen tiene una relacion < 0,3,
independientemente de la relacion de los otros genes.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que si la
relacion Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2 y la relacién de al menos
otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,5, entonces dicha muestra biolégica es
representativa de anemia refractaria con exceso de blastos o sindrome 5q.

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

Esta situacion particular permite detectar, o identificar, sindromes mielodisplasicos que son representativos de
anemia refractaria con exceso de blastos o de sindrome 5q.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que si la
relacion Ro de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2 y la relacion Ri de al
menos otro gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,5 entonces dicha muestra biologica es
representativa de anemia refractaria con exceso de blastos o sindrome 5q, y ademas

- silas 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 biolégica 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 bioldgica es representativa de un sindrome 5q.

Para resumir,

1)

a) si la relacion para cada uno de los genes de cualquier combinacién de 3 genes escogidos de entre

los 6 genes representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4,5y 6, es > 2 0 < 0,5 excluyendo la combinacion

que define leucemia, y

b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es > 2 y al menos otro gen
representado por SEQID NO:7,8,9y 10es<0,5,y

c) las relaciones de al menos 4 genes, es decir, 4,05,06,07,08,09, 010,011,012, 0 13, 0 14 genes,
representados por SEQ | D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 son > 3,0, entonces la
muestra bioldgica es representativa de anemia refractaria con exceso de blastos, y

a) si la relacion para cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes
representados por SEQ ID NO: 1, 2, 3, 4, 5y 6, es > 2 0o < 0,5, excluyendo la combinacion que define
leucemia, y
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b) la relacién de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es > 2.0, y al menos otro gen
representado por SEQID NO:7,8,9y10es<0,5,y

c) la relacion de al menos 3 genes, es decir, 0, 0 1, 0 2, 0 3 genes, representados por SEQ | D NO: 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 y 24 son > 3,0, entonces dicha muestra biolégica es representativa de un
sindrome 5q.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definicion anterior, en el
que si

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

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

En esta realizacion especifica si la relacion de al menos un gen representado por SEQID NO:7,8,9y10es>2yla
relacion de los otros genes esta incluida en el intervalo [0,5; +<» [, entonces dicha muestra bioldgica es representativa
de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Para resumir:

a) si la relaciéon de cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados
por SEQID NO: 1, 2,3,4,5y6,, es>20<0,5, excluyendo la combinacién que define leucemia, y

b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es > 2 y la relaciéon de otro gen
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es < 0,5, entonces dicha muestra biolégica es representativa de una
citopenia refractaria con displasia multilinaje.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento de acuerdo con la definicion anterior, en el
que ademas si

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

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

En esta realizacion especifica, si la relacion de al menos un gen representado por SEQ IDNO:7,8,9010es<0,5y
la relacion de los otros genes esta incluida en el intervalo ]- «; 2], entonces dicha muestra bioldgica es representativa
de anemia refractaria con sideroblastos anulares, citopenia refractaria con displasia multilinaje, anemia refractaria con
exceso de blastos, sindrome 5q o mielodisplasia sin clasificar.

Para resumir:

a) si la relacion para cada gen de cualquier combinacién de 3 genes escogidos de entre los 6 genes
representados por SEQID NO: 1, 2,3,4,5y6,es 22 0<0,5, excluyendo la combinacién que define leucemia, y
b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7,8, 9y 10 es < 0,5, y la relacion de otro gen
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es = 2, entonces dicha muestra bioldgica es representativa de anemia
refractaria con sideroblastos anulares, citopenia refractaria con displasia multilinaje, anemia refractaria con exceso
de blastos, sindrome 5g o mielodisplasia sin clasificar.

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

- larelacion Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es<0,5y
- larelacion Ri de ningun gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2,

y ademas
Si

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

entonces dicha muestra bioldgica es representativa de mielodisplasia sin clasificar.

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

En ofra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el que,
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en la etapa c) si

- larelacién R; de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es <0,3, y
- larelacion R; de ningun gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2,

y ademas
Si

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

Para resumir:

a) si la relacién de cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes representados
por SEQID NO: 1,2, 3,4,5y6,es=20<0,5, excluyendo la combinacién que define la leucemia, y

b) las relaciones Ri de al menos un gen representado por SEQID NO:7,8,9y10es 22,y

c) las relaciones Ri de al menos un gen representado por SEQ | D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23y24es22,

entonces dicha muestra bioldgica es representativa de sindrome 5q o citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Otra realizacién ventajosa de la invencion se refiere a un procedimiento como se define anteriormente, en el que

si la relacion Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,3 y la relacion Ri de
ningun gen que no pertenece a dicho subgrupo es = 2,

entonces dicha muestra bioldgica es representativa de una mielodisplasia sin clasificar, un sindrome 5q, o de una
citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Para resumir:

a) si la relacion de cada gen de cualquier combinacion de 3 genes escogidos entre los 6 genes representados
por SEQID NO: 1,2, 3,4,5y6,, es>20<0,5, excluyendo la combinaciéon que define la leucemia, y

b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8,9y 10 es £ 0,3, y la relacion de ningun gen
representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9y 10 es = 2, dicha muestra bioldgica es representativa de una mielodisplasia
sin clasificar, de un sindrome 5q o de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Otra realizacion ventajosa de la invencion se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el
que si la relacion Ri de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,3 y la relacion Ri
de ninguin gen que no pertenece a dicho subgrupo es = 2,

y ademas

si las relaciones Ri de al menos dos genes de dicho grupo que no pertenecen a dicho subgrupo son < 0,3 y la relacion
Ri de ningun gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es = 2, entonces dicha muestra bioldgica es
representativa de un sindrome 5q o de citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Para resumir:

a) si la relacion de cada uno de los genes de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entre los 6 genes
representados por SEQ IDNO: 1, 2, 3,4,5y6,es 22 0<0,5, excluyendo la combinacién que define la leucemia,
y

b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8,9y 10 es < 0,3, la relacion de al menos otro
gen representado por SEQ ID NO: 7, 8, 9 y 10 es = 2, dicha muestra biolégica es representativa de un sindrome
5q o de una citopenia refractaria con displasia multilinaje.

Otra realizacion ventajosa de la invencion se refiere a un procedimiento como se ha definido anteriormente, en el
que

si la relacion R; de al menos un gen de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo es < 0,3 y la relacion R; de
ningun gen que no pertenece a dicho subgrupo es = 2,

y

si las relaciones Ri de al menos dos genes de dicho grupo que no pertenece a dicho subgrupo son < 0,3 y la relacién
Ri de ninguin gen de dicho grupo que pertenece a dicho subgrupo es = 2,

entonces dicha muestra bioldgica es representativa de un sindrome 5q, o de citopenia refractaria con displasia
multilinaje.

y

- siademas 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 bioldgica es representativa de un sindrome 5q.
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Para resumir:

a) si la relacion de cada uno de los genes de cualquier combinacion de 3 genes escogidos de entres los 6 genes
representados por SEQ ID NO: 1,2, 3,4,5y6 es 220 < 0,5, excluyendo la combinacién que define leucemia, y
b) la relacion de al menos un gen representado por SEQ ID NO: 7, 8,9y 10 es < 0,3, la relacion de al menos otro
gen representado por SEQIDNO:7,8,9y10es=2,y

c) las relaciones de al menos dos genes representados por SEQ | D NO: 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22,23y 24 son = 2,

dicha muestra bioldgica es representativa de un sindrome 5q.

La invencion también se refiere a un procedimiento para el diagnoéstico y/o la clasificacion, preferentemente in vitro,
de un trastorno hematoldgico, en particular un trastorno hematolégico mieloide y/o linfoide, preferentemente un
trastorno hematolégico mieloide,

dicho procedimiento comprende las etapas de:

a) medir a partir de las células contenidas en una muestra biolégica de un sujeto, preferentemente a partir de
células sanguineas o células de médula ésea que contiene la muestra, el nivel de expresion de 24 genes,
comprendiendo o estando constituidos dichos 24 genes por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:1 to
24,

b) comparar el nivel de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de
los mismos genes respectivos de las células contenidas en una muestra de control preferentemente de células
sanguineas o células de médula dsea contenidas en la muestra, siendo dicha muestra de control de la misma
naturaleza que dicha muestra bioldgica, para establecer una relacion del nivel de expresion genética para cada
uno de los genes de dicho subgrupo, y

c) determinar el estado de dicha muestra bioldgica tal como si la relacion establecida en la etapa b).

Mas ventajosamente, la invencion se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que el nivel de
expresion de los genes se mide por un procedimiento que perite la determinacion de la cantidad del ARNm o del
ADNCc correspondiente a dichos genes. Preferentemente dicho procedimiento es un procedimiento cuantitativo.

En una realizacion, la invencion se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que el nivel de expresion
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 tamafo e
informacion 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
radiomarcado se detecta entonces con una autorradiografia. La transferencia de Northern se utiliza ampliamente
como informacién del tamafio de ARNm que permite la discriminacion de transcripciones de corte y empalme
alternadamente.

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

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

Otros procedimientos conocidos por un experto en la técnica incluyen micromatrices de ADN o tecnologias tipo
Analisis en Serie de Expresion Genética (SAGE).

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

El procedimiento preferido utilizado de acuerdo con la invenciéon es RT-gPCR.

En otra realizacion ventajosa mas, la invencion se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que la
medicion del nivel de expresion de los genes se lleva a cabo utilizando los al menos 6 pares de oligonucleétidos que
pertenecen a un grupo de 24 pares de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de
acido nucleico de SEQ ID NO: 25 a 72, comprendiendo o estando constituidos dichos al menos 6 pares de
oligonucledtidos por la secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25 a 36.
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En una realizacion, la invencioén se refiere a un procedimiento definido anteriormente, en el que la medicién del nivel
de expresion de al menos dichos 6 genes de la etapa a) se lleva a cabo utilizando al menos las moléculas de
nucleétido de SEQ ID NO: 25-36.

En la invencion:

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 25 y SEQ ID NO: 26, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 27 y SEQ ID NO: 28, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 2,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 29 y SEQ ID NO: 30, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 3,

- el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 31 y SEQ ID NO: 32, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 4,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 33 y SEQ ID NO: 34, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 5,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 35 y SEQ ID NO: 36, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 6.

En una realizacion ventajosa, la invencion se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente,

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

En la invencion:

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 36 y SEQ ID NO: 37, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 7,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 38 y SEQ ID NO: 39, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 8,

- el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 41 y SEQ ID NO: 42, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 9,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 43 y SEQ ID NO: 44, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 10.

En una realizacion ventajosa, la invencion se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, utilizando 24
pares de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:
25a72.

En la invencion:

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 45 y SEQ ID NO: 46, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 11,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 47 y SEQ ID NO: 48, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 12,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 49 y SEQ ID NO: 50, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 13,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 51 y SEQ ID NO: 52, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 14,

- el par de oligonucleotidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 53 y SEQ ID NO: 54, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido

21



10

15

20

25

30

ES 2614978 T3

por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 15,
el par de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 55y SEQ ID NO: 56, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 16,
el par de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 57 y SEQ ID NO: 58, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 17,
el par de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 59 y SEQ ID NO: 60, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 18,
el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 61 y SEQ ID NO: 62, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 19,
el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 63 y SEQ ID NO: 64, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 20,
el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 65 y SEQ ID NO: 66, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 21,
el par de oligonucleétidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 67 y SEQ ID NO: 68, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 22,
el par de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 69 y SEQ ID NO: 70, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 23,
el par de oligonucledtidos que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 71 y SEQ ID NO: 72, se utilizan para medir el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido
por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 24,

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

Tabla 3
T’z:ngzr: SEQID SEQ ID variante SEQ ID Oligo directo | SEQ ID Oligo inverso
GPX3 | SEQID NO: 1 - SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 26
G('?)“ SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28
G'EZR)XZ SEQ ID NO:3 - SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30
CAT | SEQIDNO:4 - SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO: 32
(123) | SEQIDNO5 | SEQIDNO:730SEQIDNO:74 |  SEQIDNO:33 SEQ ID NO: 34
PF‘;ZD)X’; SEQ ID NO6 - SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36
SOD2 | geq DNO7 | SEQID NO: 75 0 SEQ ID NO: 76 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 38
(1.29) Q : Q - 75 0 SEQ : Q : Q :
GSR | SEQIDNO: 77 0 SEQID NO: 78 0 _ _
(1254)| SEQIDNOB A SEQ ID NO: 39 SEQ ID NO: 40
GLRX | 5eq D NO:9 SEQ ID NO: 80 SEQ ID NO: 41 SEQ ID NO: 42
12 : : : :
PR;1D)X2 SEQ ID NO: 10 - SEQ ID NO: 43 SEQ ID NO: 44
PRDX5 | sEQIDNO: 11 | SEQID NO: 81 0 SEQ ID NO: 82 SEQ ID NO: 45 SEQ ID NO: 46
(1_3) . . (o] . . .
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(continuacion)

T’z:ngzr: SEQID SEQ ID variante SEQ ID Oligo directo | SEQ ID Oligo inverso
SOD1 | SEQIDNO: 12 - SEQ ID NO: 47 SEQ ID NO: 48
TXN | SEQIDNO: 13 - SEQ ID NO: 49 SEQ ID NO: 50
P | SEQIDNO: 14 SEQ ID NO: 83 SEQ ID NO: 51 SEQ ID NO: 52
GPX7 | SEQIDNO: 15 - SEQ ID NO: 53 SEQ ID NO: 54
GPX4 _ . . . .
(1.2:3) | SEQIDNO:16 | SEQIDNO: 840 SEQID NO: 85 SEQ ID NO: 55 SEQ ID NO: 56
TXN2 | SEQID NO: 17 - SEQ ID NO: 57 SEQ ID NO: 58
PRDX4 | SEQID NO: 18 - SEQ ID NO: 59 SEQ ID NO: 60
G(Pz))“ SEQ ID NO: 19 - SEQ ID NO: 61 SEQ ID NO: 62
GLRX3 | SEQID NO: 20 - SEQ ID NO: 63 SEQ ID NO: 64
PR;3D)X2 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
G'z'f)xz SEQ ID NO: 24 - SEQ ID NO: 71 SEQ ID NO: 72
GPX3 | SEQIDNO: 1 - SEQ ID NO: 25 SEQ ID NO: 26
G('?)“ SEQ ID NO: 2 - SEQ ID NO: 27 SEQ ID NO: 28
G'EZR)XZ SEQID NO: 3 - SEQ ID NO: 29 SEQ ID NO: 30
CAT | SEQIDNO:4 - SEQ ID NO: 31 SEQ ID NO:32
PRDX . . . . .
(123) | SEQIDNOS | SEQIDNO:730SEQIDNO: 74 SEQ ID NO: 33 SEQ ID NO: 34
PF‘;ZD)XE‘ SEQ ID NO:6 - SEQ ID NO: 35 SEQ ID NO: 36
SOD2 ) i ) ) )
(23 | SEQIDNO7 | SEQIDNO:750SEQIDNO: 76 SEQ ID NO: 37 SEQ ID NO: 38
Tabla 3

Los oligonucledtidos definidos anteriormente se utilizan preferentemente para llevar a cabo la reaccién gPCR.

La gPCR es bien conocida en la técnica, y se puede llevar a cabo utilizando, en asociacion con oligonucleétidos que
permiten una amplificacion especifica del gen diana, con colorantes o con una sonda indicadora.
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Ambas técnicas se resumen brevemente a continuacion.
- PCR en tiempo real con colorantes unidos al ADN de doble cadena como indicadores:

Se une un colorante de union 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
concentraciones de ADN.

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

La reaccion se prepara como habitualmente, con la adicion del colorante de ADNds fluorescente.

La reaccion 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 dilucion convencional, se puede determinar la concentracion 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 comparacion de una
medicién de una muestra de ADN/ARN respecto a una diluciéon convencional solamente dara una fraccién o relacion
de la muestra con respecto a la referencia, permitiendo solamente comparaciones relativas entre diferentes tejidos o
condiciones experimentales. Para asegurar la exactitud de la cuantificacion, habitualmente es necesario normalizar
la expresion 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.

- 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 cuantificacion
incluso en presencia de amplificaciones de ADN no especificas. Las sondas fluorescentes se pueden utilizar en
ensayos multiples para la deteccion de varios genes en la misma reaccion basandose en sondas especificas con
diferentes marcadores coloreados, a condicion 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 dimeros cebadores, que son productos colaterales potenciales no deseados en la PCR. Sin embargo, las sondas
indicadoras fluorescentes no evitan el efecto inhibidor de los dimeros cebadores, que pueden deprimir la
acumulacién de productos deseados en la reaccion.

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 deteccion de su fluorescencia; la descomposicién de la sonda por la actividad exonucleasa de
5’ a 3’ de la polimerasa Taqg rompe la proximidad indicador-desactivador y asi permite la emision no desactivada de
fluorescencia, que se puede detectar tras la excitacion con un laser. Un aumento en el producto dirigido por la sonda
indicadora en cada ciclo de PCR por lo tanto, produce un aumento proporcional de la fluorescencia debido a la
descomposicion de la sonda y liberacion del indicador.

La PCR se prepara como habitualmente, y se afiade la sonda indicadora.
Durante el estadio de hibridacién de la PCR tanto la sonda como los cebadores se hibridan al ADN diana.

La polimerizacién de una nueva cadena de ADN se inicia a partir de los cebadores, y una vez que la polimerasa
alcanza la sonda, su exonucleasa 5-3' degrada la sonda, separando fisicamente 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 reaccion.

En una realizacién particular, se consigue la mediciéon del nivel de expresion de los genes que se han definido
anteriormente, ademas de los oligonucledtidos especificos definidos anteriormente, utilizando una sonda disponible
en el mercado. Cada gen para el que se espera un nivel de expresion se asocia con una sonda especifica, una
sonda que reconoce un gen no es capaz de reconocer otro gen. Ademas una sonde especifica de un gen puede
detectar también, cuando existen, variantes de dichos genes.

Las sondas ventajosas que se utilizan en la invencion se enumeran en la Tabla 4.

