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DESCRIPCION
ASXL1 como nuevo marcador de diagndstico de neoplasias mieloides
Campo de la Invencion

La presente invencion se refiere a marcadores genéticos para diagnosticar neoplasias mieloides, mas
particularmente a un nuevo gen supresor de tumor identificado. Mas particularmente, se describe ASXL1 como
marcador, que es util para diagnosticar MDS, CMML, MPN y AML.

Antecedentes

La hematopoyesis se mantiene por un sistema jerarquico donde las células madre hematopoyéticas (CMH) dan
lugar a progenitores multipotentes, que de uno en uno se diferencian en todos los tipos de células sanguineas
maduras. Los mecanismos moleculares que controlan la multipotencialidad, autorrenovacion, quiesciencia y
compromiso de CMH han sido estudiados exhaustivamente. Sin embargo, quedan por tratar numerosos asuntos y
quedan por identificar importantes genes que regulan estos procesos.

La Leucemia Mieloide Aguda (AML, del inglés “Acute Myeloid Leukemia”), las neoplasias mieloproliferativas (MPN,
del inglés “Myeloproliferative neoplasms”), los sindromes mielodisplasicos (MDS, del inglés “myelodysplastic
syndromes”) y los trastornos mielodisplasicos/mieloproliferativos son trastornos malignos de la célula madre cldnica.

Se han correlacionado numerosas mutaciones genéticas con la AML, y se reconocen cuatro grupos: (i) AML con
anomalias genéticas recurrentes AML 1(8;21)(q22;g22) con gen de fusion RUNX1-ETO; AML con eosindfilos de
médula 6sea anormales y reordenacion de inv(16)(p13;922) o t(16;16)(p13;922) con CBFB/MYH11; leucemia
promielocitica aguda APL con t(15;17)(g22;912) PML/RARA; AML con anomalias 11923 (MLL): (ii) AML con
displasia multilinaje seguido de MDS o MDS/MPN o sin antecedente de MDS o MPN; (iii) terapia de AML o MDS
relacionada y (iv) otras AML no clasificadas, las cuales comprenden el grupo de AML con cariotipo normal cuya
prognosis se basa en el analisis molecular de oncogenes tales como mutaciones de FLT3-ITD o NPM1.

Las neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas incluyen cuatro enfermedades mieloides agrupadas en 1999 por
la OMS: leucemia mielomonocitica cronica (CMML, del inglés “Chronic Myelomonocytic Leukemia”), leucemia
mielomonocitica juvenil (JMML, del inglés “Juvenile Myelomonocytic Leukemia”), leucemia mieloide croénica atipica
(aCML, del inglés “atypical Chronic Myeloid Leukemia”) y sindromes mielodisplasicos/meiloproliferativos no
clasificados (U-MDS MPS, del inglés “unclassified Myelodysplastic/Myeloproliferative Syndromes”).

Las MPN incluyen leucemia mielogenosa cronica (CML, del inglés “chronic Myelogenous Leukemia”), policitemia
vera (PV), trombocitopenia esencial (ET, del inglés “Essential Thrombocytopenia”) y mielofibrosis idiopatica (IMF, del
inglés “Idiopathic Myelofibrosis”). Las MPN se caracterizan por una proliferacion incrementada de uno o varios
linajes mieloides y comunmente estan asociadas a una actividad de la quinasa constitutiva adquirida, ilustrado por la
mutacién JA 2V617F en Policitemia Vera.

Los MDS se clasifican en varias clases que incluyen la anemia refractaria (RA, del inglés “Refractory Anemia”), y
citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD, del inglés “Refractory Cytopenia with Multilineage Dysplasia”) y
RA con exceso de blastos (RAEB, del inglés “RA with Excess of Blasts”). Los MDS se caracterizan por
hematopoyesis ineficaz en uno o mas de los linajes de la médula 6sea, pero los defectos moleculares subyacentes
aun son escasamente entendidos. Actualmente no hay disponibles marcadores bioldgicos, excepto caracteristicas
morfolégicas, para diagnosis temprana y prognosis.

La familia de genes ASXL ("additional sex combs”) tiene tres miembros en los seres humanos que codifican
proteinas escasamente caracterizadas que contienen un dedo PHD C-terminal (homeodominio de planta). Ahora se
espera que estas proteinas ASXL regulen la remodelacién de cromatina y estén potencialmente ligadas a la
regulacion de la transcripcion.

Mas especificamente, el gen ASXL1 ("additional sex combs like 1”) (también conocido como IAA0978; MGC71111;
MGC117280) esta localizado en la region cromosoémica 20gq11, comprende 12 exones de aproximadamente 100 kb.
Este gen esta referido bajo el numero de acceso ID 171023 y su ADNc (Numero de acceso NM 015338, SEQ ID
N°1) codifica una proteina de 1.541 aminoacidos (Numero de acceso NP 056153, SEQ ID N°2).

La proteina ASXL1 ayuda a reclutar los complejos de polycomb y thrithorax a dominios especificos y comparte
cuatro dominios conservados que consisten en i) el dominio ASXN (aminoacidos 1 a 86), ii) el ASXM (aminoacidos
250 a 361), iii) la caja NR (los aminoacidos 1.107 a 1.112) e i) el dominio PHD (aminoacidos 1.506 a 1.541, SEQ ID
N°3). La proteina ASXL1 juega un papel en la regulacién de la transcripcion de los programas de diferenciacion (por
ejemplo, la ruta del acido retinoico) y autorrenovacion.

Gelsi-Boyer et al., 2009, British Journal of Haematology, 145(6):788-800, informa de las mutaciones del gen ASXL1
en los sindromes mielodisplasicos y la leucemia mielomonocitica cronica. Carbuccia et al., 2009, Leukemia,
23(11):2.183-2.186, y Carbuccia et al., 2009, Leukemia, 24(2):469-473, revelan las mutaciones de ASXL1 en
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neoplasias mieloproliferativas. Abdel-Wahab et al., 2010, Cancer Research, 70(2):447-452, hacen referencia a la
transformacion de la neoplasia mieloproliferativa crénica (MPN) a leucemias mieloides agudas (AML).

Compendio de la invencion

Se describen mutaciones del gen ASXL1 en los sindromes de mielodisplasia (MDS), en neoplasias
mielodisplasicas/mieloproliferativas (es decir, leucemia mielomonocitica crénica (CMML)), en MPN, y en Leucemia
Mieloide Aguda (AML).

La invencion esta definida en las reivindicaciones.