La asociacion entre gen/variante/oligonucleétidos y sondas se representan en la siguiente Tabla 4.
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Tabla 4

l‘(l’ombre SEQID SEQ ID variante SEQ_ID Oligo SEQ ID Oligo SEQ de
el gen directo inverso sondas
epx3 | ScIID - SEQIDNO:25 | SEQIDNO:26 | CCASCC
G(F;’)“ b - SEQIDNO:27 | SsEQIDNO:28 | SGISCT
G'IZR)XZ Y - SEQIDNO:29 | SEQIDNO:30 | CCZSCC
car | SEQP - SEQIDNO:31 | SsEQIDNO:32 | TOCT5C
(F;l_azl??)’() SEQID  |SEQIDNO:730SEQIDNO: | seqpnoss | seaino:as | CTESCT
P'TZD)Xs Y - SEQIDNO:35 | SEQIDNO:36 | SCRACC
(31?2?5) SEQIDNO: [SEQIDNO:750SEQDNO: | geqipnois7 | seambno:as | CTOCTS
R [P [T ot | seammon | L
T | Noo SEO ID NO: 80 SEQIDNO:41 | SEQIDNO:42 | SCTECC
PR(?;(Z NI - SEQIDNO:43 | SEQIDNO:44 | TCFCCA
P(Iil-)g;s SEQID  [SEQIDNO:810SEQIDNO: | geqipnoias | seqiDno:as | CGAACG
sopt | S0 - SEQIDNO:47 | SEQIDNO:48 | 'OFCCA
TXN SN%? o - SEQIDNO:49 | SEQIDNO: 50 CAggAG
2 | Nods SEQ ID NO: 83 SEQIDNO:51 | sEQDNO:52 | CTOSTTC
epx7 | S50 - SEQIDNO:53 | SEQIDNO:54 | SCRACC
((15?2).(;) SEQD  [SEQIDNO:840SEQIDNO: | geqipnoyss | seqipnoiss | CTOCCC
™N2 | 53D - SEQIDNO:57 | SEQIDNO:s8 | CETTCC
PROX4 | SO - SEQIDNO:59 | sEQDNO:60 | ACTSCC
G(F;’)“ N - SEQIDNO:61 | sEQDNo:62 | CTECTC
GLRX3 | S=D - SEQIDNO:63 | SEQIDNO:64 | 1°G]CC
P'?3D)X2 Nt - SEQIDNO:65 | SEQIDNO:66 | SCRSCC
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(continuacion)

l‘cl’ombre SEQID SEQ ID variante SEQ_ID Oligo SE_Q ID Oligo SEQ de
el gen directo inverso sondas
PRDX6 SN%Q2|2 - SEQ ID NO: 67 SEQ ID NO: 68 CCé%GA
GLRX5 | SO . SEQIDNO:69 | SEQIDNO:70 | TOSTCC
G'zf)xz N - SEQIDNO:71 | SEQIDNO:72 | SCRTCC
Tabla 4

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

También, en otro ejemplo: El nivel de expresién de PDRX (SEQ ID NO: 5) o una de sus variantes (SEQ ID NO: 73 o
74) se pueden medir cuantitativamente utilizando los oligonucleétidos 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.
El desactivador y colorante mencionados anteriormente se pueden escoger por el experto, dependiendo del ensayo.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere al procedimiento que se ha definido anteriormente, utilizando al
menos uno de los siguientes oligonucledtidos permitiendo la medicion del nivel de expresién de cada uno de al
menos los 6 genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1-6,
preferentemente utilizando al menos uno de los oligonucleétidos que permiten la medicién del nivel de expresion de
cada uno de al menos 10 genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ
ID NO: 1-10, en particular utilizando al menos uno de los oligonucledtidos que permiten la medicion del nivel de
expresion de cada uno de los 24 genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico
de SEQ ID NO: 1-24.

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

La invencion se ilustra por una composicion que comprende oligonucledtidos que permiten la medicion de la
expresion 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 estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 1 a 24, perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que comprende o esta constituido por las secuencias de
acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.

En una realizacion ventajosa, la invencion se ilustra por una composicion como se ha definido anteriormente, que
comprende oligonucledtidos que permiten la medicion de la expresidon 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24,

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

En otra realizacion ventajosa, la invencion se ilustra por una composicion como se ha definido anteriormente que
comprende los oligonucleétidos que permiten medir la expresion de los 24 de dicho grupo de 24 genes.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se ilustra por una composicion como se ha definido anteriormente,
comprendiendo dicha composicién al menos 12 oligonucleétidos escogidos de entre una biblioteca de 48
oligonucledtidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-72,
permitiendo la medicion de la expresion 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 estan constituidos por las secuencias
de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24,

comprendiendo o consistiendo dichos al menos 12 oligonucleétidos las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:
25-36.

La invencioén se refiere a una composicion que comprende al menos 12 oligonucleétidos escogidos de entre una
biblioteca de 48 oligonuclettidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2614978 T3

25-72, comprendiendo dicha composicion al menos los 12 oligonucledtidos que comprenden o consisten en las
secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.

En una realizacién ventajosa, la invencion se refiere a una composicion como se ha descrito anteriormente,
comprendiendo dicha composicion al menos 20 oligonucleétidos escogidos de entre una biblioteca de 48
oligonucledtidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-72,
permitiendo la medicion de la expresion de al menos los genes de un grupo de 10 genes escogidos de entre un
grupo de 24 genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO:1 a
24,

comprendiendo o consistiendo dichos al menos 20 oligonucledtidos en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID
NO: 25-44.

En otra realizacion ventajosa, la invencion se refiere a una composiciéon como se ha definido anteriormente,
comprendiendo dicha composicién 48 oligonucleétidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido
nucleico de SEQ ID NO: 25-72, permitiendo la medicién de la expresion de un grupo de 24 genes que comprenden o
estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24.

La composicion anterior puede comprender adicionalmente las sondas que se definen anteriormente en la Tabla 4.

En otro aspecto, la invencién se ilustra por una composicién como se ha mencionado anteriormente, para su uso en
el diagnostico, y/o la clasificacion, preferentemente in vitro, de un trastorno hematoldgico, en particular un trastorno
hematolégico mieloide y/o linfoide, preferentemente un trastorno hematoldgico mieloide.

La invencion se refiere a una composiciéon como se ha mencionado anteriormente, para su uso en el diagndstico, y/o
la clasificacion, preferentemente in vitro, de una leucemia mieloide aguda o un trastorno mielodisplasico.

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

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

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

En una realizacion ventajosa, la invencion se refiere a un kit como se ha definido anteriormente que comprende 48
oligonucledtidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-72.

La invencion también se refiere a, en un realizacion ventajosa, un kit como se ha definido anteriormente, que
comprende ademas al menos 6 sondas especificas que interactian respectivamente con las moléculas de acido
nucleico que comprenden o consisten en SEQ ID NO: 1-6, preferentemente comprenden adicionalmente al menos
10 sondas especificas que interactian respectivamente con moléculas de acido nucleico que comprende o consisten
en SEQ ID NO: 1-10, en particular comprenden adicionalmente al menos 24 sondas especificas que interactian
respectivamente las moléculas de acido nucleico que comprenden o consisten en SEQ ID NO: 1-24.

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

En otra realizacion ventajosa, la invencion también se refiere al kit que se ha definido anteriormente, que comprende
ademas moléculas de acido nucleico de una muestra de control como se ha definido anteriormente.

La invencion también se refiere a una muestra de control positivo que comprende o esta constituida por al menos las
moléculas de acido 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 acido
nucleico en dicha muestra en una cantidad que se representa en las 6 primeras lineas de la Tabla 5 o la Tabla 6, en
comparacion con una muestra sana en la que cada molécula de acido nucleico respectiva estan presentes en una
cantidad de 1.
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Tabla 5
Tabla 5 RARS RCMD RAEB AML
SEQIDNO:1 | 1,32-2,62 | 0,01-1,67 | 0,43-2,88 0,03-0,30
SEQID NO: 2 | 2,32-2,98 0,12-9,95 | 4,48-18,89 | 2,98-6,98
SEQID NO: 3 | 3,74-9,79 | 0,08-10,50 | 0,14-10,87 | 3,12-15,80
SEQID NO: 4 | 1,28-2,20 0,02-3,94 0,99-8,75 0,32-10,20
SEQID NO: 5 | 1,25-3,68 0,18-5,77 | 4,59-10,04 | 2,00-13,34
SEQID NO:6 | 1,84-6,09 | 0,00-10,24 0,05-5,53 1,72-5,56
SEQID NO:7 | 0,65-0,95 | 0,54-4,37 0,85-2,13 0,08-0,79
SEQID NO:8 | 0,67-1,09 | 0,00-1,18 | 0,44-1,15 | 0,20-0,58
SEQID NO:9 | 0,90-1,25 | 0,43 -2,05 0,07-1,05 0,08-0,79
SEQID NO: 10 | 0,48 -1,87 | 0,02-2,13 0,49 - 4,41 0,04-0,25
SEQID NO: 111 0,81-1,69 | 0,00-2,01 1,19-1,47 0,65-1,76
SEQID NO: 12 | 0,64-2,12 0,23-3,74 1,48-2,74 | 0,45-2,94
SEQID NO: 13 | 0,96-2,43 0,63-4,99 1,14-4,22 0,42-5,34
SEQID NO: 14 | 1,20-2,02 0,16-3,16 0,63-1,47 0,70-2,15
SEQID NO: 15 | 0,63-1,44 0,09-1,18 0,00-1,37 0,55-3,71
SEQID NO: 16 | 0,94-2,53 0,10-3,29 2,58-6,22 1,35-4,25
SEQID NO: 17 | 1,07-2,22 0,15-2,58 2,30-2,85 0,90-3,89
SEQID NO: 18 | 1,48-2,79 | 0,37-2,86 3,31-4,99 1,10-6,67
SEQID NO: 19 | 1,04-5,32 | 0,49-3,87 1,96-8,77 0,64-5,18
SEQIDNO:20 | 1,49-5,23 | 0,09-2,58 | 1,81-11,93( 0,84-7,09
SEQID NO: 21 | 0,93-8,83 | 0,01-2,87 0,15-3,76 0,08-0,63
SEQID NO: 22 | 0,81-3,63 | 0,14-36,64 | 0,25-12,98 0,98-5,93
SEQID NO: 23 | 1,47 -3,45| 0,19-7,04 2,80-53,30 0,26-3,65
SEQID NO: 24 | 0,78-2,25 | 0,35-1,60 0,40-0,87 0,18-0,83

Tabla 6
Tabla 6 RARS RCMD RAEB AML
SEQIDNO:1 | 2,14 +£0,71 0,76 + 0,56 1,60 £ 1,23 0,16+ 0,13
SEQIDNO:2 | 2,64 0,33 3,65 £ 3,95 18,89+ 17,93 | 4,95+ 1,70
SEQID NO: 3 | 5,97 £3,33 4,04 + 3,49 5,47 + 5,36 9,73+5,24
SEQID NO: 4 | 1,63+0,50 1,46 + 1,64 4,31 4,00 4,01 +3,73
SEQIDNO:5 | 2,52+1,22 1,89+ 2,14 7,402,773 5,03 +4,74
SEQIDNO: 6 | 4,55+2,36 3,64 4,01 5,30+ 5,13 4,19 £ 1,67
SEQIDNO:7 | 0,84+0,17 1,80 £ 1,61 1,32+ 0,70 0,33+0,27
SEQIDNO: 8 | 0,85+0,22 0,76 £ 0,42 0,78 £+ 0,35 0,40+0,18
SEQIDNO:9 | 1,07+£0,18 1,22 £ 0,67 0,54 + 0,49 0,45+ 0,26
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(continuacion)

Tabla 6 RARS RCMD RAEB AML
SEQIDNO:10 | 1,06 +0,72 0,74 £0,73 2,40 £1,96 0,11+ 0,08
SEQIDNO: 11 | 1,33+0,46 0,93+0,83 1,47 £ 0,29 1,11 £ 0,44
SEQIDNO:12 | 1,31+0,75 1,12+1,30 1,92 +£0,71 1,27 £ 0,97
SEQIDNO: 13 | 1,51+0,80 2,06 £1,70 2,32 £1,67 2,52 +1,87
SEQIDNO:14 | 1,68+0,43 1,64 £ 1,21 1,17 £ 0,46 1,70 £ 0,59
SEQIDNO: 15 | 0,99 + 0,41 0,79 £ 0,39 0,70 + 0,68 2,57 £1,32
SEQIDNO:16 | 1,61+0,82 1,68 £ 1,28 6,22 4,17 2,62 +1,37
SEQIDNO: 17 | 1,69+ 0,58 1,15+ 0,96 2,79+047 2,40+£1,33
SEQIDNO:18 | 2,17 £ 0,65 1,19+ 0,88 4,36 + 0,91 2,69+233
SEQIDNO:19 | 2,59 +2,37 1,67 £1,25 4,89 + 3,50 2,12+1,80
SEQIDNO:20 | 2,75+2,15 1,27 £ 1,12 5,315,774 3,96 + 2,61
SEQIDNO:21 | 3,80+4,37 1,38+1,18 2,41 £1,97 0,36 £ 0,23
SEQIDNO:22 | 1,83+1,56 | 7,33+14,42 | 5,69+ 6,56 2,90 £ 2,21
SEQIDNO:23 | 2,76 +1,12 2,60+2,88 21,67 27,56 | 1,49+ 1,34
SEQIDNO: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 desviacion estandar correspondiente con la
patologia mencionada.

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

a) una etapa de poner en contacto, preferentemente in vitro, una muestra biolégica de un sujeto que padece un
trastorno hematoldgico, preferentemente un trastorno hematoldgico mieloide y/o linfoide, mas preferentemente
un trastorno hematolégico mieloide. con un farmaco adecuado para utilizarse en el tratamiento, o adecuado para
tratar dicho trastorno hematoloégico,

b) una etapa de medicién en la muestra bioldgica que se puso en contacto con un farmaco en la etapa a), el nivel
de expresion 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24, , perteneciendo dichos 6 genes a dicho subgrupo que
comprende o esta constituido por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6.

c) una etapa de comparacion del nivel de expresion 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 expresion 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 de la medicidon en dicha muestra bioldgica que no se
ha puesto en contacto con dicho farmaco adecuado para utilizarse para tratar, o adecuado para tratar, dicho
trastorno hematologico.

El procedimiento anterior es facil de llevar a cabo, y permite evaluar la susceptibilidad de la muestra de AML a un
farmaco. 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 farmaco.

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

Esto es mas ventajosamente importante para la exploracién de farmacos, o compuestos que son capaces de
modular la modificacién epigenética, en particular de agentes desmetilantes tales como la azacitidina (5-azacitidina)
o decitabina (5-azadesoxicitidina).

La azacitidina y decitabina son agentes quimioterapicos 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 relacion de
expresion 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, seria eficaz si se utilizara in vivo.

Ventajosamente, la invencion 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 1-10.

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

Leyenda de las figuras

La Figura 1 representa el mecanismo natural utilizado en la célula para eliminar las especies de 6xido reactivo
(ROS, O3"). O2" se convierte en moléculas de H>O-, convirtiéndose las propias H>O, en H,O y O, como proceso de
detoxificacion, o en *OH y OH- que ejercen efectos bioldgicos 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 invencion. D representan el conjunto correspondiente a los genes que pertenecen al grupo pero
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 representacion esquematica del nivel de expresion de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1-24, para cada patologia RARS, RCMD, RAEB y AML.

La Figura 3A representa un histograma que muestra el nivel de expresion de los genes indicados en el eje X,
que se obtiene por gqRT-PCR, en comparacion con el gen constitutivo GAPDH, utilizando 5 muestras de médula
6sea sana (muestra de control).

El eje Y representa la relacion

ACTmn (ACToen = CToem - CTorron).

La Figura 3B es una representacion grafica de la media (linea negra) y error estandar de la media (area gris) de
la variacion de expresion de cada uno de los genes indicados (eje x) en una muestra de RARS en comparacion
con muestras de control (muestras de médula ésea sana). El eje Y representa la variacion de la cantidad en
comparacion con muestras de control expresada en logqo.

La Figura 3C es una representacion grafica de la media (linea negra) y el error estandar de la media (area gris)
de la variacion de expresion de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de RMCD en comparacion
con muestras de control (muestras de médula 6sea sana). El eje Y representa la variacion de la cantidad
comparada con las muestras de control, expresada en logo.

La Figura 3D es una representacion grafica de la media (linea negra) y el error estandar de la media (area gris)
de la variacion de expresion de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de RAEB en comparacion
con muestras de control (muestras de médula 6sea sana). El eje Y representa la variacion de la cantidad
comparada con las muestras de control, expresada en logo.

La Figura 3E es una representacion grafica de la media (linea negra) y el error estandar de la media (area gris)
de la variacion de expresion de cada uno de los genes indicados (eje x) en muestras de AML en comparacion
con muestras de control (muestras de médula 6sea sana). El eje Y representa la variacion de la cantidad
comparada con las muestras de control, expresada en log1o.

Las Figuras 4A-D representan la representacion esquematica del nivel de expresion de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1-24, para cada una de las patologias: RARS (Figura 4A), RMCD (Figura 4B),
RAEB (Figura 4C), y AML (Figura 4D). La representacion del nivel de cada uno de los genes representados por
SEQ ID NO: 1-24 de una muestra de sindrome mielodisplasico inclasificable se representa en cada una de las
Figuras 4A-D por una linea discontinua.

Las Figuras 5A y B representan la representacion esquematica del nivel de expresion de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1-24 de dos muestras independientes de sindromes mielodisplasico
inclasificables (Figura 5B), siendo dicha expresion similar al nivel de expresion observado en las muestras de
RCMD (Figura 5A).

La Figura 6 representa la representacion esquematica del nivel de expresion de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1-24 de dos muestras independientes de leucemia mielomonocitica crénica
(Figura 6B) siendo dicha expresion diferente del nivel de expresion observado en las muestras de RAEB (Figura
6A)

La Figura 7 representa la representacion esquematica del nivel de expresién de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1-24 de un paciente en el momento del diagnéstico de RCMD (panel B) y
después de 12 meses (panel B, linea discontinua). La muestra en el momento del diagndstico es similar a la
muestra de RMCD (panel A), y la muestra tras 12 meses ha adquirido las caracteristicas de RAEB (véase
PDRX2(1) y GLRXS5 en el panel B y panel C).

La Figura 8 representa la representacion esquematica del nivel de expresion de cada uno de los genes

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2614978 T3

representados por SEQ ID NO: 1-24 de AML, comparando la misma AML tras el tratamiento con azacitidina
(linea discontinua).

Ejemplos

Comentario preliminar

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

Todas las muestras de SMD y leucémicas satisfacen las provisiones del procedimiento de acuerdo con la invencion,
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 relacion comparada con la expresion de los mismos genes correspondientes de las muestras de control es o
menor de 0,5 o mayor de 2.

Ejemplo 1

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

Materiales y Procedimientos
Recoleccion de muestras

Se obtuvieron muestras normales de médula ésea (BM) (que se utilizan como referencia) de pacientes sometidos a
cirugia ortopédica. Las muestras de médula ésea de pacientes de MDS y AML se obtuvieron en el momento del
diagndstico y durante el seguimiento. Las células de AML y MDS se clasificaron de acuerdo con los hallazgos
morfolégicos, citoquimicos 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
con EDTA.

Lisis de eritrocitos

Se llevé a cabo la lisis en 47 ml de tampon de lisis que contenia EDTA (0,12 mM), bicarbonato potasico (KHCO3) (10
mM), y cloruro aménico (NH4Cl) (150 mM) para 3 ml de BM. Después de la incubaciéon a temperatura ambiente
durante 15 min, se centrifugaron a 700 g durante 10 min, y se lavaron dos veces, en 20 ml de soluciéon salina tampén
fosfato (PBS) (Invitrogen). El aglomerado se re-suspendié en Trizol® (Invitrogen) (1 ml/ 8.10° células), se mezcld
vigorosamente durante 15 minutos. El lisado se almacend a -80 [1C hasta la etapa de extraccion de ARN.