Ademas, se describe un método para diagnosticar un cancer mieloide en un sujeto, que comprende la etapa de
analizar una muestra biolégica de dicho sujeto determinando la presencia o la ausencia de una mutacion en el gen
ASXL1 ("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en donde la
presencia de tal mutacion esta correlacionada con un cancer mieloide. La identificacion de la presencia o la ausencia
de la mutacion se puede realizar por comparacion con un control normal, por ejemplo, una linea celular, que no
comprende dicha mutacion. El método ademas puede comprender la etapa de registrar la presencia o la ausencia
de dicha mutacién en una posicién concreta.

En un aspecto concreto, dicho método es para diagnosticar una neoplasia mieloproliferativa (MPN) en un sujeto,
preferiblemente dicha MPN es una mielofibrosis primaria (PMF, del inglés “Primary Myelofibrosis”), mielofibrosis
post-policitemia vera (post-PV MF, del inglés “post-Polycythemia Vera Myelofibrosis”) o mielofibrosis post-
trombocitemia esencial (post-ET MF, del inglés “post-Essential Thrombocythemia Myelofibrosis").

Ventajosamente, dicha mutacion se selecciona en el grupo que consiste en inserciones, deleciones, y mutaciones
puntuales que corresponden a mutacién de aminoacido (“missense”) y mutaciones terminadoras (“nonsense”),
preferiblemente en el grupo que consiste en inserciones, deleciones y mutaciones terminadoras.

Preferiblemente, dicha mutacion da como resultado la expresién de una proteina ASXL1 mutada, dicha proteina
ASXL1 mutada no comprende por mas tiempo su Homeodominio de Planta (dominio PHD, del inglés “Plant
HomeoDomain”, SEQ ID N°3) o un fragmento del mismo.

También se describe un kit para diagnosticar cancer mieloide en un sujeto que comprende al menos una sonda de
acido nucleico u oligonucledtido o al menos un anticuerpo, el cual se puede usar en un método como se definié
previamente para determinar la presencia o la ausencia de una mutacién en el gen ASXL1 ("additional sex combs
like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en donde la presencia de tal mutacion esta
correlacionada con un cancer mieloide.

Ademas se describe un método para la prognosis del resultado de un cancer mieloide en un sujeto, que comprende
la etapa de analizar una muestra biolégica de dicho sujeto determinando la presencia o la ausencia de una mutacion
en el gen ASXL1 ("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en
donde la presencia de la mutaciéon es indicativo de una prognosis mala de dicho paciente, y la ausencia de la
mutacioén sugiere una prognosis buena de dicho paciente. Las mutaciones que son adecuadas para dicha prognosis
incluyen, pero no se limitan a, mutaciones descritas en el gen ASXL1. La presencia o la ausencia de la mutacion se
puede realizar por comparacion con un control normal, por ejemplo, una linea celular, que no comprende dicha
mutacion. El método ademas puede comprender la etapa de registrar la presencia o ausencia de dicha mutacion en
una posicién concreta.

En un primer aspecto, dicho cancer mieloide es una policitemia vera (PV) y el método de la invencién es para la
prognosis de la progresion de dicha PV a mielofibrosis post-policitemia vera (post-PV-MF). La presencia de una
mutacion en ASXL1 es indicativo de un riesgo de una progresion de dicha PV a Post-PV MF.

En otro aspecto, dicho cancer mieloide es una trombocitemia esencial (ET) y el método de la invencién es para la
prognosis de la progresion de dicha PV a mielofibrosis post-trombocitemia esencial (post-ET MF). La presencia de
una mutacion en ASXL1 es indicativo de un riesgo de una progresion de dicha ET a Post-PV ET.

Breve descripcion de los dibujos
La Figura 1 muestra la representacion de la proteina ASXL1 con motivos y dominios conocidos.

La Tabla | muestra los pares de secuencias cebadoras (“primers”) usados para amplificar y secuenciar el gen
ASXL1.

La Tabla Il muestra las caracteristicas moleculares de 40 casos de MDS estudiados.
La Tabla Ill muestra las mutaciones de ASXL1 en CMML.

La Tabla IV muestra los datos clinicos y moleculares de 112 pacientes de MPN con mutaciones en ASXL1.
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La Tabla V muestra las caracteristicas clinicas y biolégicas de pacientes de CMML con ASXL1 mutado o no mutado.

La Figura 2 muestra las curvas de supervivencia total de Kaplan-Meier de pacientes de CMML segun el estado
mutacional de ASXL1.

La Figura 3 muestra las curvas de supervivencia total de Kaplan-Meier de pacientes de CMML segun el estado
mutacional de ASXL1 en pacientes cuya enfermedad no ha evolucionado a leucemia aguda.

Descripcion detallada

La presente invencion se base en el descubrimiento por parte de los presentes inventores de que el gen ASXL1 con
frecuencia esta marcado por mutaciones y/o deleciones en células tumorales en pacientes que padecen de MDS,
neoplasias mielodisplasicas/mieloproliferativas, MPN o AML.

Se describe un método para diagnosticar un cancer mieloide en un sujeto, el cual comprende la etapa de analizar
una muestra biolégica de dicho sujeto determinando la presencia o la ausencia de una mutacién en el gen ASXL1
("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en donde la presencia
de tal mutacién esta correlacionada con un cancer mieloide.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “sujeto” se refiere a un mamifero, preferiblemente un ser
humano.

Dicho sujeto puede estar sano, pero el método descrito en la presente memoria es particularmente Util para ensayar
un sujeto que se cree que desarrolla o esta predispuesto a desarrollar un cancer mieloide. En ese caso, el método
permite confirmar que dicho sujeto desarrolla o esta predispuesto a desarrollar un cancer mieloide.

Dicho método es para diagnosticar una neoplasia mieloproliferativa (MPN) en un sujeto.

De hecho, los inventores han establecido sobre un grupo de pacientes de MPN que al menos el 8 % de ellos
comprende una mutaciéon en ASXL1.

Preferiblemente, dicha MPN es una mielofibrosis primaria (PMF) puesto que los inventores han establecido sobre un
grupo de pacientes de PMF que al menos el 33 % de ellos comprende una mutacion en ASXL1.

Preferiblemente aun, dicha MPN es mielofibrosis post-policitemia vera (post-PV MF) puesto que los inventores han
establecido que al menos el 66 % de ellos comprenden una mutacion en ASXL1.

Preferiblemente aun, dicha MPN es mielofibrosis post-trombocitemia esencial (post-ET MF) puesto que los
inventores han establecido que al menos el 25 % de ellos comprenden una mutacion en ASXL1.

Preferiblemente aun, dicha MPN es trombocitemia esencial (ET) y la presencia de una mutacion en el gen ASXL1
excluye una trombocitosis reactiva (RT, del inglés “Reactive Thrombocytosis”) puesto que los inventores han
establecido que los pacientes de trombocitosis reactiva no comparten ninguna mutacion en ASXL1.

Tal como se usa en la presente memoria, la expresion “muestra bioldgica” se refiere a tejidos solidos tales como, por
ejemplo, una biopsia de pulmadn; frotis bucal, fluidos y excreciones tales como, por ejemplo, esputo, esputo inducido,
sangre, suero, plasma, orina. Preferiblemente, dicha muestra biolégica es una muestra de sangre o de médula 6sea,
preferiblemente una muestra de médula dsea. Preferiblemente, solamente se requiere una muestra bioldgica que
contenga células que incluyan ADN genémico (u opcionalmente ARN) del sujeto a ensayar.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “mutacién” corresponde a cualquier modificaciéon en la
secuencia de la secuencia original de acidos nucleicos. Estas mutaciones comprenden mutaciones a pequefa
escala, o mutaciones a gran escala. Mutaciones a pequefa escala son aquellas que afectan a un gen en uno o unos
pocos nucledtidos, incluyendo mutaciones puntuales, inserciones o deleciones de uno o mas nucledtidos extras en
el ADN. Las mutaciones puntuales pueden ser silenciosas, de aminoacido y terminadora. Mutacién a gran escala en
la estructura gendmica, tal como duplicaciones de gen, deleciones o mutaciones cuyo efecto es yuxtaponer piezas
de ADN previamente separadas, juntando potencialmente genes separados para formar genes de fusion
funcionalmente distintos.

Preferiblemente, dicha mutacién se selecciona en el grupo que consiste en inserciones, deleciones y mutaciones
puntuales que corresponden a mutacioén de aminoacido y mutaciones terminadoras.

Mas preferiblemente, dicha mutacion se selecciona en el grupo que consiste en inserciones, deleciones vy
mutaciones terminadoras.

Ademas, los inventores han establecido que el exén 12 del gen codificador del dominio PHD de la proteina ASXL1
de manera preferente esta dirigido por las mutaciones perjudiciales en los pacientes estudiados (véase los
ejemplos).
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Por tanto, y preferiblemente aun, dicha mutacién da como resultado la expresién de una proteina ASXL1 mutada
que no comprende ningun dominio PHD (SEQ ID N°3) o un fragmento del mismo.

Dicha proteina mutada puede resultar de la introducciéon de una mutacién terminadora que conduce a la introduccion
de un codon de parada (X) en el marco de lectura abierto de la proteina ASXL1. Como ejemplo, dicha mutacion
terminadora se selecciona en el grupo que comprende Tyr591X, GIn592X, Lys618X, Arg693X, GIn759X, GIn768X,
Leu775X y Arg1068X.

Dicha proteina mutada también puede resultar de un cambio de marco de lectura (FS, del inglés “Frame-Shift”)
debido a una insercién o una delecién en el gen ASXL1. Como ejemplo, dicha insercion o delecion se selecciona en
el grupo de los que inducen la expresion de la proteina ASXL1 mutada con las siguientes mutaciones Gly64Trp FS,
Arg596Pro FS, Ala611Arg FS, His630Pro FS, Gly646Trp FS, Leu762Phe FS, Trp796Gly FS, Thr882Asn FS,
Thr836Leu FS, Ser846GIn FS, Asp879Glu FS, Lys888Glu FS, Leu1213lle FS, Pro1263GIn FS, Leu1266His FS,
Trp1271Lys FS o Ser1457Pro FS.

En otra realizacion preferida de la invencion, la etapa de determinacion se hace sobre el ADN gendmico.

Técnicas tipicas para detectar la presencia de una mutacion en ADN pueden incluir polimorfismo de la longitud del
fragmento de restriccion, técnicas de hibridacion, secuenciacion de ADN, resistencia a exonucleasa,
microsecuenciacion, extension en fase soélida usando ddNTPs, extension en solucién usando ddNTPs, ensayos de
ligacion de oligonucledtidos, métodos para detectar polimorfismos de nucleétido sencillo tal como hibridacién
especifica a alelo dinamica, reacciéon en cadena de ligacion, minisecuenciacion, “chips” de ADN, método de fusion a
alta resolucion (HRM, del inglés “High Resolution Melting”), método de sistema de mutacion refractario por
amplificacion (ARMS, del inglés “Amplification-Refractory Mutation System”), hibridacion de oligonucleétido
especifica a alelo con sondas con marcacién simple o doble mezclada con PCR o con balizas moleculares, sondas
Scorpion® (DxS Genotyping), sondas MGB® (Minor Groove Binding) (NANOGEN) y otros.

Ventajosamente, la mutacion se detecta sobre el ADNc del gen ASXL1 mediante o bien PCR y secuenciacién, matriz
de SNP o CGH, todos los cuales son bien conocidos por los expertos en la técnica.

La hibridacion genémica comparativa (CGH, del inglés “Comparative Genomic Hybridization”) es un método
citogenético molecular de investigacion de un tumor para cambios genéticos. Las alteraciones se clasifican como
ganancias y pérdidas de ADN vy revelan un patrén caracteristico que incluye mutaciones a niveles cromosémicos y
subcromosémicos. El método se base en la hibridacion de ADN del tumor fluorescentemente marcado
(frecuentemente fluoresceina (FITC)) y ADN normal (frecuentemente rodamina o Rojo Texas) con preparaciones de
metafase humana normal. Usando el microscopio de epifluorescencia y el analisis de imagen cuantitativo, se pueden
detectar diferencias regionales en la proporcion de ganancias/pérdidas de fluorescencia frente al ADN control y se
puede usar para identificar regiones anormales en el genoma. CGH detectara solamente cambios cromosémicos
desequilibrados. Normalmente no se pueden detectar las aberraciones cromosémicas estructurales tales como
translocaciones o inversiones reciprocas equilibradas, ya que no cambian sistematicamente el nimero de copia.

En otra realizacion preferida de la invencion, la etapa de determinacion se realiza sobre el ARNm/ADNc de ASXL1.

Tal analisis se puede valorar preparando ARNmM/ADNc de células en una muestra biolégica de un sujeto, e
hibridando el ARNm/ADNc con un polinucleétido de referencia. EI ARNm/ADNc preparado se puede usar en
ensayos de hibridacion o amplificacion que incluyen, pero no se limitan a, analisis tipo Southern o Northern, analisis
de reaccion en cadena de la polimerasa, tal como PCR cuantitativa (TAQMAN), y matrices de sondas tales como
Matrices de ADN GENECHIP (AFFYMETRIX).