Extraccion de ARN

La extraccion del ARN total se llevo a cabo segun el procedimiento de cloroformo / isopropanol / etanol. La fase de
separacion se obtuvo afiadiendo cloroformo (0,2 ml por 1 ml de Trizol® obtenido en Invitrogen) al lisado. Tras
mezclar durante 50 s, la solucidn se separo en tres fases por centrifugacion a 12.000 g durante 15 min a 4 [1C. Se
precipité el ARN a partir de la fase acuosa, afiadiendo isopropanol (0,5 ml por 1 ml de Trizol®). Después de la
incubacion a temperatura ambiente durante 10 min y centrifugacion a 12.000 g durante 10 min a 4 [IC, se lavo el
ARN en un 75 % de etanol (1 ml por 1 ml de Trizol®) y se centrifugd a 7500 g durante 5 min a 4 [JC. Esta etapa se
llevé a cabo dos veces. Tras retirar el sobrenadante de etanol, el aglomerado de ARN se seco al aire durante 20
min. después, se disolvié el ARN en 50 ul de agua tratada con UltraPure™ DEPC (Invitrogen) y se almacen¢ a -80
0c.

Cuantificacion y cualificacion de ARN

El ARN celular total se cuantificd utilizando un espectrofotémetro Nano-Drop 1000 (Nano-Drop Technologies) y se
analizo la pureza de ARN utilizando un Bioanalizador Agilent 2100 (Agilent Technologies).

Transcripcion inversa y analisis 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
sintesis de ADNc SuperScript® VILO™ (Invitrogen) de acuerdo con el protocolo del suministrador. La cuantificacion
relativa de la expresion 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 ProbelLibrary disefiados con el
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 nucledtidos 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 ul de 20
ng de ADNCc utilizando LightCycler® 480 Probes Master (Roche Applied Science). El LightCycler® 480 se programd
para una desnaturalizacion inicial (95 [1C, 10 min) seguido por 45 ciclos de 10sa 95 [1C,30sa601C,1sa 72 [IC
y una etapa de enfriamiento final a 40 [1C durante 10 s. Todas las reacciones se ejecutaron por triplicado, y los
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valores medios se utilizaron para la cuantificacion. Los resultados se analizaron por el procedimiento de
cuantificacion relativa (AACT = ACT paciente-AC T referencia) Utilizando los valores de umbral de ciclo (CT) determinados
con el software LightCycler® 480 (publicacion 1.5.0) de Roche Applied Science. Se utilizo el gen de gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa humana (GAPDH) como control endégeno para normalizar la expresion de la diana (ACT =
CTaiana-CT del control endégeno). El cambio de la expresion relativa de ARNm entre un paciente y la referencia se
determind para cada diana utilizando el procedimiento 2exp(-AACT) (Livak KJ y Schmittgen TD. Analysis of relative
gene expression data using real time quantitative PCR and the 2exp(-AACT) method. Methods 2001; 25:402-408).

Ejemplo 2: Uso de 6 genes para el diagnostico 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 evalué el nivel de expresion de cada uno de los genes
representados por SEQ ID NO: 1 a SEQ ID NO: 6 por RT-gPCR como se desvela en el Ejemplo 1, utilizando
oligonucledtidos y sondas de la Tabla 4.

Los resultados se presentan en la Tabla 7 siguiente:

Tabla 7
AMLNn°1 |AMLNn°2{AMLNn°3| AMLn°4 [AMLNn°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
SEQID 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

La Tabla 7 representa la relacion del nivel de expresion de cada uno de los genes indicados (SEQ ID NO: 1-6) para
cada muestra de AML n°® 1-n° 5.

Los criterios definidos en la invencion se satisfacian.

Una muestra se considera como representativa de un trastorno hematolégico cuando la relacion del nivel de
expresion de cada uno de los genes de cualquier combinacién de 3 genes de entre los genes representados por
SEQIDNO:1-6es0=220<0,5.

Cualquiera de las combinaciones que se tomaron en consideracién, satisfacian los criterios anteriores.

El otro criterio es que: si la relacion de SEQ ID NO: 1 es £ 0,3 y la relacion 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 satisfacian los criterios.

Todas las muestras de AML ensayadas satisfacian los criterios con respecto a AML. Por lo tanto, el procedimiento
de acuerdo con la invencion permite la discriminacion entre AML y trastornos mielodisplasicos.

Ejemplo 3: Validacion del procedimiento con lineas celulares leucémicas

Con el fin de validar el procedimiento, se evalud el nivel de expresion de los genes representados por SEQ ID NO: 1-
6 en 11 lineas celulares correspondientes a casi todos los subtipos de AML definidos de acuerdo con la clasificaciéon
FAB.

Se ensayaron las siguientes lineas celulares:

KG1a y KG1 (FAB MO/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 expresion se indican en la Tabla 8 siguiente.
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Tabla 8

SEQIDNO: | KG1a | KG1 | HL60 | Kasumi-1 | ML-2 | MV4-11 | THP-1 | U937 [ K562 | TF-1 | UT7

1 0,05 | 0,06 | 0,05 0,04 0,06 0,03 0,15 0,07 | 0,10 0,03 | 0,30
2 342 | 526 | 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 3417 | 17,19 7740 | 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 expresion del gen indicado en la linea celular
correspondiente, en comparacion con los niveles de expresion del gen correspondiente en las muestras de control
(muestras de médula 6sea sana).

Los criterios definidos en la invencion se satisfacian:
Una muestra se consideraba como representativa de un trastorno hematoldgico cuando la relacion del nivel de
expresion de cada uno de los genes de cualquier combinacion de 3 genes entre los genes representados por
SEQIDNO:1-6es0=220<0,5.

Cualquiera de las combinaciones de 3 genes que se toman en consideracion, satisfacia los criterios anteriores.

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

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

Ejemplo 4: Clasificacion de la muestra mielodisplasica

Como se ha definido anteriormente, se ha propuesto que la medicién del nivel de expresion representados por SEQ
ID NO: 1-24 permite identificar el subtipo de sindrome mielodisplasico.

Se ensay6 un panel de muestras de paciente, clasificadas por ofras técnicas para validar el procedimiento de
acuerdo con la invencion.

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

Los resultados se presentan a continuacion:

Tabla 9
RARS n°1 |RARS n° 2| RARS n° 3
SEQ ID NO: 1 2,48 1,32 2,62
SEQ ID NO: 2 2,63 2,32 2,98
SEQID NO: 3 9,79 3,74 4,38
SEQ ID NO: 4 2,20 1,41 1,28
SEQID NO: 5 3,68 2,64 1,25
SEQ ID NO: 6 5,72 6,09 1,84
SEQID NO: 7 0,65 0,93 0,95
SEQ ID NO: 8 1,09 0,79 0,67
SEQID NO: 9 1,25 1,06 0,90
SEQ ID NO: 10 1,87 0,48 0,82
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(continuacion)

RARS n°1 |RARS n° 2| RARS n° 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 n°1|{RCMD n°2|RCMD n° 3 | RCMD n° 4| RCMD n°4 | RCMD n° 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
SEQID 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
SEQID 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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(continuacion)

RCMD n°1|RCMD n° 2| RCMD n° 3 | RCMD n° 4 | RCMD n°4 | RCMD n° 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 n° 1 [RAEB n°2| RAEB n° 3

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

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

SEQID NO: 3 5,40 10,87 0,14

SEQ ID NO: 4 3,18 0,99 8,75
SEQID NO: 5 4,59 7,56 10,04
SEQ ID NO: 6 10,31 5,53 0,05
SEQID 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 satisfacian los criterios definidos en los procedimientos de acuerdo con la invencion.
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Ejemplo 5: Representacion esquematica de los perfiles especificos de RARS, RMCD, RAEB y AML

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

La expresion de cada gen de SEQ ID NO: 1-24 se midié por gqRT-PCR como se ha definido anteriormente, y se
comparé con el nivel de expresion de un gen GAPDH constitutivo.

La Figura 3A representa la variacion de expresion de cada uno de los genes de SEQ ID NO: 1-24 en comparacion
con GAPDH, clasificados de acuerdo con su nivel de expresion. El nimero de gen se encuentra facilmente 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.

Ademas, midiendo la relacion 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 facil determinar a qué
tipo de patologia pertenece la muestra estudiada.

Ejemplo 6: clasificacion de sindromes mielodisplasicos inclasificables

El antioxidograma anterior se puede utilizar para clasificar sindromes mielodisplasicos para los que fallan otras
técnicas de clasificacion.

El nivel de expresion de cada uno de los genes de SEQ ID NO: 1-24 se midi6 de acuerdo con la invencion, y se
establecio una curva.

Esta curva (linea discontinua) se comparé con el antioxidograma “especifico” de RARS, RCDM, RAEB y AML.

La Figura 4 muestra que la mayoria de las relaciones R; de expresion estan cerca a las que son caracteristicas de
una muestra de RCDM.

La Figura 5 muestra que dos muestras independientes de sindrome mielodisplasico inclasificable presente un nivel
de expresion similar de los genes de SEQ ID NO: 1-24, y de esta manera estan cerca de las que son caracteristicas
de una muestra de RCDM.

Ejemplo 7: Distincion de MDS utilizando oxidogramas

La leucemia mielomonocitica crénica (CMML) es una forma de leucemia caracterizada por monocitosis. La
categorizacion de esta enfermedad ha sido controvertida.

Los pacientes con CMML pueden presentar varias caracteristicas clinicas, imitando sindromes mielodisplasicos o
neoplasias mieloproliferativas, dependiendo de la presentacion especifica en el paciente.

Debido a esta controversia se clasifico por la Organizacion Mundial de la Salud en una categoria
“mielodisplasica/mieloproliferativa” de afecciones médicas a principios de los 2000.

El oxidograma de acuerdo con la invencion puede ayudar a determinar el estado de una muestra de CMML, es esta
cerca de RAEB por analisis histolégico.

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

Estos datos demuestran que CMML es distinta de MDS.
Ejemplo 8: Utilizacion 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 progresion es rapida o lenta.

El oxidograma se puede utilizar para determinar si la expresién molecular de los genes de SEQ ID NO: 1-24 ha
evolucionado desde el diagndstico 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 diagnostico, el nivel de expresion de los genes de SEQ ID NO: 1-24 también se midieron.

La Figura 7 muestra una diferencia entre la expresion en el momento del diagndstico y tras doce meses. Después de
doce meses, el oxidograma muestra que el paciente ha sido capaz de evolucionar de RCMD hacia RAEB, aunque
en el analisis histolégico no hay diferencias.
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Ejemplo 9: Medicion 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 busquedas 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 farmacos terapéuticos, y se podrian utilizar
eficazmente en pacientes, con el fin de disminuir la progresion leucémica.

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

El oxidograma de acuerdo con la invencion se puede utilizar para evaluar, in vitro, si el farmaco sera eficaz en la
muestra leucémica, estudiando la modulacion del nivel de expresion 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
demuestra que, en esta muestra especifica, el tratamiento modifica el nivel de expresion de los genes, y podrian ser
eficaz in vivo para el paciente.
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gtcgececegg gacggggagy tggggagetg agggcaagtc gegcoccgecce ctgaaatcce 60
agccgectag cgattggetg caagggtectc ggettggecg cggattggtc acaccocgagg 120
gcecttgaaagg tggctgggag cgccggacac ctcagacgga cggtggccag ggatcaggea 180
geggetecagg cgacectgag tgtgccceoca ceeoogecatg geceggctge tgcaggegte 240
ctgectgett tccocectgetec tggeoceoggett cgtctcgcag ageccggggac aagagaagte 300
gaagatggac tgccatggtg geataagtgg caccatttac gagtacggag ccctcaccat 360
tgatggggag gagtacatce cettcaageca gtatgetgge aaatacgtec tetttgtceaa 420
cgtggccage tactgaggcc tgacgggeca gtacattgaa ctgaatgecac tacaggaaga 480
gettgecacca tteoggtetgg tecattetggg ctttcectge aaccaattig gaaaacagga 540
accaggagaqg aactcagaga tccttoctac cctcaagtat gtecgaccag gtggaggett 600
tgtecctaat tteccagetet ttgagaaagg ggatgtcaat ggagagaaag agcoagaaatt 660
ctacacttte ctaaagaact cctgtectee caccteggag ctectgggta catctgaceg 720
cetettetgg gaacecatga aggttcacga catccocgetgg aactttgaga agttectggt 780
ggggccagat ggtataccca tecatgegetg geaccaccgg accacggtca gcaacgtcaa 840
gatggacatc ctgtcctaca tgaggoggea ggcagecetg ggggtcaaga ggaagtaact 300
gaaggccgtc tcatcccatg tccaccatgt aggggaggga ctttgttcag gaagaaatcce 960
gtgtetcecaa ccacactate tacccatcac agacccottt cctatcacte aaggeoccocag 1020
cetggeacaa atggatgeat acagttetgt gtactgecag geatgtgggt gtgggtgeat 1080
gtgggtgttt acacacatge ctacaggtat gegtgattgt gtgtgtgtge atgggtgtac 1140
agccacgtgt ctacctatgt gtetttetgg gaatgtgtac catctgtgtg cotgecagetyg 12Q0
tgtagtgctyg gacagtgaca accctttctc tecagttetc cactccaatg ataatagttc 1260
acttacacct aaacccaaag gaaaaaccag ctctaggtcc aattgttectg ctctaactga 1320
tacctcaace ttggggeccag catctcocecac tgoctecaaa tattagtaac tatgactgac 1380
gtoeccagaa gittetgggt ctaccacact coccaaccee ccactcoctac ttectgaaqgg 1440
gecetecraa ggotacateoe ccaccceocaca gttcoteccctg agagagatea acctecceotga 1500
gatcaaccaa ggragatgtg acageaaggg ccacggaccee catggeaggg gtggegtett 1560
catgagggag gggcccaaag cccttgtggg cggacctecce ctgagectgt ctgaggggec 1620
agcccttagt gecattcagge taaggcoccoct gggcagggat gocacccectg ctecttogga 1680
ggacgtgcce tcaccectca ctggtccact ggeocttgagac tcacccegte tgoccagtaa 1740
aagectttet goagoagetg aaasaaaaaa aaaaaaaaa 1779

<210> 2

<211> 921

<212> ADN

<213> Homo sapiens

38



10

<400> 2

cagttaaaaqg
gcttcttgga
agtcggtgta
cectgegggy
gggactacac
tcggetteee
attcocctcaa
agtgcgaggt
cageteccag
cggtgtgteg
tgcccctacy
ccctgetgte
agttgcagtg
cgagggagga
gateccagte

agaaaaaaaa

gaggcgectyg
caattgcgec
tgectteteg
caaggtacta
ccagatgaac
gtgcaaccag
gtacgtccgg
gaacggtgcyg
cgacgacged
caacgatgtt
caggtacage
tcaagggccc
ctgotgtete
acacctgatc
tetgocagac

aaaaaaaaaa

<210>3

<211>735

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

gcggtgtceg
cggecgctgge
gggcggcggy
catcatettt
ataattgtgt
ttttccatga
accagttcca
tcaatggtac
tgeteceact
gtttatacta
tgtettttaa
aaaataatga

adadaaaadaa

gcagtagagc
ggggacgcgg
agctgeggga
ggagaattta
ggtgatttte
catgaatgtt
agatgctctt
ttttattgga
agttcatcag
ataagtttge
atgtttgagg
acaataaatt

daaaa
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ctggecectecce
atgtgtgcty
gogegeoeoge
cttategaga
gagetgeage
tttgggeatc
cctggtggty

ggggcgcacc

accgogetta
goctggaact
cgecgettoe
agctgtgect
gggggggttt

ttacagaaaa
caaggegagt

a

tecgectgeaga
ctggtttgga
getgeggcay
gcgacggcoge
tcaaaaacat
aactataaag
tacaaaatga
ggtgcaactg
tgttatttaa
tagtacagtg
atgttttaaa

gcggtggaaa

cttacagtgc
ctcggetage
tggcecggegy
atgtggegte
ggcgectegyg
aggagaacgc
ggttcgagec
ctctctteoge
tgacegaced
ttgagaagtt
agaccattga
agggecgeccec
tcatctatga
taccacctcg

tteceocacta

tcecgggetct
gcaggagegyg
ctgcggectce
ctgtgaacca
cctgttetta
tggtggaact
ctggtgaaag
acactcatag
aaaaaagtaa
tcagttattt
tacatgeatt

cctcaaaaaa

39

ttgttcgggg
ggcggcgycy
ggagectgtyg
¢etetgagge
accocgggge
caagaacgaa
caacttcatg
cttectgegy
caagcteate
ectggtggge
categagect
tectaceeceg
gggtgtttoe
agatgggtgce

ataaagtgee

gaccatgatt
cteggoagge
tgggatggag
gatccaagaa
ctgtacaatyg
ggacctgett
aactgttecca
gcttcacaaa
gaggaaagaa
aaagtggtaa
gtettecacga

ddaaadaaaaa

cgctcogetg
gcggeggecec
agectggget
accacggteoc
ctggtaggtge
gagattctga
ctcttogaga
gaggcoctge
acctggtete
cetgacggty
gacatcgaag
gectgettgge
tctaaaccta
tggtcctgtt

gggtgteage

tggegoocgeg
tggecttgaca
agcaatacat
acaatttctg
gcaaaaaagce
gaatatggaa
agaatatttg
gaaggaaaat
ttteagtgat
tgecegataa
agaagatgta

dddaaaadad

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200

921

60
129
180
240
300
360
420
48Q
540
600
660
720

735
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<210>4

<211> 2300

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4
actcggggea acaggcagat ttgcocetgcetg agggtggaga cccacgagec gaggectect &80
gecagtgttet gecacagcaaa cogcacgceta tggetgacag ccgggatcec gecagegace 120
agatgcagca ctggaaggag cagcgggccg cgcagaaage tgatgtectg accactggag 180
ctggtaaccc agtaggagac aaacttaatg ttattacagt agggccccgt gggocccttce 240
ttgttcagga tgtggttttc actgatgaaa tggctcattt tgaccgagag agaattcctg 300
agagagttgt gcatgctaaa ggagcagggg cctittggcta ctttgaggbtc acacatgaca 360
ttaccaaata ctccaaggca aaggtatttg agcatattgg aaagaagact cccatcgeag 420
tteggttcete cactgttget ggagaatcgg gttcagetga cacagttcogg gacectegtg 480
ggtttgceagt gaaattttae acagaagatqg gtaactggga tcetcegttgga aataacacce 540
ccattttctt catcagggat cccatattgt ttccatcttt tatccacagec caaaagagaa 600
atcctcagac acatctgaag gatccggaca tggtctggga ctictggage ctacghbcctg 660
agtctctgeca tcaggtttect ttctigttca ghtgatcgggg gattccagat ggacatcgec 720
acatgaatgg atatggatca catactttea agetggttaa tgeaaatggg gaggeagttt 780
attgcaaatt ceattataag actgacdcagg geatcaaaaa cctttetgtt gaagatgegg 840
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cgagactttec ccaggaagat cctgactatg gratccggga tcoctttttaac gecattgeca 900
caggaaagta cccctcctgg actttttaca tccaggtcat gacatttaat caggcagaaa 360
cttttcecatt taatccattc gatctcaceca aggtttggoe tcacaaggac taccctcetea 1029
toecrcagttgg taaactggte ttaaaccgga atccagttaa ttactttget gaggttgaac 1080
agatagcectt cgacccaage aacatgcecac ctggcattga ggccagtcct gacaaaatge 1140
tteagggeeg cetttttgee tatectgaca ctcaccgeca tegectggga ccocaattate 1200
ttcatatacc tgtgaactgt cectaccgtg ctcgagtgge caactaccag cgtgacggec 1260
cgatgtgcat gcaggacaat cagggtggtg ctccaaatta ctaccccaac agetttggtg 1320
cteoccggaaca acagceccttet goccctggage acagecatcca atattctgga gaaghgogga 1380
gattcaacac tgcecaatgat gataacgtta ctecaggtgeg ggeattetat gtgaacgtge 1440
tgaatgagga acagaggaaa cgtctgtgtg agaacattge cggecaccetg aaggatgeac 1500
aaattttcat ccagaagaaa geggtcaaga acttecactga ggtcecacccot gactacggga 1560
gecacatcca ggectctictg gacaagtaca atgctgagaa gectaagaat gegattcaca 1620
cectttgtgeca gtcocggatet cacttggegg caagggagaa ggcaaatctyg tgaggoccocggg 14680
gecoctgeace tgtgecagoga agettagegt tcatccgbtgt aacccgetca tcactggatyg 1740
aagattetec tgtgetagat gtgeaaatge aagetagtgg cttcaaaata gagaatccoca 1800
ctttetatag cagattgtgt aacaatttta atgetattte cecaggggaa aatgaaggtt 1860
aggatttaac agtecatttaa aaaaaaaatt tgttttgacg gatgattgga ttattcattt 1920
aaaatgatta gaaggcaagt ttctagctag aaatatgatt ttatttgaca aaatttgttg 1580
aaattatgta tgtttacata tcacctcatg geocctattata ttaaaatatg gectataaata 20490
tataaaaaga aaagataaag atgatctact cagaaatttt tatttttcta aggttctcat 2100
aggaaaagta catttaatac agecagtgteca tcagaagata acttgageac egteatgget 2160
taatgtttat teoctgataat aattgatecaa atteattttt ttecactggag ttacattaat 2220
gttaatteag cactgattte acaacagate aatttgtaat tgettacatt tttacaataa 2280
ataatctgta cgtaagaaca 2300