En aun otras realizaciones preferidas de la invencion, la etapa de determinacion se realiza sobre la proteina ASXL1.

Tal analisis se puede valorar usando un anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo radiomarcado, marcado con
cromoforo, marcado con fluoréforo o marcado con enzima), un derivado de anticuerpo (por ejemplo, un conjugado
de anticuerpo con un sustrato o con la proteina o el ligando de una proteina de un par proteina/ligando (por ejemplo,
biotina-estreptavidina), o un fragmento de anticuerpo (por ejemplo, un anticuerpo de cadena sencilla, un dominio
hipervariable de anticuerpo aislado, etc.) que se une especificamente a la proteina traducida a partir del gen ASXL1
(SEQ ID N°2), y preferiblemente al dominio PHD (SEQ ID N°3) de la proteina ASXLA1.

Dicho analisis se puede valorar mediante una diversidad de técnicas bien conocidas por un experto en la técnica que
incluyen, pero no se limitan a, ensayo inmunoenzimatico (EIA, del inglés “Enzyme Immunoassay”),
radioinmunoensayo (RIA, del inglés “Radioimmunoassay”), analisis de transferencia tipo Western y ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA, del inglés “Enzyme Linked Immunoabsorbant Assay”).

Los anticuerpos policlonales se pueden preparar inmunizando un animal adecuado, tal como ratén, conejo o cabra,
con la proteina ASXL1 (SEQ ID N°2) o su dominio PHD (SEQ ID N°3). Se puede hacer un seguimiento del titulo del
anticuerpo en el animal inmunizado a lo largo del tiempo mediante técnicas estandar, tales como con un ELISA
usando polipéptido inmovilizado. En un momento apropiado después de la inmunizacion, por ejemplo, cuando los
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titulos del anticuerpo especifico son los mas altos, las células productoras de anticuerpo se pueden obtener del
animal y se pueden usar para preparar anticuerpos monoclonales (mAb) mediante técnicas estandar.

El experto en la técnica también puede usar los anticuerpos monoclonales de ASXL1 comercialmente disponibles,
tales como los anticuerpos monoclonales comercializados por ABCAM o por SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY Inc.

Ademas, se describe un kit para diagnosticar cancer mieloide en un sujeto que comprende al menos una sonda de
acido nucleico u oligonucleétido o al menos un anticuerpo, que se puede usar en un método como se definid
previamente, para determinar la presencia o la ausencia de una mutacion en el gen ASXL1 ("additional sex combs
like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en donde la presencia de tal mutacion esta
correlacionada con un cancer mieloide.

Preferiblemente, el oligonucleodtido es al menos un cebador de PCR, preferiblemente se proporciona un conjunto de
cebadores de PCR, que permite amplificar el gen ASXL1 o un fragmento del mismo. El experto en la técnica
facilmente proporciona tal oligonucledtido o conjunto de cebadores de PCR que permite amplificar una region del
gen ASXL1, siempre y cuando la secuencia de acidos nucleicos del gen ASXL1 sea bien conocida (Numero de
acceso NC 000020.10, nucledtidos 30.946.153 a 31.027.122; y el nimero de acceso NM_015338 para el
correspondiente ADNc, SEQ ID N°1).

Como ejemplo, dichos pares de cebadores de PCR se seleccionan en el grupo que comprende SEQ ID N°4 y SEQ
ID N°5, SEQ ID N°6 y SEQ ID N°7, SEQ ID N°8 y SEQ ID N°9, SEQ ID N°10 y SEQ ID N°11, SEQ ID N°12 y SEQ ID
N°13, SEQ ID N°14 y SEQ ID N°15, SEQ ID N°16 y SEQ ID N°17, SEQ ID N°18 y SEQ ID N°19, SEQ ID N°20 y SEQ
ID N°21, SEQ ID N°22 y SEQ ID N°23, SEQ ID N°24 y SEQ ID N°25, SEQ ID N°26 y SEQ ID N°27, SEQ ID N°28 y
SEQ ID N°29, SEQ ID N°30 y SEQ ID N°31, y SEQ ID N°32 y SEQ ID N°33. Tales cebadores estan revelados en la
tabla I.

Tal como se usa en la presente memoria, el término “kit” se refiere a cualquier sistema de reparto para repartir los
materiales. En el contexto de los ensayos de reaccion, tales sistemas de reparto incluyen sistemas que permiten el
almacenamiento, transporte, o reparto de reactivos de reaccién (por ejemplo, oligonucleétidos, enzimas, etc, en los
recipientes apropiados) y/o materiales de soporte (por ejemplo, tampones, instrucciones por escrito para la
realizacion del ensayo, etc) desde una localizaciéon a otra. Por ejemplo, los kits incluyen uno o mas recintos (por
ejemplo, cajas) que contienen los reactivos de reaccion relevantes y/o materiales de soporte. Tal como se usa en la
presente memoria, el término “kit fragmentado” se refiere a sistemas de reparto que comprenden dos o mas
recipientes separados que cada uno contiene una subparte de los componentes del kit total. Los recipientes se
pueden repartir al receptor previsto juntos o por separado. Por ejemplo, un primer recipiente puede contener una
enzima para usarse en un ensayo, mientras que un segundo recipiente contiene los oligonucleétidos. El término “kit
fragmentado” se pretende que abarque los kits que contienen Reactivos Especificos Analiticos (ASR, del inglés
“Analyte Specific Reagent”) regulados bajo la seccion 520(e) del “Federal Food, Drug and Cosmetic Act”, pero no se
limitan a ellos. De hecho, cualquier sistema de reparto que comprende dos o0 mas recipientes separados que cada
uno contiene una subparte de los componentes del kit total estan incluidos en el término “kit fragmentado”. Por el
contrario, un “kit combinado” se refiere a un sistema de reparto que contiene todos los componentes de un ensayo
de reaccion en un recipiente Unico (por ejemplo, una caja Unica que alberga cada uno de los componentes
deseados). El término “kit” incluye tanto los kits fragmentados como los combinados.

Los presentes kits también pueden incluir uno o mas reactivos, tampones, medios de hibridacién, acidos nucleicos,
cebadores, nucledtidos, sondas, marcadores de peso molecular, enzimas, soportes solidos, bases de datos,
programas informaticos para calcular los 6rdenes de dispensacion y/o equipo de laboratorio desechable, tal como
placas multipocillos, para facilitar facilmente la puesta en practica de los presente métodos. Las enzimas que se
pueden incluir en los presentes kits incluyen polimerasas de nucledtidos y similares. Los soportes solidos pueden
incluir microesferas y similares mientras que los marcadores de peso molecular pueden incluir marcadores
conjugables, por ejemplo, biotina y estreptavidina o similares.

En una realizacion, el kit estd compuesto de instrucciones para llevar a cabo el método descrito en la presente
memoria para diagnosticar un cancer mieloide en un sujeto. Las instrucciones se pueden proporcionar en cualquier
forma inteligible a través de un medio tangible, tal como un impreso sobre papel, medios leibles por ordenador, o
similares.

Se describe un método para la prognosis del resultado de un cancer mieloide en un sujeto, el cual comprende la
etapa de analizar una muestra bioldgica de dicho sujeto determinando la presencia o la ausencia de una mutacion
en el gen ASXL1 ("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en
donde la presencia de la mutaciéon es indicativo de una prognosis mala de dicho paciente, y la ausencia de la
mutacioén sugiere una prognosis buena de dicho paciente. Las mutaciones que son adecuadas para dicha prognosis
incluyen, pero no se limitan a, mutaciones descritas en el gen ASXL1. La presencia o la ausencia de la mutacién se
puede realizar por comparacion con un control normal, por ejemplo, linea celular, que no comprende dicha mutacién.
El método ademas puede comprender la etapa de registro de la presencia o ausencia de dicha mutacién en una
posicion concreta.
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En un aspecto, dicho cancer mieloide es una policitemia vera (PV) y el método de la invencién es para la prognosis
de la progresion de dicha PV a mielofibrosis post-policitemia vera (post-PV MF). La presencia de una mutacion en
ASXL1 es indicativo de un riesgo de una progresion de dicha PV a Post PV MF.

En un aspecto adicional, dicho cancer mieloide es una trombocitemia esencial (ET) y el método de la invencion es
para la prognosis de la progresion de dicha PV a mielofibrosis post-trombocitemia esencial (post-ET MF). La
presencia de una mutacion en ASXL1 es indicativo de un riesgo de una progresion de dicha ET a Post PV ET.

En lo siguiente, la invencion se describe en mas detalle en referencia a secuencias de aminoacidos, secuencias de
acidos nucleicos y los ejemplos. Sin embargo, no se pretende ninguna limitacion de la invencién por los detalles de
los ejemplos. Preferible, la invencion concierne a cualquier realizacion que comprenda detalles que no se mencionan
explicitamente en los ejemplos en la presente memoria, pero que los expertos en la técnica encuentran sin excesivo
esfuerzo.

Ejemplos
1) Alteracion del gen ASXL1 en pacientes que padecen de MDS
Tres tipos de perfiles aCGH en MDS.

Se recogieron una serie de muestras de médula ésea (BM, del inglés “Bone Marrow”) de pacientes con MDS, con
AML con displasia multilinaje (AML-MLD), y con AML secundaria a CMML.

Segun los criterios de la “French-American-British (FAB)” y la OMS, el grupo de MDS comprendia tres RA, nueve
RARS (incluyendo una con mielofibrosis idiopatica), tres RCMD (incluyendo dos con sideroblastos en anillo), 10
RAEB1, ocho RAEB2 y dos MDS-U.

La mayoria de las muestras de MDS se recogieron en el momento del diagndstico; algunos estaban en abstencion
terapéutica de un MDS conocido y algunos estaban bajo tratamiento sintomatico. Todos de novo excepto dos casos
secundarios para el tratamiento de tumores sélidos.

Se usaron matrices de alta densidad de amplio genoma para estudiar los perfiles aCGH de 40 muestras de
MDS/AML de 38 pacientes.

El ADN se extrajo por el kit de aislamiento de ADN/ARN ALLPREP de MACHEREY NAGEL de células de médula
6sea totales, como recomienda el proveedor.

Se analizaron desequilibrios de ADN por hibridacion genémica comparativa por matriz (aCGH, del inglés “Array
Comparative Genomic Hybridization”) usando Micromatrices de CGH 244K (Hu-244A; AGILENT TECHNOLOGIES) y
la resolucién era hasta 6 kb. El cribado se hizo con Agilent Autofocus Dynamic Scanner (G2565BA; AGILENT
TECHNOLOGIES). El analisis de datos se realizd como se describié previamente en Gelsi-Boyer et al. (BMC
Cancer, vol. 8, p:299-314, 2008) y se visualizd con el programa informatico CGH ANALYTICS 3.4 (AGILENT
TECHNOLOGIES). La extraccion de datos (logz proporcién) se hizo con procesos analiticos de CGH mientras que el
logz proporciones normalizado y filtrado se obtuvo a partir del programa informatico FEATURE EXTRACTION
(AGILENT TECHNOLOGIES). Los cambios de nimero de copia se caracterizaron como se informa en Gelsi-Boyer
et al. (anteriormente mencionado, 2008).

Los resultados estan resumidos en la Tabla II.
En estos resultados, se observaron tres tipos principales de perfiles.

Los perfiles de tipo 1 mostraron ganancias o pérdidas que ya eran visibles en el cariotipo y afectaban a grandes
regiones del genoma, tales como la trisomia 8, deleciones de parte de los brazos 5q y 20q, o delecién o
reorganizaciones del cromosoma 7. Las deleciones en el brazo 5q eran bastantes grandes y siempre comprendian
RPS14, HSPA9B y muchos otros genes, incluyendo CXXC5 (CXXC dedo 5).

Los perfiles de Tipo 2 mostraron ganancias y pérdidas raras y limitadas que afectaban a pocos genes. Un caso (es
decir, el caso 190) mostro varias regiones con pequefas deleciones. Una de estas en 20q11 contenia los genes
ASXL1 ("additional sex combs 1”) y DNMT3B (ADN citosina-5-metiltransferasa 3 beta) y otra en 2p23 los genes
paralogos ASXL2 y DNMT3A. El mismo caso también mostré una delecion de BAZ2B en el brazo 2q del
cromosoma. También se observaron ganancias (es decir, MAP3K4 en el caso 167) pero menos frecuentemente que
las deleciones.

En casos con un perfil tipo 3 no se pudo detectar aberracion del numero de copia genémico (CNA, del inglés “Copy
Number Aberration”). Este perfil no se encontré en 22/40 casos (55 %). Hemos indicado esto por “no CNA” en la
Tabla I.

Mutaciones de genes candidatos en MDS
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Analizamos las secuencias de diversos genes candidatos en nuestras muestras de MDS.