<210>5

<211> 1262

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5

41
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actetegega gatcectact ggctataaag geagegecse ggagagetet tgogegtett

gttottgect ggtgteggtg gttagtbtcet gegacttgtg ttgggactgg tgagtgtggg

cagtgeoggee cctgoggagt gaggegecgge gogeocttet tgoctgttge ctettcoetec

tectgtocgg
gaggcccgga
taggtgcggg
aattgggeac
agatatecage
cttcacettt
gaaactcaac
ggtcaataca
cococgaagogo
caggggcctt
cectgttgge
caaacatggyg
tgtccaaaag
caggctgogg
aaaacacaag
agggggtgga
goaggetact
attaaacttg
aa

<210>6

<211> 827

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 6

ggocogocoy
gtoccgagact
aacctggttg
cetgeccoca
ctgtetgact
gtgtgececa
tgccaagtga
cctaagaaac
accattgctc
tttateattg
cgetetgtgg
gaagtgtgee
agcaaagaat
tgggcagcca
acttcagatt
gagadcagec
ggtttgtatyg

aactgagace

cgctegggty
gektgagege
aaccccaagc
acttcaaage
acaaaggaaa
cggagatcat
ttggtgectte
aaggaggact
aggattatgg
atgataaggg
atgagacttt
cagetggetyg
atttctcecaa
tgagaacaaa
cagccgaatt
tttetteett
atgtattagt

ttgatgagte

ggggtgctgt

tgcgecacacc
tgataggaag
cacagetgtt
atatgttgty
tgetttcagt
tgtggattct
gggacccatg
ggtcttaaag
tattettegy
gagactagtt
gaaacctgge
gcagaagtga
acctcttctg
gtggtgtctt
tggtaggaat
agageaacee

tttaaaaaaa

42

gatgcgtgag
cctectegtggy
atgtcttcag
atgecagatg
ttettetttt
gatagggcag
cacttctgte
aacattcett
gctgatgaag
cagatcactyg
caggecttee
agtgatacea
gegetggget
tatttttttt
acaaggcagy
ggectgagtt
attaatettt

asaaaaaaaa

geagcocgygyy

gccocccacy
gaaatgctaa
gtcagtttaa
accetettga
aagaatttaa
atctagcatg
tggtatcaga
gcatctegtt
taaatgacct
agttecactga
teaagectga
gttttagtgc
ttccattagt
cctttectac
ggcgttgtgg
tgtagtttgt

dadasaaaaaa

60
120

180

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
360
1020
1080
1140
1200
1260

1262
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gcagtggagg cggcccaggce ccgccttcoccg cagggtgtcg cocgctgtgecc gctageggtg 60
ccecgectge tgeggtggea ccagcoccagga ggeggagtgg aagtggocgt ggggegggta 120
tgggactage tggegtgtge gecctgagac geotcageggg ctatatacte gteggtgggg 180
ceggeggtea gtetgeoggea geggcageaa gacggtgcag tgaaggagag tgggegtcotg 240
gcggggtocg cagtttcage agagcocgetg cagccatgge ccocaatcaag gtgggagatg 300
ccatcccage agbtggaggtg tttgaagggg agcocagggaa caaggtgaac ctggcagagce 360
tgttcaaggg caagaagggt gtgctgtitg gagttcctgg ggccttcacc cctggatgtt 420
ccaaggtteg getactgget gateccactg gggectttgg gaaggagaca gacttattac 480
tagatgatte gectggtgtec atctttggga atecgacgtet caagaggtte tecatggtgg 540
tacaggatgg catagtgaaqg gccctgaatyg tggaaccaga tggcacaggc ctcacctgea 800
gcctggcacc caatatcate tcacagetet gaggeccocctgg goccagattac ttecctecace 660
cctcoctate tcacctgccec agecctgtge tggggcoccctg caattggaat gttggccaga 720
tttetgeaat aaacacttgt ggtttgegge caaaaaaaaa aaaaasaaaaa aaaaaaaaaa 780
AaaaaaAaaAAa AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAA 827

<210>7

<211> 1593

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 7

43
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geggtgecect tgoggegeag ctggggtoge ggecctgecte cccgegettt cttaaggeece 60
gogggcggeg caggagegge actcgtgget gtggtggett cggcagegge ttcagcagat 120
cggcoggeate agegghtagea ccagcactag cagcatgttg ageocegggeag tgtgeggeac 180
cagcaggcag chtggectocogyg tittggggta toctgggeteoc aggecagaage acagecteec 240
cgacctgcce tacgactacg gecgccocctgga acctcacatc aacgegcaga tcatgcaget 300
gcaccacage aagcaccacg cggoctacgt gaacaacctg aacgtcacog aggagaagta 360
ccaggaggeg ttggeocaagg gagatgttac ageccagata getettcage ctgcactgaa 420
gttcaatggt ggtggtcata tcaatcatag cattttetgg acaaacctca gocctaacgg 480
tggtggagaa cccaaagggg agttgectgga agecatcaaa cgtgactttg gttcoccetttga 540
caagtttaag gagaagctga cggeotgeate tgttggtgtc caaggetcag gttggggttg §00
gettggtttc aataaggaac ggggacactt acaaattget gettgtccaa atcaggatce 660
actgcaagga acaacaggcc ttattccact goctggggatt gatgtgbtggg agcacgctta 729
ctaccttcag tataaaaatg tcaggectga ttatctaaaa getatttgga atgtaatcaa 780
ctgggagaat gtaactgaaa gatacatgge ttgcaaaaag taaaccacga tegttatget 840
gagtatgtta agetetttat gactgttttt gtagtggtat agagtactge agaatacagt 900
aagctgeotcoct attgtagcat ttcttgatgt tgettagtca cttatttcat aaacaactta 360
atgttctgaa taatttetta ctaaacattt tgttattggg caagtgattg aaaatagtaa 1020
atgctttgtyg tgattgaatc tgattggaca ttttcttcag agagetaaat tacaattgte 1080
atttataaaa ccatcaaaaa tattccatee atatactttg gggacttgta gggatgectt 11490
tetagtecta ttetattgea gttatagaaa atctagtett ttgecccagt tacttaaaaa 1200
taaaatatta acactttece aagggaaaca cteggettte tatagaaaat tgoacttttt 1260
gtcgagtaat cctctgecagt gatacttctg gtagatgtca ceoccaghggtt tttgttagot 132Q
caaatgttcc tgtatagttt ttgcaaatag agctgtatac tgtttaaatg tagcaggtga 1380
actgaactgg ggtttgctca cctgeacagt aaaggraaac ttcaacagca aaactgcaaa 1440
aaggtggttt ttgeoagtagg agaaaggagg atgtttattt gocagggogoc aagoaaggag 1500
aattgggcag ctcatgettg agacccaate tccatgatga cctacaaget agagtattta 1560
aaggcagtgyg taaatttcag gaaagcagaa gtt 1593

<210> 8

<211> 3174

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

44



tectcctggg
cggggeccge
ccacttecge
ggeggeggyge
tcacgogege
cgcecgetge
ggctggccag
acaagetggyg
cagetgteca
gtaaattcaa
ccatctatca
tcacgagtga
tectgatege
gettaggaat
ttgttggtge
agacatcact
ccaactgecac
aggaggttaa
ggctaccagt
tecegaatac
atatcategt
tatgtggaaa
gactttttga

tcagccacce

tcttgeectag
gecocectas
gtgcatggae
ggegegegas
cctctcecgt
tggcgeogty
cgogogoagy
tggeacttge
ctetgaatte
ttggegtgtt
aaacaatctc
tcccaageece
cacaggtggt
aaccagegat
aggttacatt
gatgatacgg
ggaggagctyg
aaagactttg
catgaccatg
caaggaccetg
agacgaatte
agetettett
atataaggaa

ccctattggg
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cggogggoyc
cdeggggace
ctgetgedee
ttecgagget
gccatggect
gecctcctatg
gecggeogage
gtgaatgttyg
atgeatgate
attaaggaaa
accaagteoce
acaatagagg
atgeccectcoca
ggatttttte
gctgtggaga
catgataagg
gagaacgctg
tegggettgg
attccagatg
agtttaaaca
cagaatacea
actecagttyg

gattccaaat

acagtgggac

atgcttagtc
gedeceggge
gagecectgag
tectgetget
gecaggcagga
actacctggt
tgggtgcocag
gatgtgtace
atgetgatta
agegggatge
atatagaaat
tcagtgggaa
cccctcatga
agctggaaga
tggecagggat
tacttagaag
gegtggaggt
aagtcagcat
ttgactgcet
aactggggat
acgtcaaagy
caatagetge
tagattataa

tcacggaaga

45

accgtgaggae
cgecagecas
cgecggegey
tetgecegag
gccgecagecg
gatogggggce
ggccgeegtyg
caaaaaggta
tggettteca
ctatgtgage
catccgtgge
aaagtacacc
gagccagatc
attgecegge
cctgtcagee
ttttgattea
gctgaagttce
ggttactgca
getetgggeco
teaaaccegat
catctatgea
tggecgaaaa
caacatccca

tgaagccatt

tgcgettgec
acttggegey
ggacegaget
cecgeggeda
cagggeccge
ggctegggey
gtggagagcc
atgtggaaca
agttgtgagyg
cgectgaatyg
catgcagecet
gccccacaca
cocggtgeca
cgcagegtea
ctgggtteta
atgatecagea
tcccaggtca
gttcccggta
attgggegog
gacaagggte
gttggggatyg
ctitgeceate

actgtggtcet

cataaatatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440
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gaatagaaaa tgtgaagacc tattcaacga getttacecce gatgtatcac gecagttacea 1500
aaaggaaaac aaaatgtgty atgaaaatgg tetgtgetaa caaggaagaa aaggtggttg 1560
ggatcecatat geagggactt gggtgtgatg aaatgetgea gggttttget gttgeagtga 1620
agatgggagc aacgaaggca gactttgaca acacagtcoge cattcaccet acctcttcag 1680
aagagctggt cacacttegt tgagaaccag gagacacgtg tggogggcag tgggacccat 1740
agatcttcty aaatgaaaca aataatcaca ttgacttact gtttgagttt tatgtatttce 1800
tttattttaa teaggatett ¢tgatagtgg aaatttttag tacataatag aacttattta 1860
tggagttaga aatttgtagt gttatocagg attgatttte atttgatcac ateteacagt 1920
aattaatatt ttcaaghtttt ttittttatta acagetctgt getaghtttt tttttetght 1980
ttagcctcat cccaaatata aagetttgty aagtacaatt aacttaatgt acttgaatga 2040
atagaacttyg ctactttttt tttttttttt tttgagacag agttttgetc tcattgecca 2100
ggctggagtg cggtggtget atttcagetc accacaacct ctgectectg ggttcaagtg 2160
attetectge cttagectee cgaatageotg gaattacagg cacgeaccac catgectgac 2220
taattttgta tttttagtag acatggggtt tetecatgtt ggtcaggetyg gtetcaaact 2280
cecacdettea ggtgateoge cecacctegge ctectgaggt getgagatta caggegtgag 2340
ccactgtgec agecttgctaa ttttcacaga agttgatgge aattcttcac atgtaaacag 2400
tgccagtgea cagaaccttt atatattttt tgaagceccagt actgtgectet geatataaca 2460
aagctgcttc aaggatgaga cctttttcta aaagcatgta atgtgagaag ccggectgec 2520
ttattttett ttttettttt taatgattaa aaatagtttg tggeaaggea cggtggetea 2580
ggectgtaat totageactt tgggaggeoceg aggcaggagyg attacttgag cctacaaght 2640
tgaggeoccage atgeacagea tagcaagact gecatctetac agagagtaaa aaaaattace 2700
cgagtgtggt gatgtgcate tgtaatctca getacttggg aggctgaggt gagaggatca 2760
cttgagettyg ggtgaggtga ggoctgeoagtyg agtoctgatce atgetgetge actcaatett 2820
ggacaacaga gcaagacocct gtctcaaaaa aaaaaaaaaa aaatatatat atatatatat 2880
attattttta tgaggtgaag tgeatcaaac ttgggaaaga tttgaggagg ctgggaacet 2940
cctggaaaac cactecttga agaaagatat gagagacatt tagaagtgat toctgettte 3000
agaaggaggt ggattcaaat acatcaaaag teecttecte tgetaaghgt ttataghbtea 3060
atgaataatt tcaatatttg tatgtgttct tgtcatttta tttttttcotg aaaaacttee 3120
aaaaatttga aaataaaatt acagcctttt cttcttataa aaaaaaaaaa aaaa 3174

<210>9

<211> 1661

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 9

46
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attgcattec tgggcattge taactagtga agtataccag atggaaatgt cttegaaget &0
gtcecctttaa aactcgagca agcectaccagg caaactcege ctecagggag gttecttatt 120
aaataggagc caactggctg ggtceggggct caatacccca agcaatacct gcaactgagg 180
attcttcocg gggagaccge agcoccatcgg catggcetcaa gagtttgtga actgcaaaat 240
ccagcctggg aaggtggttg tgttcatcaa gcocccacctgce cecgtactgca ggagggcocca 300
agagatcctc agtcaattge ccatcaaaca agggecttetg gaatttgteg atatcacage 360
caccaaccac actaacgaga ttcaagatta tttgecaacag ctcacgggag caagaacggt 420
gcoctegagte tttattggta aagattgtat aggeggatge agtgatcetag tetetttgea 480
acagagtggg gaactgctga cgcggctaaa gcagattgga getctgcagt aaccacagaa 540
caggccccat gctgacgtcc ctcoctcaaga goctggatggce attgcaaatg atgacagcac 600
ttctggtgga tgaatttggg ggcacaaaca gcttttttecc tcttttgget cagtatttaa 660
aagtggacca acttgetett aatcacaggg ccaagaaggt tgacgggoca tettggtitt 720
cttotggatg tgcoctcotttgg tttteagaag actgtgacaa gttetggeocee aggatteget 780
cactgaccct caattgtect ctttggecatg cgtttettac tgttcetecat gtgtcecggeat 840
gtctctacct ctaagccagt gtttttcaac tatgtttatc cagactcctt ctccacaatg 900
atgaatccac agttggttat ctgctactge ccattagcta aaatcatttt gectgcttgac 960
tttatggagt ttgtattatg aaatcagtgg gtattttgaa tgtgkbtettt ctaactacat 1020
gcatetetee actcaactee acedeatcec atcecaccett gaaaatecact getetgaace 1080
agtgttetee accttgtect ccacagatet cataggaaat gttcaacaat tetgtgaaag 1140
gtcacaggac ccaattggag aaatcatatg aaaageatag ttggtettgg tgteatatgg 1200
atcagaggca caagtgcaga ggctgtggtce atgeggaaca ctcotgttatt taagatgget 1260
atccagataa tcctgaacac tgtgtattta ttttatttag actaccagca aagattaaag 1320
catgaaatgt aaaacatctg ataaaactta cagcccccta caccaagagt gtatctgtga 1380
aagagctect acactttgaa aacttaagaa teccettatca tgaagtttge ctgttetaga 1440
attgtaagat tgttaattte cttcaatcte tagtgacaac acttaattte ttttctaata 1500
aaaaaaacet atagatgatt cagtgatttt tgtecaatte atttgeatgt tetcaagaca 1560
ttaaggaatg ttatgcgaaa tacactaact taaaactgtg tttatatttg gcocctgccat 1620
tataaataaa gacacgtgct gctgbcaaaa aaaaaaaaaa a 1661

<210> 10

<211>1039

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 10

47



10

gctogtecge
tcgoggecca
gtetageett
dcagacacty
teggactaca
tgcceccaceg
gaagtgctgg
cggaaagagyg
ttgtetgagy
atcatcgatg
tecegtggatg
gtttgteceg
aaggaatatt
ctaggtgcct
gaaaggecag
gectteteat
cgcacacagyg

adaaaaaaaaa

tccctecceo
gggctcactt
tgeccacgea
acttcaagge
aagggaagta
agatcatcgce
gogtctoggt
gaggcttggg
attacggegt
gcaagggtgt
aggetetgeg
ctggctggaa
tctccaaaca
gtgctgggtyg
acctgeceet
gactecaccet
cetagaggta

aaaaaaaaa
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gcgocgtgea
ggcgctgaga
gettteagte
cacageggty
egtggtecte
gttcagcaac
ggactctcag
ccccctgaac
getgaaaaca
cettegecayg
getggtecag
gcctggecagt
caattaggct
tccacctgtg
ccaaactoca
agaagctgaa

accaataaag

cgtcttggtt
acgcgggtce
atggectecy
gttgatggeg
tttttectace
cgtgcagagg
ttcacccacc
atccccctge
gatgagggcea
atcactgtta
gectteoeagt
gacacgatta
ggctaacgga
cccccacety
cagtatggga
tagtgacgee

tattagggaa

<210> 11

<211> 2799

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

acgtgtgegyg
cgggggctga
acaaggeocac
agcagctygy
aagtettgge
ageagttgag
tgttggette
gggtgeagea

gaagaagtct

gagggaagea
tggaagtgca
agctctgtgt
gcagctcteg
tttgetgeag
atggecacgt
acccttggag
gaagacccco

gatcctgagg

ggaagtgact
gtgggggctyg
tccaggectt
tgttegtatt
gggtcatgtt
cetetgaggyg
cggcttttgt

agacgaccet

gtccecgeget

gegggagtgyg
gagagggcac
getggggace

ctctagtgga

ggcagettoo
ctteggtges
ctacttgget
ggcactgaac

gctctteect

48

cgggecggge
acgcgtgtga
gtaacgegeyg
cecttcaaaga
ctetggactt
acttccgcaa
tggcttggat
ttgctgacgt
ttgectacag
atgatttgee
acacagacga
agcccaacgt
tagtgagctt
ggtgccectat
cectggaggy
cteccocaaqg

aggtgtgaaa

ageeggegayg
cctactgtat
ttettcacct
cagaggcgga
tattggteote
tttgeettet
gacctcctga

ttcoggctecta

gagagtgaac

ataaaaggct
tcgteegtge
catoggaaag
ggtgaagetg
cacttttgtg
gctgggetgt
caacaccccc
gaccagacgc
gggectettt
tgtgggacge
gcatggggaa
ggatgacagce
gtgeccectge
gctgacccag
ctaggecaag
cccacccage

adadadaaaa

agagtggcag
ccagcatgct
gggggatgac
tcttagatgg
ttetggecas
tecctghgge
tgectcactt
cgttgatgaa

tttccatccg

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

1020

1039

60
120
130
240
300
380
420
480

540



gataggtaga
gaaggcggea
tetggcacag
tatacacaac
ggcatctget
cooogagygyge
tttctggtat
tgecgtggtyg
ggtctacgtg
ggcatectgyg
ctagggctga
ttectatggga
atctcattat
gatttttgat
cactgaatgg
acttcgggac
aaaagacgtc
ctetcateog
ctggagcatc
tgtcttectt
aggaaattgg
tgaaggaaag
agacagagtg
tttgtegege
tctaagagac
aaggagccat
tcectgttga
tgceagaggy
atttcccett
gagtcgaact

gcaatgacct

gotgggette
goecactggee
cccggoggea
gttecagagg
acctttgaga
ctggetgtca
gggcagctga
ctggetgage
gtcatggacg
gectoecatee
gacgcttcgg
caacaagctt
cactgattgac
ttaatgggga
actctctett
cttctatcetyg
tcctaageat
cocctectge
ataaagatag
tacctecccceo
ctagtctgge
gggatgagga
tgggtttgtt
tttecaaatt
ttggagacac
ttcagttaac
ccatttggta
ctcaggatgg
taaagtaaat
agaccagaag

gtccactteca

ES 2614978 T3

tttcagacaa
ttecagaggg
gcagetggag
gtetegetgt
gtgccaggaa
gacttooott
gcggcatggt
ccateetgece
acatecatccc
tgggatttgt
acccegggaa
ctttctteac
tctgattata
attttaaggt
cagtgggatt
cctecccaact
tttggtggece
tecateactyg
caagctacct
taaggagata
tttttttttt
caactgtgaa
cggaggcctc
tettaggeat
cagcaaactyg
tcaagtgaat
acttataatc
gaaaggaaga
tttagcecaac
ccagectact

aacacagata

gagtgagaat
tectgetgte
gaggatcgca
tggagttgga
tttggccatt
gcgaggggea
ggagccectg
ctacgetetyg
cgaagcccag
agtgatgatyg
aggccatacg
attaaaactt
atagaaccat
gtcatggaaa
atcaaggaac
cctcaaggte
tagtgactca
ctgagectet
tecaaggeey
ctacatggga
ttttttttta
ctcacagtga
tgctgtcaat
ttattttgat
ctagaactca
gaaagagttt
tgacaaaaac
aggggatagg
tcatcattect
ccttcttaca

aggcctgeca

49

gogtgaggcat
cetgtgectt
ctgectcatct
tttggggcta
ggaatcggga
ggottoteoca
geceggggtcet
gectttgetyg
atcagtggta
tecactggacyg
aagaaacagc
ttttccttee
ttttactttg
tacagattet
ttcagatcag
acctatagaa
gggcagagty
ccoccatetag
agccagccca
gggggacaca
aaggcaaaga
gecctgtagga
ggattccagyg
aagtttatag
aactcttcaa
tggaatectge
tcttgagetg
aaaagaagaqg
gaaatgtcco
tagcttctee

tecteattgg

atcagagaaa
ctegagggaa
tggccatcac
tagaaaagac
toccagaattt
cctggagagce
ttggtgectkt
ceggtgecat
atgggaaact
ttggectggg
agtggttggc
tctettette
ctttgaggga
ttgttttgge
ggaaatcteoc
gocgagetace
goccageacac
aatgttggaa
gagaggagca
gaaaaaggga
ttgacattat
aagaagagac
agcaaggcca
ceatcatgtt
ttactcaaag
tgtgggtect
caacaggect
gtaattttac
tataaagaat

aacaggggta

ttaaaggeac

600

660

720

780

840

200

950

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



10

15

acgtgagact
geattgcatt
tetectgete
gttcttcega
attaactggt

tacataatgec

aaaaagggyga

ttecagtggge
gteagtgtet
tgtgaatget
agcactgatg
gtggtggttyg
aaattgtgct

tgttgtggat

<210>12

<211> 981

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

gtttggggec

ggtgctggtt

ccaggacctc
cgacggecca
ggtgtgggga
tggagataat
acacggtggg
caaagatggt
ttgcatcatt
aaatgaagaa
gatcgcccaa
tgctageotgt
gtgtgacttt
tggaagattt
ttgccagact
ctgtgaataa

actaaaaaaa

agagtgggcg
tgcgtegtag
ggcgtggoct
gtgcagggca
agcattaaag
acagcaggct
ccaaaggatg
gtggecgatyg
ggccgcacac
agtacaaaga
taaacattcc
agaaatgtat
ttecagagttyg
gtatagtttt
taaatcacag
aaaccctgta

adadadadaa

<210>13

<211> 508

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13

ES 2614978 T3

tctgctgaga
getetecagag
atcagacccoe
atcaaaattg
gtgtatgtat
ttctgatgga

gaaaaaaaaa

aggcgcggag
tctecectgeoag
agcgagttat
tcatcaattt
gactgactga
gtaccagtge
aagagaggca
tgtetattga
tggtggtceca
caggaaacgc
cttggatgta
ccetgataaac
ctttaaagta
ataaaactca
atgggtatta
tggcacttat

a

aggaaggcag
tttacacatt
aaaggccaac
aagacacatt
gttttatttt
caagacctca

aaaaaaasaa

gtectggecta
cgtotggagt
ggcgacgaag
cgagcagaag
aggcctgcat
aggtccteac
tgttggagac
agattectgtg
tgaaaaagca
tggaagtcgt
gtctgaggce
attaaacact
cetgtagtga
gttaaaatgt
aacttgtcag

tatgaggcta

50

cccaggagtce
caattgctte
cttgggctog
cagaggtttg
tatgtctttg

taactgtgat

taaagtagtc
tteocgttgea
gocgtgtgeg
gaaagtaatg
ggatteccatg
tttaatccte
ttgggcaatg
atctecactet
gatgacttgg
ttggcttgtyg
ccttaactca
gtaatecttaa
gaaactgatt
ctgtttcaat
aatttctttg

ttaaaagaat

aggtatgcag
caagggtgaa
gtoctatgtac
attggttgag
tatgtagttc

taatatcaat

gcggagacgyg
gteccteggaa
tgctgaaggg
gaccagtgaa
ttcatgagtt
tatccagaaa
tgactgetga
caggagacca
gcaaaggtgg
gtgtaattgg
tetgttatce
aagtgtaatt
tatgatcact
gacetgtatt
tcattcaage

ccaaattcaa

2460

2520

2580

2640

2700

27460

2799

60

120

180

240

300

360

420

480

540

6Q0

660

720

780

840

9Q0

960

981
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tttggtgett tggatecatt tecateggte cttacagecg ctegtecagac tocageagee 60
aagatggtga agcagatcga gageaagact getttteagg aagecttgga cgetgeaggt 120
gataaacttg tagtagttga cttetcagee acgtggtgtg ggocttgeaa aatgatcaaqg 1380
cetttottte attecctete tgaaaagtat tecaacgtga tattcoccttga agtagatgtg 240
gatgactgtc aggatgttge ttcagagtgt gaagtcaaat gecatgccaac attccagttt 300
tttaagaagg gacaaaaggt gggtgaattt tectggagcca ataaggaaaa gcttgaagec 360
accattaatg aattagtcta atcatgtttt ctgaaaatat aaccagocat tggcoctattta 420
aaacttgtaa tttttttaat ttacaaaaat ataaaatatg aagacataaa cecagttgec 480
atetgegtga caataaaaca ttaatget 508

<210> 14

<211> 1591

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 14

51
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ccctgegtet ctgoococgeoce cgtggogococc gagtgcactg aagatggcecgg ctgoetgtagg 60
acggttgcte cgagegtcegg ttgoccgaca tgtgagtgcoc attcocttggg gcattteotge 120
cactgcagece ctcaggcoctg ctgecatgtgg aagaacgage ttgacaaatt tattgtgttc 180
tggttccagt caagcaaaat tattcagecac cagttcetcea tgececatgeac ctgetgtceac 240
ccagcatgea ccctatttta agggtacage cgttgtcaat ggagagttca aagacctaag 300
ccttgatgac tttaagggga aatatttggt gottttette tatcctttgg atttcacctt 360
tgtgtgtcct acagaaattg ttgcttttag tgacaaagct aacgaatttc acgacgtgaa 4210
ctgtgaagtt gtcgcagtct cagtggattc ccactttagc catcttgcct ggataaatac 480
accaaggaag aatggtggtt tgggccacat gaacatcgca ctettgtcag acttaactaa 540
gcagattteoe cgagactacg gtgtgetgtt agaaggttet ggtettgecac taagaggtet 600
cttcataatt gacccecaatg gagtcatcaa gecatttgage gtcaacgate tecccagtggg 660
ccgaageogtg gaagaaaccec tecgettggt gaaggogttce cagtatgtag aaacacatgg 720
agaagtctgc ccagcgaact ggacaccgga ttctcecctacg atcaagceccaa gtcocagetge 780
ttccaaagag tactttcaga aggtaaatca gtagatcacc catgtgtatc tgcaccttct 840
caactgagag aagaaccaca gttgaaacct gettttatca ttttcaagat ggttatttgt 200
agaaggcaag gaaccaatta tgettgtatt cataagtatt actectaaatg ttttgttttt 960
gtaattctgg ctaagacctt ttaaacatgg ttagttgeta gtacaaggaa teoctttattg 1020
gtaacatett ggtggetgge tagetagttt ctacagaaca taatttgect ctatagaagg 1080
ctattcttag atcatgtctc aatggaaaca ctcttettte ttagocttac ttgaatcttg 1140
cctataataa agtagagcaa cacacattga aagcttctga tcaacggtbcc tgaaatttic 1200
atcttgaatg tctttgtatt aaactgaatt ttcttttaag ctaacaaaga tcataatttt 1260
caatgattag ccgtgtaact cctgcaatga atgtttatgt gattgaagca aatgtgaatce 1320
gtattatttt aaaaagtggc agagtgactt aactgatcat gcatgatccc tcatccctga 1380
aattgagttt atgtagtcat tttacttatt ttattcatta getaactttg tcetatgtata 1440
tttetagata ttgattagtg taatcegatta taaaggatat ttatcaaate cagggattge 1500
attttgaaat tataattatt ttetttgetg aagtattcat tgtaaaacat acaaaataaa 1560
catattttaa aacatttgca ttttaccacc a 1591

<210> 15

<211> 1246

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 15

52
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gtetttgece tcocgogacgec gecaccteocg gaacaageca tggtggogge gacggtggea 60
gcggegbtgge tgctectgtg ggectgeggee tgegogecage aggagcagga cttctacgac 120
ttcaaggegg tcaacatceg gggcaaactg gtgtogetgg agaagtacceg cggatcggtg 180
tceoetggtgg tgaatgtgge cagegagtge ggcttcacag accagcacta ccgagecctg 2490
cagcagetge agecgagacct gggcccccac cactttaacg tgectogeoett ccectgeaac 300
cagtttggee aacaggagcce tgacagcaac aaggagattg agagectttge ccgcoegeacce 360
tacagtgtcet cattcceocat gtttagcaag attgcagteca ceggtactgg tgoccatcet 420
gecttecaagt acctggeoceca gacttetggg aaggagecca cetggaactt ctggaaghac 480
ctagtagcce cagatggaaa ggtggtaggg gcttgggacc caactgtgtc agtggaggag 5490
gtcagacecce agatcacagec gctegtgagg aagctcatec tactgaagecg agaagactta 600
taaccacege gtcectectect ccaccacete atccegecca cetgtgtggg getgaccaat 660
gcaaactcaa atggtgette aaagggagag acccactgac tetecttect ttactettat 720
gecattggte cecatcattet tgtgggggaa aaattctagt attttgatta tttgaatett 780
acagcaacaa ataggaactc ctggccaatg agagctecttg accagtgaat caccagecga 840
tacgaacgtec ttgccaacaa aaatgtgtgg caaatagaag tatatcaage aataatetcec 2309
cacccaagge ttctgtaaac tgggaccaat gattaccteca tagggetgtt gtgaggatta 360
ggatgaaata cotgtgaaag tgectaggea gtgecageca aataggagge attcaatgaa 1020
cattttttge atataaacca aaaaataact tgttatcaat aaaaacttge atecaacatqg 1080
aatttccage cgatgataat ccaggecaaa ggtttagttg ttgttattte ctetgtatta 1140
ttttcttecat tacaaaagaa atgcaagttec attgtaacaa tccaaacaat acctcacgat 1200
ataaaataaa aatgaaagta tcctcctcaa aaaaaaaaaa aaaaaa 1244

<210> 16

<211> 942

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 16

53



10

gagcgetetg
ggteggetgg
geoctttgecg
ccgggaccat
ccgccaaggda
tegtecacecaa
acctgeacge
tegggaagea
tcaaattcga
agtggatgaa
tcaccaagtt
agcecctggt
cgeccgages
caaacctget
atggcctget

caaattagcc

gagggegtgg
acgaggggag
cctactgaag
gtgcgegtec
catcgacggg
cgtggecetec
ccgatacget
ggagccaggg
tatgttcage
gatccaaccc
cctcatcgac
gatagagaag
cctgeceacy
ggtggggceag
gggcttggcet

tgctggaaaa

<210> 17

<211> 1342

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17

gaggaagtga
gctcgocattg
tctccaggaa
cacaatgcag
cgaggatcete
tcaacagtga
teetggggec

aggtggatat

cgacaggegt
cagggagatyg
gcoctctcag
tcotggtgge
cttgacaacce
gacaccagtyg
gaggttagag

tgatgaccac
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ccegtgggaaa
gagccgetgg
cecggegetge
cgggacgact
cacatggtta
cagtgaggca
gagtgtggtt
agtaacgaag
aagatctgeg
aagggcaagyg
aagaacggct
gacetgoece
cecettggage
acccgaaaat
cggcgoccec

dadadadada

geocttgaca
gctcagcgac
ggtcagtgge
ctgactgtaa
tttaatatec
gttgtggatt
aagatggtgy

acagacctcg

ggaggcgcgyg
cteccageoec
tctgtgggge
ggcgetgtge
acctggacaa
agaccgaagt
tgeggateoet
agatcaaaga
tgaacgggga
gcatcctggyg
gcgtggtgaa
actattteta
cttecaccgg
ccagegtgea
accecctggct

adadadaaada

ggcagggagg
ttottcectgag
cacccctcac
cacccaaccc
aggatggace
tecacgeaca
coaagoagoa

ccattgagta

54

aaagccgacy
cgcegegatg
tctggecgeg
gocgctcocatg
gtaccgggge
aaactacact
ggectteeeyg
gttegeogeyg
cgacgcccac
aaatgccatc
gcgctacgga
gctecacaag
cacteatgace
cecogecgya
accttgtggy

daa

cgegtceocatt
agccteggec
cctggectgg
cacgagtttt
ttcgtgtgea
cagctegteg
tgtaaccagt
ggctacaacg
cogetgtgga
aagtggaact
cccatggagyg
tgtgtggece
ggectgecetyg

ggaaggtcec

aataaacaga

getaggetgt
gaggttcctg
ttccagagce
agcccggaca
tgactttcaa
gtggtgtgga
cgggaaggtyg

tgaggtgtca

gecatceoctee
gcoctectgtca
ctgcagaccc
atatacacca
gaccgagtgg
ccctgeaaga
gtgatggeoca

gcggtgocca

€0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
860
720
780
840
200

942

60

120

180

240

300

360

420

480
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ctgtgetgge catgaagaat ggggacgtgg tggacaagtt tgtgggcate aaggatgagg 540
atcagttgga ggccttectg aagaagctga ttggctgaca agcagggatg agtcctoggtt 600
cecttgeoceg cgtgggacce caatagaact cagececttec atgecagece ttectgetge 660
ctecotecty tetggetect ggggeccatyg cttagagece aggetocage cctgagtget 720
tecgagetgyg cggactgece aggggecate agaggatggt ggtgetgetg ctgatceggg 780
gaccegetgte thecctecda tacgeocttte atcectectt ctagggecta tggeagttet 840
ceccaggatgt ghggegagag coctgggeocag cccacagegt tectagtcag gcagecacac 200
cttggtccte atckttggtcc cttecaatct gaaacctegt gectggctcg tctgecaccet 860
acatttctct ttccagetge tgttttgtaa aaagaaaaag aaaaaagaag cccaaactag 1020
tgagagtaat atctaattat cteatttttt gtaggtetgt gataaagaac ttagtecatce 1080
cttocaccte ctactgtgaa gaacagacee tgggteccac actgaaatece cetcetagtea 11490
cocattoceca cococragygy agetgootes caggeagyuey gtgcagaaaa tgattgatgg 1200
getggggaac cctggagage ctcogactccg gaagtctcaa ggtgectoct cctotcoctta 1260
getggeocegt tggttttectg agecaggggge tgaactgtga acaagtcaga caaataaage 1320
aagggtctgec accatcaaaa aa 1342