Las mutaciones somaticas de los genes HRAS, KRAS, NRAS, RUNX1, NFIA, CTNNB1, TET2 y ASXL1 se
investigaron mediante la secuenciacion de exones y sitios de corte y empalme consenso después de la amplificacion
por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) del ADN genémico (véase la Tabla | para ASXL1). Las
amplificaciones por PCR se hicieron en un volumen total de 25 uyl de mezcla de PCR que contenia al menos 5 ng de
ADN patron, tampén Taq, 200 pmol de cada desoxinucleétido trifosfato, 20 pmol de cada cebador y 1 unidad de
HOT STAR TAQ (QIAGEN).

Las condiciones de amplificacion por PCR eran como sigue: 95 °C 10 min; 95°C 30s,55°C 30s, 72°C 30 s a 1 min
dependiendo de la longitud del producto de PCR durante 35 ciclos; 72 °C 10 min.

Los productos de PCR se purificaron usando placa MILLIPORE MSNUO030 (MILLIPORE SAS). Se usaron alicuotas
(1 pl) de los productos de PCR purificados para la secuenciacion usando el kit Big Dye Terminator V1.1 (APPLIED
BIOSYSTEMS) que incluye el cebador directo e inverso.

Después de purificacion G50, las secuencias se cargaron sobre un ABI 3130XL AUTOMAT (APPLIED
BIOSYSTEMS). Los ficheros de datos de secuencia se analizaron usando el programa informatico SEQSCAPE vy
todas las mutaciones se confirmaron sobre un producto de PCR independiente.

Los resultados se presentan en la Tabla | y muestran que no se encontré mutacion de los tres genes RAS, del gen
NFIA o del gen CTNNB1.

Se encontré mutacion en RUNX1 en un caso de cada 24 ensayados.

Encontramos diversos casos mutados para TET2 (a informar en detalle en otro lugar). Se han descubierto
mutaciones y deleciones de este gen recientemente en aproximadamente 15 a 20 % de diversas enfermedades
mieloides que incluyen los MDS.

Investigamos mutaciones en el gen ASXL1, un alelo del cual se sometié a delecion en el caso 190. Encontramos
seis mutaciones en cinco pacientes (una de estas mutaciones se enconir6 en tanto los MDS como los estados
transformados) (Tabla Il). Las mutaciones estaban causadas por delecién o duplicacidon de un nucleétido. La Figura
1A y B muestra una representacion esquematica de la proteina ASXL1 con la localizacion deducida de las
mutaciones. Todas las mutaciones se encontraron en el exén 12 del gen y deberian conducir al truncamiento del
terminal C de la proteina, el cual contiene un dedo PHD.

Finalmente, asi hemos encontrado mutaciones en el gen ASXL17 en el 11 % de los pacientes de MDS.
2) Alteracion del gen ASXL1 en pacientes que padecen de trastornos mielodisplasicos/mieloproliferativos
Mutacién de ASXL1 en CMML

Para determinar si las mutaciones en ASXL1 se pueden encontrar fuera de los MDS analizamos como se describid
previamente la secuencia de ASXL1 en las muestras de médula ésea de pacientes que padecen de CMML, una
enfermedad relacionada.

Segun los criterios de la FAB y la OMS, las series de CMML comprendian 21 formas mieloproliferativas (MP-CMML),
18 mielodisplasicas (MD-CMML) y siete CMML intensamente transformadas (AT-CMML, del inglés “Acutely-
Transformed CMML"). Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado. La proyeccioén y la recogida de
muestras fue revisada por la junta de revision cientifica del “Paoli-Calmettes Institute”, segun las regulaciones y los
intereses éticos actuales.

Se encontraron un total de 19 mutaciones en 44 pacientes (46 casos) (43 %) (Tabla Ill). La localizacién y naturaleza
de estas mutaciones se muestran en la Figura 1C.

Como en MDS, todas las mutaciones se encontraron en el exén 12 y eran deleciones, duplicaciones, inserciones o
sustituciones de nucleétidos. Encontramos 13 mutaciones en 21 casos de MP-CMML (62 %), cuatro en 18 de MD-
CMML (22 %) y dos en siete de AT-CMML (28 %), siendo significativa la diferencia entre los casos de MP y MD.

Correlaciones entre la mutaciéon en ASXL1 y las caracteristicas clinicas y biolégicas en CMML

Se recogieron una serie de muestras de médula 6sea consecutivas obtenidas de 53 pacientes, todos los cuales
firmaron un consentimiento informado. Entre estos 31 eran MP-CMML y 22 eran MD-CMML como inicialmente se
definio por el grupo FAB con un recuento de leucocito superior o inferior a 13 g/l, respectivamente. Se observé un
cariotipo normal en 40 pacientes (20 MP-CMML y 20 MD-CMML); se encontré una del(20g)(q11;q13) en 3 pacientes
(2 MP-CMML y 1 MD-CMML); se hall6 una trisomia de unos cromosomas comunmente afectados (8, 19, 21) en 4
MP-CMML. Uno de MD-CMML tenia una inversion 11q, uno de MP-CMML tenia una t(10;11)(p12;p15) y uno de MP-
CMML tenia una t(1;3)(p36;q21).
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Los perfiles de aCGH de 51 de los 53 casos de CMML se establecieron como previamente se describio y se
revelaron alteraciones que se observaron por citogenéticas convencionales (9/51) excepto para 3 pacientes con
translocaciones equilibradas (HD-0201, HD-0316, HD-0178), y para el caso de HD-0367 con una del(20)(q11q13)
para el cual aCGH no mostré una delecidon franca en 20q probablemente debido al bajo numero de células
afectadas.

Para nueve casos (17 %) aCGH detecto pérdidas o ganancias raras y limitadas, no visibles en el cariotipo. Afectaron
muy pocos genes incluyendo algunos con funcion supresora de tumor conocida y actividad leucemogénica (NF1,
RB1y TET?2). Finalmente, y en el 70 % de los casos (35/51) no se observaron aberraciones del nimero de copia.

Los resultados también muestran que las alteraciones genémicas detectadas por citogenéticas convencionales o
aCGH eran diferentes en MP-y MD-CMML con 15 alteraciones de los 31 MP-CMML y 4 alteraciones de los 22 MD-
CMML. Por tanto, las MP-CMML tenian mas alteraciones genémicas que las MD-CMML (p=0,049).

Estudiamos las secuencias codificadoras de 13 genes en los 53 casos. En 25 casos (49 %) encontramos 20
cambios de marco de lectura (incluyendo 7 veces el mismo p.Gly646Trpfsx12) y 5 mutaciones terminadoras en el
exon 12 de ASXL1. Se encontraron mutaciones del exén 8 de CBL en el 10 % de los casos (5/47).