<210> 18

<211> 921

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 18

55
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geggogeteg cgecaaggga cgtgtttetg cgetegegtyg ghtoatggagg cegetgeeget 60
getageageg acaactocgg accacggocg ccacagaagqg ctgettoetge tgecgetact 120
getgttectyg ctgecggetyg gagetgtgea gggetgggag acagaggaga ggeceeggac 180
tcgecgaagag gagtgeccact tctacgcggg tggacaagtg taccogggag aggcatccecyg 240
ggtatcggtc goccgaccact ccctgecacct aagcaaagcg aagatttcca agccagcogec 300
ctactgggaa ggaacagetg tgatecgatgg agaatttaag gagectgaagt taactgatta 360
tegtgggaaa tacttggttt tettetteota cecacttgat ttecacatttg tgtghecaac 420
tgaaattate gottttggeg acagacttga agaattcaga tcetataaata ctgaagtggt 480
agcatgetet gttgatteae agtttaceca tttggectgg attaatacce ctegaagaca 540
aggaggactt gggccaataa ggattccact tctttcagat ttgacccatc agatctcaaa 600
ggactatggt gtatacctag aggactcagg ccacactctt agaggtctcet tcattattga 660
tgacaaagga atcctaagac aaattactct gaatgatctt cctgtgggta gatcagtgga 720
tgagacacta cgtttggtte aageatteoca gtacactgac aaacacggag aagtetgeocce 780
tgetggetgyg aaaccotggta gtgaaacaat aatcecagat cceagetggaa agetgaagta 840
tttegataaa ctgaattgag aaatacttet teaagttatg atgettgaaa gttotcaata 900
aagttcacgg tttcattace a 921

<210>19

<211>1200

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19

56
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cagttaaaag gaggcgcctg ckggecctcce cttacagtge ttogttcgggg cgectcegetyg 60
gcttecttgga caattgegee atgtgtgetg ctoggetage ggoggoggeg goggoggoce 120
agtcggtgta tgecttecteg gogegeocge tggocggogy ggagectgtg ageectggget 180
coctgegggy caaggtacta ¢ttatecgaga atgbtggegte cetetgagge accacggtee 240
gyggactacac ccagatgaace gagetgeage ggegectegyg accceegggge ctggbtggtge 300
teggettode gtgdaaccag tttgggeate aggtgogecy ggoeggagegy gueguaacay 360
gggcggacgt gcagtagtgg ctgggggege cggeggtgty ctggtgggty cogteggete 420
catgcgogga gagtctgget actctctegt tteoctttetg ttgetcecgtag ctgetgaaat 430
tcctectecge cettgggatt gogeatggag ggoaaaatce cggtgactca tagaaaatct 540
cecttgtttyg tggttagaace gtttetetec tectettgae ccegggttet agetgeocett 600
ctetectgta ggagaacged aagaacgaag agattotgaa ttecctcaag tacghoegge 660
ctggtyggtgy gttegagece aactteatge tettegagaa ghgegaggtyg aacggtgogy 720
gggegeacee totettogee tteoctgoggyg aggoocctgoe agoetoccage gacgacgoca 780
ccgegettat gaccgaccece aagetcatca coctggtctece ggtgtgteoge aacgatgttg 840
cctggaactt tgagaagttce ctggtgggece ctgacggtgt goccctacge aggtacageco 900
goeegettoea gaceattgae ategagectyg acategaage cetgetghtet caagggecea 960
gotgtgecta gggegecdet cdoctacdecegyg ctgottggea ghtgcaghge tgetgteteg 1020
ggggggttit catetatgag ggtgttteoct ctaaacctac gagggaggaa cacctgatet 1080
tacagaaaat accacctcga gatgggtgct ggbtectgttyg atcccagtet ctgccagacc 1140
aaggcgagtt tccccactaa taaagtgeecg ggtgtcagca gaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1200

<210> 20

<211>1274

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20
gettetgtet ggeggeggoa geatggegge gggggeggct gaggeagetg tageggeegt 60
ggaggaggte ggetcageoyg ggcagtttga ggagetgetyg cgecteaaag ccaaghocet 120
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ccttgtggte catttctggg caccatggge tccacagtgt gcacagatga acgaagttat 180
ggecagagtta gctaaagaac tccctcaagt ttcatttgtg aagttggaag ctgaaggtgt 240
tcetgaagta teotgaaaaat atgaaattag cteotgttcce acttttcetgt ttttcaagaa 300
ttctcagaaa atcgaccgat tagatggtge acatgoccca gagttgacca aaaaagttca 360
gcgacatgea tctagtggcet ccttoctace cagegoctaat gaacatctta aagaagatct 420
caacctteoge ttgaagaaat tgactcatge tgcccectge atgetghita tgaaaggaac 480
teoctecaagaa ccacgetgtg gttteageaa geagatggtg gaaattceotte acaaacataa 540
tattcagttt agecagttttg atatcttete agatgaagag gttcgacagg gactcaaage 600
ctattcecagt tggectacet atectcaget ctatgtttet ggagagetca taggaggact 660
tgatataatt aaggagctag aagcatctga agaactagat acaatttgtec ccaaagctcc 720
caaattagag gaaaggctca aagtgctgac aaataaagect tcectgtgatge tcectttatgaa 780
aggaaacaaa caggaagcaa aatgtggatt cagcaaacaa attctggaaa tactaaatag 840
tactggtgtt gaatatgaaa cattcgatat attggaggat gaagaagtte ggcaaggatt 900
aaaagottac tecaaattgge caacatacce tecagetgtat gtgaaagggg agetggtggg 960
aggattggat attgtgaagg aactgaaaga aaatggtgaa ttgetgecta tactgagaga 1020
agaaaattaa taaatcttaa acttggtgcc caactattgt aagaaatatt taattacatt 1080
goagagcagtt catgatttag tcctcagaaa tggactagga atagaaaatt cctgetttet 1140
cagttacatg ttttgtgtat ttcacaatgt cgtgctaaat aaatgtatgt tacatttttt 1200
toccaccaaa aatagaatge aataaacate ttcaaattat taacgaaaaa aaaaaaaaaa 1260
aaaaaaaaaa aaaa 1274

<210> 21

<211>710

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21
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goteogteege
teogeggecca
gtctagectt
ccagcceectg
tecggactaca
tgeccccaccg
gaagtgetgyg

ccaaagaggyg

ccattgeteca acctetggaa cotgogttte cocatogtga aaataatgga aacattgcoog
cccaagtett

gagttgcaga

tcecctececece
gggcteactt
tgceccacgea
acttcaaggc
aagggaagta
agatcatcgo
gegteteggt

aggttgcage

gaggctgtge

<210> 22

<211> 1715

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 22

ES 2614978 T3

gogecgtgea
ggcgctgaga
gctttcagte
cacagcggtg
cgtggtectc
gttcagcaac
ggacteteag

taagctecaca

cgtcttggtt
acgcgggtoc
atggectceg
gttgatggeg
tttttctace
cgtgecagagg
tteacocace

coctcaggteo

59

cgggceggge
acgcgtgtga
gtaacgcgog
cettcaaaga
ctetggactt
acttccgcaa
tggettggta

ctagoagtgt

ataaaaggct
tegtecgtge
catcggaaag
ggtgaagectg
cacttttgtg
gctgggetgt
tgageagggy

ggettegtyay

taaggatgat gacagtaatt agcatttgac aactagttgec ctggtatata
tgcaactcag atgcaactct atctactcta tgtacttagt tcocccaggagg

tgacctattt catgaagatg gaaactocag ttcaccogaag

60

120

180

249

300

360

420

4380

540

600

660

710
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gaaccaaceg gttgettgoet gteccagegy cgoccectea teaceghoge catgecegga 60
ggtctgette tcocggggacgt ggectcocaac tttgaggecca ataccaccegt cggecgcatce 120
cgkttccacg actttctggg agactcatgg ggcattctcet tetcccacce tcogggacttt 180
accccagtgt gecaccacaga gottggecaga gectgcaaage tggcaccaga atttgecaag 240
aggaatgtta agttgattge cottteaata gacagtgttg aggaccatet tgectggage 300
aaggatatca atgettacaa ttgtgaagag cccacagaaa aghttaccettt teccatcate 360
gatgatagga ategggaget tgecateetyg ttgggeatge tggatccage agagaaggat 420
gaaaagggca tgcctgtgac agetcgbtgtg gbgkttgttt ttggtcctga taagaagetg 480
aagcktgtcta tcctctacecc agectaccact ggcaggaact ttgatgagat tctcagggta 540
gtcatctecte tccagectgac agcagaaaaa agggttgcca ccccagttga ttggaaggat 600
ggggatagty tgatggteoct tocaaccate cotgaagaag aagecaaaaa actttteceg 660
aaaggagtot tcaccaaaga goetcccatet ggeaagaaat acctecgeta cacaccocag 720
ccttaagtet cttggagaag ctggtgetgt gageccagagg atgtcagetg ccaattgtgt 780
tttocctgeoag caattccata aacacatcct ggtgtcatca cagceccaaggt ttttaggttg 840
ctataccaat ggcttattaa atgaaaatgg cactaaaagt ttcttgagat tctttatact 800
ctctgoctte agcaatcaat tccattcata catcagcact ctgetggtte tgtttgaaat 960
atgttetgta tttaaaacte aaatcettgtt ggatcetetge agggettghtg accaatgaag 1020
tcatatttgt tgatggttga caaagettge ttcactcocat cagagaatga ctatcaattt 1080
ttttttaact gtectatcac gtectetect gteacccatt ttgaagaghg geagaacttg 1140
aagttcaact tcctctgtaa atatccaagt ataaagccca ggaacttcta gaataaccca 1200
gatgcogettt aatttttttt aatatgktttt gatcacagaa cttctagaat aacccagatg 1260
ctctttcata ttcttttaat acatcttgat cacagectggg ggaaaaaaag ctttttaatt 1320
ctatacctte ctagtagata agtgaagage agggaaagag acctttaaat attttgetat 1380
aaaaaaattt gtgataagtt tetatcaaaa tggggagatt goagaaaagg cttecettgy 1440
cteccaagga ggtgtageag gtgtgageaa tattagtgee atgtgecttt cacacagagt 1500
ttgcatttat cagtetgttt teegatgatg tgtacatgaa agagtacace atgtgaagag 1560
aagagagaat gattgaasat gttttagtat agaactette ttgeaghbggg ttgetatttt 1620
ctagatttta ctttttaggyg aacaaaataa aatcctttgt taaaactggy aaaaaaaaaa 1680
azaaaaaaaa aa3adaaaaa aaaaaaaaaa aaaaa 1715

<210> 23

<211>1182

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23
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aatgagggee tocaggggge gggtoggact googogggee ggggageget ctgggtggee 60
agetgtggge cagggeegte gtgggetecyg gettgegtge ggagatgage gggteceteg 120
gocgagetge ggoeggotety ¢tecgetgygy ggegoeggoge gggoggceggt ggoectttggy 180
gtocegggegt gogggeggeg ggctogggoey cgggceggogd cggctoggoey gagoagttgg 240
acgcgctggt gaagaaggac aaggtggtgg tcttcctcaa ggggacgeocg gagcagcccco 300
agtgoggett cagcaacgcec gtggtgoaga toctgocgget gcacggogte cgcgattacg 360
cggectacaa cgtgetggac gacecggage tocgacaagg cattaaagace tattcocaact 420
ggcoecaceat ccogeaagtg taccteaatg gogaghttgt agggggotgt gacattette 480
tgcagatgca ccagaatggyg gacttggtgg aagaactgaa aaagetgggg atccactceg 540
ceccttttaga tgaaaagaaa gaccaagact ccaagtgagg gcggccaagt cctocgetgag 600
cagagaggga gocgttcatg tcagagactc actgccagaa aagccttace cattttggtt 660
ttcactattyg agaccgcaac tgottgcocact gatcattttg gttegtgage agttggtgat 720
tttagttggt ctggtgttog ggctaagaat attttattgt ggacttaatt acaaccactyg 780
cactgtaatg attcaatget gtattatgat attgetgtaa acaaaattcea ttettatatt £840
gtcacttatt ctttgectga ttcagaagtt aaataggage tttggaatca ttattcatga 900
ccecctctgeca aatgtgtcag tctccaaaga gagtatctceo ccccaaattt tgtgtagett 960
cttttgttat ggaaaatggt gaacaaaaaa agaaactgtg ataactgggg cgttgttttt 1020
taaaataaac tccagcacag ggatgctgtg catgecctgag ttgattccga agtgecatatg 1080
toctgtaagga tttggagtge ctgeagtgtt ttatgbgbtgg gaagtaaggg tgagtceteat 1140
attettotat taaatttgee acaagaattg caaaaaaaaa aa 1182

<210> 24

<211> 1170

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24
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15

20

25

aaggctatta
tccaaagcea
ttttttggca
attttttctt
accaattgcc
gtgtaacagg
ttttttetee
cctgggagec
accctcgaga
cactcgctgg
tggagagcaa
aagaaacaat
caatggcaaa
tgettgaata
ttccaagaat
acaaagaagg
aagaatttca
ggtaatgcec
cacgaagaaq

dadaaaaaaaa

ttaccaccac
tggtgaaaca
ggtggtyggga
ttaattatgg
taattataag
tagttggaaa
tecgtttece
tttatgageyg
taagcaagtg
aatccagcgc
tacatcatca
ttectgataat
aaagetttte
tggaaaceag
atttgtcaat
aaaattgctc
gtgatgttta
gataatgtct
atgtaaaaat

daaaaaaaaa
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tgagtggett
tctectgtget
aataatcttt
atgtaaaccc
aggatatatt
catctgaggce
cagcatgtet
tcectaaace
agccgettct
tcgggcagecc
tectttggaga
tgtgtggtga
catgacatga
ttecaagatg
ggtactttta
ccactagttc
tactaataag
tttaaatgtt
aatgaacaat

dadaaaaaaaa

aaataatcecct
aatttetttt
gtcttctttg
caatatccce
taggctctta
accactttga
gccaccatece
taaaagaate
cccctctaaa
ctgggaggac
atttagcgac
ttttctcaaa
atgttaacta
ctcetttacaa
ttggaggtgce
atcagtgtta
tttgctagta
tgaggatgtt

aaattgeggt

<210> 25

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 25
gggagctgag ggcaagtc 18

<210> 26

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 26
gagacccttg cagccaatc 19

<210> 27

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

62

gtcaacagca
gttttgtttc
gagtaaacct
ataatttaca
tttcatccac
ttctgttttg
tcatgcactg
cagaggeggyg
ggatgtttac
gcgctcaget
ggcgectgtg
aacatcetgt
taaagtggtyg

aatgactggt

aactgacact
tttaaaaaaa
cagtgtcagt
ttaaatacat

ggaaacctaa

atcgececatt
ctaatttttt
tcaacaccgg
ttgggtctcg
acaaaaactt
gatggtcatg
cttecaagtyg
gcteggatga
acgtgggtyg
gcgaggagga
aaccagatcc
teottactgta
gaactggace
gaaagaactg
cataggcttc
agtaagagga
tatttaaagt
gecattgtett

aAdaaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1170
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 27
caaccagttt gggcatcag 19

<210> 28

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 28
gttcacctcg cacttctcg 19

<210> 29

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 29
gctggtttgg agcaggag 18

<210> 30

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 30
ccaaagatga tgatgtattg ctct 24

<210> 31

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 31
cgcagttcgg ttctccac 18

<210> 32

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 32
gggtcccgaa ctgtgtca 18

<210> 33

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 33
cactgacaaa catggggaag t 21

<210> 34

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 34
tttgctcttt tggacatcag g 21

<210> 35

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 35
cacccctgga tgttccaa 18

<210> 36

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 36
ggacaccagc gaatcatcta gt 22

<210> 37

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 37
tccactgcaa ggaacaacag 20

<210> 38

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 38
taagcgtgct cccacacat 19

<210> 39

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 39
tgccagctta ggaataacca g 21

<210> 40

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 40
cctgcaccaa caatgacg 18

<210> 41

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 41
ggcttctgga atttgtcgat 20

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 42
tgcatccgcc tatacaatct t 21

<210> 43

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 43
gccttccagt acacagacga g 21

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido antisentido

<400> 44
gttgggctta atcgtgtcac t 21

<210> 45

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 45
tcctggetga tcccactg 18

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 46
atgccatcct gtaccaccat 20

<210> 47

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 47
gcatcatcaa tttcgagcag 20

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido antisentido

<400> 48
caggccttca gtcagtcctt 20

<210> 49

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 49
ttacagccgc tcgtcaga 18

<210> 50

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido antisentido

<400> 50
ggcttcctga aaagcagtct t 21

<210> 51

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 51
ctggacaccg gattctccta 20

<210> 52

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido antisentido

<400> 52
gggtgatcta ctgatttacc ttctg 25

<210> 53

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 53
ccatcctgcc ttcaagtacc 20

<210> 54

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleoétido antisentido

<400> 54
ttccatctgg ggctactagg 20

<210> 55

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 55
tacggaccca tggaggag 18

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 56
ccacacactt gtggagctag aa 22

<210> 57

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 57
gagacaccag tggttgtgga 20

<210> 58

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 58
gcttggccac catcttctc 19

<210> 59

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 59
gcacctaagc aaagcgaaga 20

<210> 60

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 60
aaattctcca tcgatcacag ¢ 21

<210> 61

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 61
cccttgtttg tggttagaac g 21

<210> 62

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 62
gagagaaggg cagctagaac c 21

<210> 63

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 63
tcctcaagaa ccacgcetgt 19

<210> 64

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 64
tgagaagata tcaaaactgc taaactg 27

<210> 65

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 65
gcaactcaga tgcaactcta tctact 26

<210> 66

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucledtido antisentido

<400> 66
tgaactggag tttccatctt cat 23

<210> 67

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 67
caatagacag tgttgaggac catc 24

<210> 68

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 68
tttctgtggg ctcttcacaa 20

<210> 69

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

69
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35

40

45

<220>
<223> oligonucleotido sentido

<400> 69
gtgataactg gggcgttgtt 20

<210>70

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 70
actcaggcat gcacagca 18

<210> 71

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleostido sentido

<400> 71
gtggcactcg ctggaatc 18

<210>72

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> oligonucleétido antisentido

<400> 72
cgtcgctaaa ttctccaaag at 22

<210>73

<211> 1236

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 73

actctecgecga gatcceoctact ggotataaag gocagegoccocce ggagagetct tgocgegtcett
gttettgeet ggtgteggtg gttagtttet gogacttgtg ttgggactgg tgagtgtggg

cagtgeggee cotgeggagt gaggegegge gegeccttet tgeoctgttge ctettoetec
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70

60

120

180



tectgtesgy
gaggecegga
tagetgatag
aagccacagc
gaaaatatgt
tcattgettt
ecttetgtgga
gactgggaca
atggggtctt
agggtattct
ctttgagact
gctggaaace
ccaagcagaa
caaaacctet
aattgtggtyg
cctttggtag
tagtagagca

agtctttaaa

<210> 74

<211> 1042

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 74

ggccageceg
gtecgagact
gaagatgtet
tgttatgecca
tgtgttcottc

cagtgatagyg

ttetcactte
catgaacatt
aaaggotgat
tcggecagatce
agttcaggec
tggecagtgat
gtgagegetg
tetgtatttt
tettacaagy
gaatggectg
acccattaat

aaaaaaaaaa
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cgetegggty
gettgagege
teaggaaatg
gatggtcagt
ttttacccte
gcagaagaat
tgteatctag
cetttggtat
gaaggcatcet
actgtaaatg
ttcecagttca
accatcaage
ggctgtttta
ttttttecat
caggectite
agttggegtt
cttttgtagt

aaaaaaaaaa

ggggtgctgt
tgegeacace
ctaaaattgyg
ttaaagatat
ttgacttcac
ttaagaaact
catgggteaa
cagaceogaa
cgttcagygy
acctccetgt
ctgacaaaca
ctgatgtcca
gtgeccagget
tagtaaaaca
ctacaggygy

gtgggcagge

ttgtattaaa

aaaaaa

71

gatgegtgag
cotetegtyg
geaccactgee
cagcctgtcet
ctttgtgtge
caactgccaa
tacacctaag
gegeacceatt
cotthttate
tggccgetcet
tggggaagtyg
aaagagcaaa
geggtgggea
caagacttea
tggagagace
tactggttty

cttgaactga

geageegggyg
geoaoaoacy
cecaacttea
gactacaaaqg
cccacggaga
gtgattggty
aaacaaggaqg
geteaggatt
attgatgata
gtggatgaga
tgcccagetg
gaatatttct
gecatgagaa
gattecageeg
agectttett
tatgatgtat

gaccttgatg

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200

1236
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actctogeoga gatcoctact ggeotataaag gcagegecce ggagagetcet tgogegtctt &0
gttcttgeoect ggtgteoggtyg gttagtttet gegacttgtg ttgggactge tgataggaag 1240
atgtecttcag gaaatgetaa aattgggeac cetgecceca acttcaaage cacagetgtt 180
atgecagatg gteagtttaa agatatcage ctgtetgact acaaaggaaa atatghtgtg 240
ttettetttt accctettga ctteacettt gtgtgeccca cggagatcat tgettteagt 300
gatagggcag aagaatttaa gaaactcaac tgccaagtga ttggtgectte tgtggattet 3640
cacttectgbte atctageatg ggtcaataca cctaagaaac aaggaggact gggacccatg 4240
aacattcectt tggtatcaga cccgaagege accattgetce aggattatgg ggtcttaaag 480
getgatgaag geatctegtt caggggectt tttatcattg atgataaggg tattettegg 540
cagatcactg taaatgacct coctgttgge cgetetgtgg atgagacttt gagactagtt 600
caggectiee agttcactga caaacatggg gaaghgtgee cagetggetg gaaacctgge 660
agtgatacea tcaagectga tgtccaaaag ageaaagaat atttetecaa geagaagtga 720
gegetggget gttttaghtge caggetgegg tgggcageca tgagaacaaa acctettetg 780
tatttttttt ttccattagt aaaacacaag acttcagatt cagccgaatt gtggtgtctt 840
acaaggcagg cctttcectac agggggtgga gagaccagec tttettcett tggtaggaat 804
ggcctgagtt ggcgttgbtgg gcaggctact ggtttgtatg atgtattagt agagcaaccce 8640
attaatettt tgtagtttgt attaaacttg aactgagace ttgatgagtc tttaaaaaaa 1020
aaaaaaaasa aaaaaaaaaa aa 1042
<210>75

<211> 1035

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 75

72
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geggbtgecct tgoggegeag ctggggtoge ggoccetgetce cccgogettt cttaaggocece 60
gogggeggeg caggagogge actocgtgget gtggtggett cggcagegge ttcagcagat 120
cggcggeate agecggtagea ccagcactag cagcatgttg agcecgggcecag tgtgcecggoac 180
cagcaggceayg ctggetecgyg ttttggggta tetgggetoe aggcagaage acagecteoce 240
cgacotgece tacgactacyg goegecctgga accteacate aacgegeaga teatgeaget 300
goaccacage aagcecaccady cggoctacgt gaacaacctyg aacgteaceyg aggagaagta 360
ccaggaggceg ttggecaagg gagatgttac agocccagata gctcettcage ctgocactgaa 420
gttcaatggt ggtggtcata tcaatcatag cattttetgg acaaacctca gccctaacgg 480
tggtggagaa cccaaagggg aghttgectgga agccatcaaa cgtgactttg gttectttga 540
caagtttaag gagaagetga cggetgeate tgttggtgte caaggetcag ghtggggttyg 600
gettggttte aataaggaac ggggacactt acaaattget gettgtecaa atcaggatce 660
actgoaagga acaacaggcece ttattecact getggggatt gatgtgbtggyg ageacgetta 720
ctaccttcag tataaaaatg tcaggcctga ttatctaamaa gctatttgga atgtaatcaa 780
ctgggagaat gtaactgaaa gatacatgge ttgcaaaaag taaaccacga tcgttatget 840
gatcataccec taatgatcec agcaagataa tgtcetgtet tctaagatgt gecatcaagec 300
tggtacatac tgaaaaccet ataaggtoct ggataatttt tgtttgatta tteattgaag 960
aaacatttat tttccaattyg tgtgaagttt ttgactgtta ataaaagaat ctgtcaacca 1020
tcaaaaaaaa aaaaa 1035

<210> 76

<211>918

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 76

73
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geggtgeococtk
gcgggceggcyg
cggecggcatc
cagcaggcag
cgacectgece
gcaccacage
cecaggaggceg
tgacaagttt
ttggcttggt
tccactgcaa
ttactacett
caactgggag
getgatcata
gcctggtaca
aagaaacatt

ccatcaaaaa

tgcggogcag
caggagcggc
agcggtagca
ctggectocgg
tacgactacg
aagcaccacg
ttggecaagg
aaggagaagc
ttcaataagyg
ggaacaacag
cagtataaaa
aatgtaactg
coctaatgat
tactgaaaac
tattttccaa

adaaaaaa

<210> 77

<211> 3087

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 77

tocctectggg
cggggcccge
ccacttecge
ggcggegggce
tcacgegege
cgecegetge
ggctggecag
acaagctggg
cagctgktcca

gtaaattcaa

tettgectag
gececectac
gtgecatggece
ggcgcogagee
cetetecegt
tggegecegtyg
cgcgegcagyg
tggcacttge
ctctgaattc

ttggegtgtt
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ctggggtcge

actecgtgget
ccagcactag
ttttggggta
gegeecctgga
cggoctacgt
gggagttget
tgacggetge
aacggggaca
gocttattcoe
atgtcaggec
aaagatacat
cocagoaaga
cctataaggt

ttgtgtgaag

cggcgggcge
ccoggggace
ctgctgecce
ttecgagget
gcecatggecot
gcectoectatyg
goggoogage
gtgaatgttg
atgcatgatc

attaaggaaa

ggccctgete
gtggtggectt
cagcatgttg
tetgggetce
accteacate
gaacaacctg
ggaageccate
atctgttggt
cttacaaatt
actgctgggy
tgattatcta
ggcettgoaaa
taatgtectyg
cctggataat

tttttgactyg

atgottagte
goceccoggge
gagccctgag
tectgetget
gcaggcagga
actacctggt
tgggtgccag
gatgtgtacc
atgctgatta

agegggatge

74

ccegegettt
cggeagegge
agccgggeag
aggcagaagc
aacgogeaga
aacgtcaccg
aaacgtgact
gtccaagget
getgettgte
attgatgtgt
aaagctattt
aagtaaacca
tettetaaga
ttttgtttga

ttaataaaag

accgtgagge
egeccgecce
cgeeggegeg
tetgeoeccgag
geeogoageceyg
gatcggggge
ggcogecgty
caaaaaggta
tggcttteca

ctatgtgage

cttaaggcce
ttcagcagat
tgtgcggcac
acagecctcoce
tcatgeaget
aggagaagta
ttggtteoectt
caggttgggg
caaatcagga
gggagcacqgc
ggaatgtaat
cgataegttat
tgtgeatcaa
ttattcattg

aatctgtcaa

tgogettgec
acttggcgeg
ggaccgaget
coegaeggeec
cagggeccoge
ggctegageg
gtggagagce
atgtggaaca
agttgtgagg

cgectgaatyg

&0

120

180

240

300

360

420

480

240

600

660

720

780

840

200

9118

60

129

180

2440

300

360

429

484Q

544

€00



ccatctatea
tcacgagtga
tectgatege
gcttaggaat
ttgttggtge
agacatcact
tggaagtcag
atgttgactg
acaaactggg
ccaacgtcaa
ttgcaatage
aattagatta
gactcacgga
cgagetttac
tggtctgtge
atgaaatgct
acaacacagt
caggagacac
acattgactt
tggaaatttt
aggattgatt
ttaacagctce
gtgaagtaca
ttttttgaga
ctcaccacaa
ctggaattac
gtttectocat
ggcctectga
agaagttgat
ttttgaagce
ctaaaageat

taaaaatagt

aaacaatcte
tcccaagece
cacaggtggt
aaccagcgat
aggttacatt
gatgatacgg
catggttact
cectgetetgg
gattcaaacc
aggeatctat
tgetggecga
taacaacatc
agatgaageo
ccegatgtat
taacaaggaa
gecagggtttt
cgccattcac
gtgtggeggg
actgtttgag
tagtacataa
ttcatttgat
tgtgetagtt
attaacttaa
cagagttttg
ccletgecte
aggeacgeac
gttggtcagy
ggtgctgaga
ggcaattctt
agtactgtge
gtaatgtgag

ttgtggcaag
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accaagteooe
acaatagagg
atgccctcoca
ggatttttte
getgtggaga
catgataagg
gecagttceceg
gecattggge
gatgacaagg
geagttaggy
aaacttgecc
ccaactgtgg
attcataaat
cacgcagtta
gaaaagutgy
gotgttgeag
cctacctett
cagtgggacc
ttttatgtat
tagaacttat
cacatctcac
ttttttttet
tgtacttgaa
ctctcattge
ctgggticaa
caccatgect
ctggtctocaa
ttacaggegt
cacatgtaaa
totgecatata
aagecggect

geacggtygge

atatagaaat
tcagtgggaa
cccctcatga
agctggaaga
tggecagggat
tocaaggaggt
gtaggctacc
gggtcccgaa
gtcatatcat
atgtatgtgg
atcgactttt
tcttcagccea
atggaataga
ccaaaaggaa
ttgggatcca
tgaagatggg
cagaagagct
catagatctt
ttetttattt
ttatggagtt
agtaattaat
gttttagect
tgaatagaac
ccaggetgga
gtgattctee
gactaatttt
actcccacct
gagccactgt
cagtgeccagt
acaaagctgce
geottatttt

toaggectygt

75

catccgtgge
aaagtacace
gagccagatc
attgcecogge
cetgtcagee
taaaaagact
agtcatgacc
taccaaggac
cgtagacgaa
aaaagctctt
tgaatataag
cceccctatt
aaatgtgaag
aacaaaatgt
tatgcaggga
agcaacgaag
ggtcacactt
ctgaaatgaa
taatcaggat
agaaatttgt
attttcaagt
catcccaaat
ttgctacttt
gtgeggtggt
tgecttagee
gtatttttag
tcaggtgate
gocagcettge
geacagaaco
ttcaaggatyg
cktttttekt

aattctagea

catgcagect
goccgacaca
cccggkgcea
cgcagogtca
ctgggttcta
ttgteggget
atgattccag
ctgagtttaa
tteccagaata
cttactccag
gaagattcca
gggacagtgg
acctattcaa
gtgatgaaaa
cttgggtgty
gecagactttg
cgttgagaac
acaaataatc
cttctgatag
agtgttatcc
ttttttetta
ataaagettt
ttttLteett
gotatttcag
tcccgaatag
tagacatggy
cgcccaccte
taattttcac
tttatatatt
agaccttttt
ttttaatgat

ctttgggagy

660

720

780

240

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520



10

ccgagygcagy
actgcatctc
tcagctactt
gtgagtcctg
aaaaaaaaaa
aacttgggaa
tatgagagac
aagtcccttce
tocttgteatt

tttettetta

aggattactt
tacagagagt
gggaggctga
atcatgectge
aaaaaatata
agatttgagyg
atttagaaqgt
ctctgctaag
ttattttttt

taaaaaaaaa

<210>78

<211> 3014

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 78

tectectggy
cggggcccgc
ccacttocge
ggcggcgyge
teacgegege
cgecegatge
ggctggcecag
acaagctggy
cagctgtcca
gtaaattcaa
ccatctatea
tecacgagtga
teoctgatege
gcttaggaat
ttgttggtge
agacatcact
ccaactgeoac

ttcaaaccga

tettgoctag
gocccoctac
gtgcatggce
ggcgegegec
cotetoocegt
tggegeegty
cgogogoagy
tggcacttge
ctctgaatte
ttggegtgtt
aaacaatcta
teccaagoed
cacaggtggt
aaccagcgat
aggttacatt
gatgatacgg
ggaggagety

tgacaagggt
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gagcctacaa
aaaaaaaatt
ggtgagagga
tgcactcaat
tatatatata
aggctgggaa
gattcctgcet
tgtttatagt
ctgaaaaact

dadaaaa

cggegggege
cccggggacc
ctgctgeceoe
ttcegagget
goecatggeoet
gectectatg
gcggecgage
gtgaatgtty
atgcatgatc
attaaggaaa
accaagtoce
acaatagagyg
atgeoccteca
ggatttttte
gctgtggaga
catgataagy
gagaacgetg

catatcateg

gtttgaggce
acccgagtgt
tcacttgage
cttggacaac
tatattattt
cetectggaa
ttcagaagga
tcaatgaata

tccaaaaatt

atgettagte
gccocecocggge
gagccctgag
tecetgotget
gcaggeagga
actacctggt
tgggtgecag
gatgtgtacc
atgctgatta
agcgggatge
atatagaaat
teagtgggaa
ccocteatga
agctggaaga
tggcagggat
tacttagaag
gegtggaggt

tagacgaatt

76

agcatgcaca
ggtgatgtgc
ttgggtgagg
agagcaagac
ttatgaggtg
aaccactcoct
ggtggattca
atttcaatat

tgaaaataaa

accegtgagge
cgcccgoccc
cgoeggogeyg
tectgocogag
gocgeagoeyg
gateggggge
ggcegeegtg
caaaaaggta
tggctttceca
ctatgtgagce
catecgtgge
aaagtacace
gageccagate
attgececeogge
cctgtecagec
ttttgattca
getgaagtte

¢oagaatace

gcatagcaag
atctgtaatc
tgaggctgca
cctgtetcaa
aagtgcatca
tgaagaaaga
aatacatcaa
ttgtatgtgt

attacagcct

tgegettgee
acttggecgeg
ggaccgagct
ccegeggecec
cagggaccge
ggctegggey
gtggagagece
atgtggaaca
agttgtgagg
cgcctgaatg
catgeagecot
goccoacaca
cceggtgeeca
cgcagegtca
ctgggtteta
atgatcagca
teccagggga

aacgtcaaag

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3087

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020

1080



gcatctatge
ctggccgaaa
acaacatecce
ataagccatt
gatgtatcac
caaggaagaa
gggttttget
cattcaccct
tggegggeay
gtttgagttt
tacataatag
atttgatcac
gctagttttt
aacttaatgt
agttttgete
ctgcectoctg
cacgcaccac
ggtcaggcty
gctgagatta
aattcttcac
actgtgctct
atgtgagaag
tggcaaggca
attacttgag
agagagtaaa
aggctgaggt
atgcetgetge
aaatatatat
tttgaggagyg
tagaagtgat

tgetaagtgt

agttggggat
acttgccecat
aactgtggtoe
cataaatatyg
geagttacca
aaggtyggtty
gttgeagtga
acctctteag
tgggacccat
tatgtatttce
aacttattta
atctcoacagt
tttttetgtt
acttgaatga
tcattgcceca
ggttcaagtg
catgectgac
gtctecaaact
caggegtgag
atgtaaacag
gcatataaca
ccggactgee
cggtggctca
cctacaagtt
aaaaattacc
gagaggatca
actcaatott
atatatatat
ctgggaacet
tcctgettte

ttatagttea
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gtatgtggaa
cgactttttyg
ttcagccace
gaatagaaaa
aaaggaaaac
ggatccatat
agatgggage
aagagctggt
agatettoetg
tttattttaa
tggagttaga
aattaatatt
ttagececteat
atagaacttg
ggctggagtyg
atteteoctge
taattttgta
cccaccttea
ccactgtgeoe
tgeccagtgca
aagctgctte
ttattttett
ggcctgtaat
tgaggccage
cgagtgtggt
cttgagettyg
ggacaacaga
attattttta
cctggaaaac
agaaggaggt

atgaataatt

aagctettet
aatataagga
ccoctattgg
tgtgaagace
aaaatgtgtg
gcagggacet
aacgaaggea
cacacttcgt
aaatgaaaca
tcaggatctt
aatttgtagt
ttcaagtttt
cocaaatata
ctactttttt
cggtggtgct
cttagectee
tttttagtag
ggtgatcoge
agcttgetaa
cagaaccttt
aaggatgaga
ttttetttet
tctagecactt
atgcacagca
gatgtgcate
ggtgaggtga
geaagaccct
tgaggtgaag
cactcottga
ggattcaaat

tcaatatttg

tttttttctg aaaaacttoc aaaaatttga aaataaaatt

adaaanaaaa aasaa

77

tactcecagtt
agattccaaa
gacagtggga
tattcaacga
atgaaaatgg
gggtgtgatg
gactttgaca
tgagaaccag
aataatcaca
ctgatagtgg
gttatccagg
ttttttatta
aagctttgtg
tttttttttt
atttcagete
cgaatagctg
acatggggtt
ccacctogge
ttttcacaga
atatattttt
cctttttcta
taatgattaa
tgggaggccy
tagcaagact
tgtaatctea
ggctgcagty
gtctcaaaaa
tgcatcaaac
agaaagatat
acatcaaaag
tatgtgttet

acagcctttt

gcaatagetg
ttagattata
ctoacggaag
gctttaccce
tctgtgetaa
aaatgctgca
acacagtege
gagacacgty
ttgacttact
aaatttttag
attgatttte
acagetetgt
aagtacaatt
tttgagacag
accacaacct
gaattacagg
tcteocatgtt
ctectgaggt
agttgatgge
tgaagccagt
aaagcatgta
aaatagtttg
aggcagygagy
gcatctetac
gctacttggy
agtcctgate
aaaaaaaaaa
ttgggaaaga
gagagacatt
tcecttecte
tgtcatttta