Un caso (HD-0223) tenia una delecion homocigota. Un caso (HD-0367) tenia una duplicaciéon en tandem interna de
FLT3. Encontramos 5 mutaciones de IDH en 48 casos (10 %); todas estaban en IDH2 (4 veces el mismo
p.Arg140Gin). Siete pacientes de los 53 casos tenian una mutacion de K o NRAS (13 %). Doce de los 53 pacientes
(21 %) estaban mutados para RUNX7 y el 36 % de los pacientes estaban mutados para TET2. No se encontro
mutaciéon en NPM1, JAK2y WTT.

A continuacién, estudiamos la prevalencia de los genes mutados en MP y MD-CMML. Diecinueve de las 25
mutaciones en ASXL1 se encontraron en 30 MP-CMML frente a 6 en 22 MD-CMML. Las mutaciones en ASXL1,
pero no en RUNX1 o TET2, eran mas frecuentes en MP que en MD-CMML (p=0,03). No se observo diferencia entre
las dos formas para CBL, FLT3, IDH1/2, PTPN11, RAS, RUNX1 o TET2. Todo el numero de mutaciones (ASXL1 y
genes de proliferacion) era mayor en las MP (69/273 casos) que en las MD-CMML (26/172) (p=0,0018).

Puesto que la clasificacion de CMML siempre ha sido un tema de debate, por tanto, la mutacion en ASXL1
corresponde a una base molecular a la separacion de CMML en formas MP y MD inicialmente definidas por el grupo
FAB.

En el presente estudio ASXL1 aparece como el gen mas frecuentemente mutado en CMML, como es en los MDS.

Se examinaron las principales caracteristicas clinicas y bioldégicas de 51 casos de CMML con respecto a las
mutaciones en ASXL1 (Tabla V).

Los resultados mostraron que la presencia de una mutacién en ASXL1 estaba asociada con mayor RGB (30 g/l
frente a 15 g/l) (p=0,006), mayor monocitosis en sangre (p=0,005) y en médula 6sea (p=0,04) y con menor nivel de
hemoglobina en sangre (p=0,03). No se indicé diferencia en el volumen celular medio, recuento de neutrdfilos y
plaquetas en sangre, o blastos en médula 6sea. En MP-CMML la mutacion en ASXL1 se correlacioné con un nivel
menor de recuento de hemoglobina (p=0,03) y plaquetas (p=0,002) y con una mayor monocitosis (p=0,04). En MD-
CMML, no se observaron correlaciones con la mutacién en ASXL1.

Entre los casos de ASXL1 mutado (25/51), once (9 MP y 2 MD) habian evolucionado a transformacién aguda (Tabla
V), mientras que no se observé transformacion aguda en los casos no mutados. En otras palabras, todos los casos
transformados tenian una mutacién en ASXL1, pero no todos los casos de ASXL1 mutado habian progresado a
AML.

Por tanto, la mutacién en ASXL1 y la transformacion aguda estaban correlacionadas (p=0,0005). Si algunos casos
mutados no habian progresado a fase aguda, esto puede ser debido a que los pacientes habian muerto antes de
experimentar leucemia aguda.

Se hizo el anadlisis de supervivencia total (seguimiento medio de 29,5 meses) para los 53 pacientes y la
supervivencia total media determinada fue de 27,6 meses. El estado de ASXL7 se pudo determinar en el momento
del muestreo de 51 pacientes. El analisis Kaplan-Meier mostré un indice de supervivencia total inferior en los
pacientes con ASXL1 mutado (Fig. 2), sin impacto significativo de transformacién aguda sobre la supervivencia total
(datos no mostrados). Los resultados también han mostrado que con respecto a la forma MP/MD, solamente se
observo una tendencia a una mejor supervivencia de los pacientes de MD (datos no mostrados).

Para determinar si ASXL71 tenia impacto de prondstico independientemente de la transformacion aguda,
comparamos la supervivencia total de los pacientes mutados para ASXL1, pero los cuales no habian experimentado
progresion aguda con la de los pacientes no mutados: la mutacién en ASXL1 estaba asociada a un mal resultado
(Fig. 3). Finalmente, dentro de los pacientes de MP-CMML, los casos mutados para ASXL1 tenian una supervivencia
peor que los casos no mutados. Hicimos el mismo analisis para el estado mutacional de TET2. A diferencia de
ASXL1, TET2 no tenia impacto sobre la supervivencia total (datos no mostrados).
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3) Alteracion del gen ASXL1 en pacientes que padecen de MPN
Mutacion de ASXL1 en MPN

Para determinar si ASXL1 podria estar implicado en otros tipos de enfermedades mieloides, estudiamos el gen
ASXL1 en 64 neoplasias mieloproliferativas (MPN).

Nuestras series comprendian 10 casos de policitemia vera, 35 casos de trombocitemia esencial (ET), 10 casos de
mielofibrosis primarias (PMF), 1 caso de PMF prefibrética, 5 MPN en fase blastica y 3 MPN no clasificadas.

También investigamos las mutaciones en 12 casos de no-MPN que comprendian 7 trombocitosis secundarias y 5
eritrocitosis secundarias. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado y el estudio fue aprobado por
nuestro comité ético.

Investigamos las mutaciones en ASXL1 como se describioé previamente, y simultaneamente para las mutaciones en
JAK2 (V617F) y TET2 (todos los exones).

Los resultados han demostrado que las mutaciones por cambio de marco de lectura de TET2 heterocigoto se
encuentran en 4 de los 64 casos de MPN (6,2 %), 2 de ET y 2 de PMF.

También encontramos mutaciones por cambio de marco de lectura de ASXL1 en 5 casos (7,8 %) incluyendo 1 ET de
los 35, 3 PMF de los 10 (1 estaba en la fase acelerada) y 1 leucemia mieloide aguda (AML) post-ET. Ninguno de los
cinco casos con ASXL1 mutado llevaba una mutacion JAK2 V617F y solamente uno de estos cinco casos (una PMF)
también estaba mutado para TET2. Los otros cuatro casos de TET2 no tenian una mutacién en TET2, pero dos de
ellos mostraron un cariotipo anormal.

Analizamos las mismas secuencias en ADN extraido de células purificadas de CD34 de tres pacientes con mutacion
en ASXL1 y/o TET2 en su ADN de célula sanguinea (HD-0496, HD-0536 y HD-0540). Se detectaron las mismas
mutaciones en ASXL1 y TET2 en el correspondiente ADN de CD34. Esto concuerda con lo que se conoce de la
fisiopatologia de las MPN y sugiere que las mutaciones en ASXL1 se dan tempranamente durante la evolucion de la
enfermedad.