cttcttataa

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

13240

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2840

3000

3014
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78

<210>79

<211> 2928

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 79
tactectggy tettgoctag cggogggege atgettagte acegtgagge tgegettgece 60
cggggoccge gocccootac cocggggacc gooccocoggge cgcccgoocce acttggogog 120
ccacttcecge gtgecatggee ctgcoctgeoccce gagccctgag cgccggegcg ggaccgaget 180
ggcggcgggc ggocgocgogee ttcocgagget toctgetget totgeccgag ccogoggocce 240
toacgegege cotetocogt gocatggoct graggeagga gocgoagocyg <agggoccge 300
cgecegetge tggoegoegty goctoctatg actacetggt gatcggggge ggotagggeyg 360
ggctggocag cgogogcagyg goggocgage tgggtgocag ggecgeegtg gtggagagee 420
acaagctggg tggcacttge gtgaatgttg gatgtgtacce caaaaaggta atgtggaaca 480
cagctgtcca ctcoctgaatte atgocatgatc atgetgatta tggeotttcocca agttgtgagg 540
gtaaattcaa ttggcgtgtt attaaggaaa agcgggatge ctatgtgagce cgoctgaatg 600
ccatcetatca aaacaatcote accaagtece atatagaaat catcegtgge catgoagect 660
tcacgagtga toccaageee acaatagagg teoagtgggaa aaagtacace gogcocacaca 720
tectgatege cacaggtggt atgeccteca coccteatga gagecagate coceggtgoca 780
gcttaggaat aaccagcgat ggatttttte agetggaaga attgeccgge cgocagegtca 840
ttgttggtge aggttacatt geotgtggaga tggecagggat cctgtcagec ctgggttcta 900
agacatcact gatgatacgg catgataagg ggattcaaac cgatgacaag ggtcatatca 8960
togtagacga atteocagaat accaacgtca aaggcatceta tgeagbttggy gatgtatgtyg 1020
gaaaagetet tcottacteca gttgeaatag ctgetggecg aaaacttgeoe categacttt 1080
ttgaatataa ggaagattce aaattagatt ataacaacat cccaactgtg gtetteagece 1140
accocccoctat tgggacagtyg ggactcacgg aagatgaage cattcataaa tatggaatag 1200
aaaatgtgaa gacctattca acgagcttta ccccgatgta tcacgcagtt accaaaagga 1260
aaacaaaatg tgtgatgaaa atggtotgtg ctaacaagga agaaaaggtg gttgggatcoc 1320
atatgcaggy acttgggtgt gatgaaatge tgcagggttt tgetgttgea gtgaagatgg 1380
gagcaacgaa ggcagacttt gacaacacag teogecattca ceoctacctet teoagaagage 1440
tggtcacact tegttgagaa ccaggagaca cgtgtggegy geagtgggac ccatagatcet 1500
tctgaaatga aacaaataat cacattgact tactgtttga gttttatgta tttctttatt 1560
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ttaatcagga tcttctgata gbtggaaattt ttagtacata atagaactta tttatggagt 1620
tagaaatttg tagtgttatc caggattgat tttcatttga tcacatctca cagtaattaa 1680
tattttcaag ttttttittt attaacagct ctgtgetagt ttttttttic tgttttagee 1740
tcatcccaaa tataaagett tgtgaagtac aattaactta atgtacttga atgaatagaa 18900
ctitgctactt tttttttttt ttttittgag acagagtttt getctcattg cccaggetgg 1860
agtgeggtgg tgctatttca gectcaccaca acctectgect cectgggttca agtgattcetce 1920
ctgecttage ctecegaata getggaatta caggracgea ccaccatgec tgactaattt 1980
tgtattttta gtagacatgg ggtttetecca tgttggtecag getggtetca aactcoecace 2040
ttecaggtgat ccgcocacct cggectectg aggtgetgag attacaggeg tgagocactg 2100
tgeoccagettg ctaattttca cagaagttga tggcaattet tcacatgtaa acagtgecag 2160
tgcacagaac ctttatatat tttttgaagc cagtactgtg ctectgcatat aacaaagcetg 2220
cttcaaggat gagacctttt tctaaaagca tgtaatgtga gaagecggec tgocttattt 2280
tetttttteot tttttaatga ttaaaaatag tttgtggecaa ggcacggtgg ctocaggoetg 2340
taattetage actttgggag gecgaggeag gaggattact tgagectaca agtttgagge 2400
cdageatgeac agcatagcaa gactgeatcet ctacagagag taaaaaaaat tacccgagtg 2460
tggtgatgtyg catctgtaat ctcagctact tgggaggetg aggtgagagg atcacttgag 25210
cttgggtgag gtgaggetgce agtgagtcet gatcatgetg ctgcactcaa tettggacaa 2580
cagagcaaga ccctgtctca aaaaaaaaaa aaaaaaatat atatatatat atatattatt 2640
tttatgaggt gaagtgcatce aaacttggga aagatttgag gaggetggga acctcctgga 2700
aaaccactce ttgaagaaag atatgagaga catttagaag tgattecctge tttecagaaqg 2760
aggtggattec aaatacatca aaagtecctt cetetgetaa gtgtttatag ttcaatgaat 2820
aatttcaata tttgtatgtg ttcttgtcat tttatttttt tctgaaaaac ttccaaaaat 2880
ttgaaaataa aattacagcc ttttcttcectt ataaaaaaaa aaaaaaaa 2928

<210> 80

<211>1093

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 80
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attgeattec
gtcocctttaa
aaataggagc
attcttcooeg

ccagcetggg

tgggcattge
aactcgagea
caactggctg
gggagaccgc

aaggtggtty
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taactagtga
agctaccagg
ggtcggggct
agcccatogg

tgttcatcaa

agtataccag
caaactecege
caatacccca
catggctcaa

gcoccacctge

atggaaatgt cttcgaaget
ctccagggag gttccttatt
agcaatacct gcaactgagg
gagtttgtga actgcaaaat

ccgtactgca ggagggocca

agagatcctc
caccaaccac
gcctogagtc
acagagtggyg
ctecataggaa
tgaaaagcat
tcatgcggaa
tattttattt
tacagcccce
aatcecttat
totagtgaca
tttgtecaat
cttaaaactg

adadaaadaad

<210> 81

<211> 827

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 81

agtcaattge
actaacgaga
tttattggta
gaactgetga
atgttcaaca
agttggtett
cactctgtta
agactaccag
tacaccaaga
catgaagttt
acacttaatt
teatttgeat
tgtttatatt

aaa

ccatcaaaca
ttcaagatta
aagattgtat
cgoeggetaaa
attetgtgaa
ggtgtcatat
tttaagatgg
caaagattaa
gtgtatctgt
gectgtteta
tottttetaa
gttotcaaga

tggococtgee

agggcttetg
tttgcaacag
aggcggatge
gcagattgga
aggtcacagy

ggatcagagyg

ctatccagat
agcatgaaat
gaaagagctc
gaattgtaag
taaaaaaaac
cattaaggaa

attataaata

80

gaatttgteg
ctcacgggag
agtgatctag
gctetgeoagt
acccaattgy
cacaagtgea
aatcctgaac
gtaaaacatc
ctacactttg
attgttaatt
ctatagatga
tgttatgega

aagacacgtyg

atatcacagc
caagaacggt
tectectttgeca
aaccacagat
agaaatcata
gaggetgtgyg
actgtgtatt
tgataaaact
aaaacttaag
tocttcoaate
ttecagtgatt
aatacactaa

ctgctgtcaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1093



10

15

gecagtggagy
cecegoctge
tgggactage
coggeggtca
gceggggtocyg
ccatcccage
tgttcaaggg
ccaaggtteg
tagatgatte
tacaggatgg
gcctggoacce
cotecectatce
tttctgoaat

aaaaaaaaaa

cggoccagygc
tgeggtggea
tggegtgtge
gtctgoggea
cagtttcage
agtggaggtg
caagaagggt
getectgget
getggtgtee
catagtgaag
caatatcatce
tcacctgece
aaacacttgt

daaaaaaaaaa

<210> 82

<211> 692

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 82

goagtggagg
ccecogeetge
tgggactagc
coggeggtea
geggggtecyg
tggcetgatec
tgtccatctt
tgaaggeeoct
tcatctcaca
tgoccagece
cttgtggttt

aadaaaaaaa

cggcccagge
tgcggtggea
tggcgtgtge
gtetgeggea
cagtttcage
cactggggecs
tgggaatcga
gaatgtggaa
gectctgagge
tgtgetgggy
goggccaaaa

dadaaaaaaa

<210> 83

<211> 1537

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 83
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ccgecttecyg
ccagccagga
gecctgagace
gcggcagcaa
agagocgety
tttgaagggy
gtgctgttty
gatcccacty
atetttggga
gecctgaatg
tcacagetct
agccctgtge
ggtttgcgge

aaaaaaaaaa

ccgocttocg
ccagccagga
gccoctgagac
geggoageaa
agagocgetyg
tttgggaagyg
cgtctcaaga
ccagatggca
cctgggecag
ccctgeaatt
aaaaaaaaaa

daaaaaaaaa

cagggtgtcg
ggcggagtgy
geteageggy
gacggtgcag
cagccatgge
agccagggaa
gagttcctgg
gggectttgyg
atcgacgtet
tggaaccaga
gaggcoctgg

tggggccectg

caaaaaaaaa

aaaaaaaaaa

cagggtgteg
ggcggagtgyg
gctcagoggy
gacggtgeag
cagocatgge
agacagactt
ggttctceat
caggoctcac
attacttcct
ggaatgttgyg
aaaaaaaaaa

aa

81

ccgetgtgee
aagtggcegt
c¢tatatacte
tgaaggagag
cccaatcaag
caaggtgaac
ggeccttcoace
gaaggagaca
caagaggtte
tggcacagge
gccagattac
caattggaat
aaaaaaaaaa

aaaaaaa

ccgotgtgeco
aagtggcogt
ctatatactc
tgaaggagag
cccaatcaag
attactagat
ggtggtacag
ctgoagcotyg
ccacccctcco
ccagatttet

aaaaasaaaa

gctageggtg
ggggcgggta
gteggtgggy
tgggcgtctg
gtgggagatg
ctggcagagc
cctggatgtte
gacttattac
tecatggtayg
cteoacctgea
ttcooctecace
gttggccaga

aaaaaaaaaa

gctageggtyg
ggggcgggta
gtoggtgggg
tgggegtetyg
gtteggetee
gattegetgy
gatggcatag
gcacccaata
ctatctcacc
gcaataaaca

aasaaaaaaaa

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

827

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

692



coctgegtcet
acggttgete
cactgeageo
tggttecagt
cctaagectt
cacctttagtg
cgtgaactgt
aaatacacca
aactaagecag
aggtctette
agtgggeega
acatggagaa

agctgettece

ctgoccogece
cgagegtogy
cteaggocety
caageacect
gatgacttta
tgtecctacag
gaagttgtcy
aggaagaatg
atttececgag
ataattgace
agegtggaag
gtctgocecag

aaagagtact
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cgtggegeec
ttgccegaca
ctgeatgtgyg
attttaaggy
aggggaaata
aaattgttge
cagtctcagt
gtggtttyggy
actacggtgt
cecaatggagt
aaaccacteocg

cgaactggac

ttcagaaggt

gagtgcactyg
tgtgagtgee
aagaacgage
tacageegtt
tttggtgett
ttttagtgac
ggatteccac
ccacatgaac
getgttagaa
catcaagcat
cttggtgaag
accggattct

aaatcagtag

aagatggegy
attccttggy
ttgacaaatt
gteaatggag
ttettetate
aaagctaacyg
tttagececatc
atcgcactet
gagttetggte
ttgagegtca
gaegttecagt
actacgatca

atcacccatg

ctgctgtagg
gcatttctyge
tattgtgtte
agttcaaaga
ctttggattt
aatttcacga
ttgectggat
tgtcagactt
ttgeactaag
acgatcteec
atgtagaaac
agccaagtcc

tgtatctgea

<210> 84
<211> 96

cettateaac
atttgtagaa
gtttttgtaa
ttattggtaa
agaaggctat
atcttgeccta
attttecatet
aattttcaat
tgaatcgtat
ccctgaaatt
tgtatatttce
gattgcattt

aataaacata

4

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 84

tgagagaaga
ggcaaggaad
ttetggetaa
catcttggtg
tottagatca
taataaagta
tgaatgtett
gattageegt
tattttaaaa
gagtttatgt
tagatattga
tgaaattata

ttttaaaaca

accacagttyg
caattatget
gaccttittaa
gctggetage
tgtctcaatg
gagcaacaca
tgtattasac
gtaactectyg
agtggcagag
agtcatttta
ttagtgtaat
attattttet

tttgeatttt

aaacctgett
tgtatteata
acatggttag
tagtttctac
gaaacactct
cattgaaagc
tgaattttet
caatgaatgt
tgacttaact
cttattttat
cgattataaa
ttgctgaagt

accacca

82

ttatcatttt
agtattacte
ttgectagtac
agaacataat
tctttecttag
ttctgatcaa
tttaagetaa
ttatgtgatt
gatcatgeat
tcattagcta
ggatatttat

attcattgta

caagatggtt
taaatgtbttt
aaggaatcet
ttgectctat
ccttacttga
cggtcctgaa
caaagatcat
gaagcaaatg
gatcecteat
actttgtcta
caaatccagg

aaacatacaa

&0

120

150

240

300

360

420

4380

540

600

€60

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1240

1320

1380

1440

1500

1537
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gagcgcetctg gagggegtgg ccocgtgggaaa ggaggegegg aaagecgacg cgogtccatt 60
ggtcggectgg acgaggggag gagoccgctgg ctcocccagococc cgocgegatg agectoggec 120
goctttgoog ccoctactgaag coggogotge totgtgggge totggocgeg coctggoctgg 180
ccgggaccat gtgcgcegtcce cgggacgact ggcgectgtge gogectcecatg cacgagtttt 240
cocgecaagga catcgacggg cacatggtta acctggacaa gtaccegggge ttegtgtgea 300
tcgtcaccaa cgtggectcoe cagtgaggea agaccgaagt aaactacact cagetcegtceg 360
acctgcacge ccgatacget gagtgtggtt tgeggatect ggectteceg tgtaaccagt 420
tcgggaagca ggagcocaggg agtaacgaag agatcaaaga gttcgocgeg ggctacaacg 480
tcaaattcga tatgticagc aagatcltgcg tgaacgggga cgacgcccac ccgetgtgga 540
agtggatgaa gatccaaccc aagggcaagg gcatcctggg aaatgccatc aagtggaact 600
tcaccaagtt tggacacegt cteteccacag ttecteatcg acaagaacgg ctgegtggtg 660
aagegcetacg gacecatgga ggagecdectg gtgatagaga aggaccotgec cecactattte 720
tagceteocaca agtgtgtgge ccoegecegag cecctgoeca egeccttgga gecttecace 780
ggcactcatg acggectgcec tgcaaacchtg ctogtgggge agaccogaaa atccagegtg 840
caccocgecy gaggaaggtce ccatggcecctg chtgggcecttgg ctoggogcce ccacccoctgy 200
ctaccttgty ggaataaaca gacaaattag cctgctggaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 260
aaaa 964

<210> 85

<211> 1031

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 85

83



agtcctgact
caggaggggc
caggcagcgg
cccagegtge
gcgaceggag
gegetgtgog
cctggacaag
gaccgaagta
goggatoctg
gatcaaagaqg
gaacggggac
catecctggga
cgtggtgaag
ctatttctag
tteoccacegge
cagegtgeac
cecctggeta

dadaaaaaaaa

acggcctceg
gggagacggg
tgccagagec
aggegcagga
atccacgaat
cgetecatge
taccggggct
aactacactc
gocttocegt
ttegecgegg
gacgecocaed
aatgecatcea
cgctacggac
ctccacaagt
actcatgacg
cocgecggag
ccettgtggga

a
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ggccctttgt
cgggtatggg
ggggcaggcyg
gggegeggeg
gtecccaagte
acgagtttte
tecgtgtgeat
agctogtoga
gtaaccagtt
getacaacgt
cgetgtggaa
agtggaactt
ccatggagga
gtgtggeccc
gecectgectge
gaaggtccca

ataaacagac

ccccocgcetage
ccgecgeggge
gcggecgega
cocgygeggaag
ccaggacceg
cgccaaggac
cgtcaccaac
cctgeoacgec
cgggaagcag
caaattegat
gtggatgaag
caccaagtte
gccecctggtg
gococgagoece
aaacctgctg
tggectgetg

aaattagecet

84

ggcgcteggg
geaggetoce
goccctegge
aagccoctgte
tgegegtece
atcgacggge
gtggcctocce
cgatacgetg
gagccaggga
atgttecagea
atccaaceca
ctecategaca
atagagaagg
ctgcccacge
gtggggcaga
ggoettggete

getggaaaaa

gtgggggagc
ccgggcgccyg
ggcggaaggce
cocgeagett
gggacgactg
acatggttaa
agtgaggcaa
agtgtggttt
gtaacgaaga
agatctgogt
agggcaaggyg
agaacggctg
acctgecccca
ccttggagee
cccgaaaate
ggcgeococa

aaaaaaaaaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1031
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REIVINDICACIONES

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

a) medir, a partir de las células contenidas en una muestra bioldgica de un sujeto, preferentemente de las células
sanguineas o células de médula 6sea que contiene la muestra, el nivel de expresion de al menos 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 acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 24, comprendiendo o estando
constituidos dichos 6 genes por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 1 a 6,

b) comparar el nivel de expresion de cada uno de los genes medidos en la etapa a), con el nivel de expresion de
los mismos genes respectivos de células contenidas en una muestra de control, preferentemente de células
sanguineas o células de médula 6sea que contiene la muestra, siendo dicha muestra de control de la misma
naturaleza que dicha muestra bioldgica, para establecer una relacion de nivel de expresion para cada uno de los
genes de dichos 6 genes, y

c) determinar el estado de dicha muestra biolégica de manera que si la relacion establecida en la etapa b) para al
menos 3 genes de entre dichos 6 genes es = 2 o < 0,5, dicha muestra bioldgica es representativa de una leucemia
mieloide aguda o un trastorno mielodisplasico.

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

-<0,3 para el gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico de SEQ ID NO: 1,y
- 2 3 para los genes que comprenden o estan constituidos por las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2
y3,

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

3. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la etapa c) es de tal manera que si la relacion
establecida en la etapa b) para al menos 3 genes de entre dichos 6 genes es 22 0<0,5,
a condicién de que

- la relacién entre el nivel de expresion del gen que comprende o esta constituido por la secuencia de acido nucleico
de SEQ ID NO: 1 medida en dicha muestra biolégica y medida en dicha muestra de control, no es <0,3, o

- las relaciones entre el nivel de expresion de cada uno de los genes que comprenden o estan constituidos por
las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 2 o 3 medido en dicha muestra biolégica y medido en dicha
muestra de control, no es = 3,

entonces dicha muestra biolégica es representativa de un trastorno mielodisplasico, en particular una mielodisplasia
escogida de entre anemia refractaria, citopenia refractaria o anemia refractaria con exceso de blastos, sindrome 5q.

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

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

6. Una composiciéon que comprende al menos 12 oligonucleétidos escogidos de entre una biblioteca de 48
oligonucledtidos que comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-72,
comprendiendo dicha composicién al menos los 12 oligonucleétidos que comprenden o consisten en las secuencias
de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.

7. La composicion de acuerdo con la reivindicacion 6, para su uso en el diagndstico, y/o la clasificacion,
preferentemente in vitro, de una leucemia mieloide aguda o un trastorno mielodisplasico.

8. Un kit que comprende al menos 12 oligonucledtidos escogidos de entre un grupo de 48 oligonucledtidos que
comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-72, dichos al menos 12
oligonucledétidos comprenden o consisten en las secuencias de acido nucleico de SEQ ID NO: 25-36.
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