Finalmente, se encontraron mutaciones en ASXL1 en casi el 8 % de los pacientes que padecen de MPN, y mas
especialmente en el 33 % de los pacientes que padecen de PMF.

Mutacion de ASXL1 en MPN no-CML

El analisis anterior se hizo para 112 nuevos casos de MPN que comprendian 97 PV, ET y MF, 9 PV/ET/MF en fase
blastica y 6 formas de MPN/MDS y MPN no clasificadas. También investigamos las mutaciones en 32 casos no MPN
que comprendian 10 trombocitosis reactivas (RT) y 22 eritrocitosis reactivas (RE, del inglés “Reactive
Erythrocytosis”).

Se encontraron mutaciones en ASXL7 en 13 casos (11,6 %). Todas estas mutaciones eran heterocigotas y
comprendian 10 cambios de marco de lectura (incluyendo 7 c¢.1934dupG p.Gly646TrpfsX12) o mutaciones
terminadoras que se supone que truncan la proteina desde su terminal C que incluye el dominio de dedo de
homeodominio de planta (PHD) (Tabla IV).

Las frecuencias mutacionales especificas a enfermedad fueron del 8 % en PV, 4 % en ET, 12 % en PMF, 66 % en
post-PV MF, 25 % en post-ET MF, 22 % en PV/ET/MF en fase blastica y 66 % en MPN/MDS. Las mutaciones en
TET2 estaban presentes en 11 de 112 pacientes (10 %). Interesantemente, ninguno de los 32 casos reactivos
estaba mutado para ASXL1.

Debido a que el diagndstico diferencial entre ET (MPN) y trombocitosis reactiva puede ser dificil, la presencia de una
mutacion en ASXL1 podria ayudar en el diagndstico de MPN para excluir una trombocitosis reactiva.

La presencia de una mutaciéon en ASXLT no influyd el recuento de leucocito, los niveles de hemoglobina o
hematocritos, pero el recuento de plaquetas era mas bajo en los casos con ASXL1 mutado (416 x 10° célulasllitro,
p=0,009) en comparacion con ASXL1 en peso (625 x 107 células/litro).

Finalmente, observamos una alta incidencia de mutacién en ASXL1 en pacientes de MF incluyendo PMF, post-ET
MF y post-PV MF y una baja incidencia en ET y PV, implicando que ASXL1 puede estar asociado a un fenotipo mas
agresivo. Ademas, la proporcion de las mutaciones en ASXL1 eran altas en post-PV MF y post-ET MF (66 % y 25 %,
respectivamente); sugiriendo que el estado de ASXL1 se podria usar para predecir el riesgo de evoluciéon de PV y
ET a MF.

4) Alteracion del gen ASXL1 en pacientes que padecen de AML

Para determinar si ASXL1 esta implicado en AML, usamos secuenciacion de ADN y aCGH como se describi
previamente para investigar las mutaciones y deleciones del gen en 46 casos de AML con cariotipo normal y 17
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casos con trisomia 8 (n=14), delecién 9q (HD-0632), trisomia 11 (HD-0304) o delecion 20g11-13 (HD-0381) como
una unica anomalia cariotipica.

Las 63 AML eran 46 casos primarios y 17 transformaciones de una enfermedad mieloide previa. No incluimos AML
relacionadas a terapia. Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado y el estudio fue aprobado por
nuestra junta de revision institucional.

En total, 41 de los 50 casos estudiados por aCGH no mostraron ninguna aberraciéon del numero de copia (la trisomia
8 aislada no se tomo en cuenta).

Encontramos mutaciones por cambio de marco de lectura o terminadoras heterocigotas de ASXL1 en 11 de los 63
casos (17,5 %). También encontramos varios casos de sustitucion, los cuales no tomamos en cuenta debido a que
pueden representar polimorfismos. La delecion de la regién cromosémica 20q11-13 (HD-0381), la cual era visible en
el cariotipo, implicaba ASXL1. Por tanto, en total, 12 casos de los 63 mostraron alteracion de ASXL1 (19 %).

En dos casos, secuenciamos ASXL1 en ADN extraido de frotis bucales del paciente con mutacién en ASXL1; ASXL1
no estaba mutado, mostrando que la mutacién se adquiria.

De acuerdo con lo que se sabe para AML con cariotipo normal,5 casi la mitad de los casos (28 de cada 63, 44 %)
mostraron mutaciones en NPM1 en el exdén 12. Las mutaciones de NPM1 eran mutuamente exclusivas con las
alteraciones de ASXL1: ninguno de los 28 casos con NPM1 mutado mostraron mutaciéon o delecion en ASXL1,
mientras que 12 de los 35 (34 %) casos no-NPM1 mutados estaban mutados o sometidos a delecion para ASXL1.

Se encontraron mutaciones en FLT3 y duplicaciones en tandem internas (ITD, del inglés “Internal Tandem
Duplications”) en 19 casos (30 %) y no se observaron con mutaciones en ASXL1 excepto en un caso (HD-0282).

Tres casos estaban mutados en o bien K o NRAS, y un caso en JAK2. Los datos sobre CEBPA, disponibles para 11
casos, revelaron no mutacion.

En realidad, la diferencia entre las mutaciones en NPM1 y ASXL1 pueden preferir reflejar dos rutas diferentes de
leucemogénesis que dos coincidencias (“hits”) alternadas sobre la misma ruta. Las mutaciones en NPM1 no son
comunes en AML secundarias a una enfermedad mieloide crénica. Por el contrario, 9 de las 17 AML secundarias (es
decir, 53 %) mostraron mutacion o delecion en ASXL1 (frente a 3 de las 46 AML primarias, incluyendo un caso con
displasia de linaje mezclado) y las alteraciones de ASXL1 se observaron prominentemente en AML secundarias a
una enfermedad mieloide cronica (9 de 12, 75 %), mientras que no era el caso para las mutaciones en NPM1 (2 de
28).

Se validé esta hipdtesis mediante el estudio de mas casos, la deteccion de mutaciones en ASXL1 ayudarian a
distinguir entre AML primarias y secundarias y, por consiguiente, ayudaria a orientar la prognosis, incluso en
ausencia de fases cronicas conocidas.

Por el contrario, se encontraron que las mutaciones en TET2 en una serie de AML no estan correlacionadas ni con
la presencia o ausencia de mutaciones en NPM1 o FLT3 ni con un antecedente de enfermedad mieloide crénica.10
En otras series, se encontraron tres de cuatro mutaciones en TET2 en casos secundarios.

Aunque TET2 y ASXL1 pueden funcionar en rutas similares de la regulacion epigenética, podria haber diferencias en
su relacion con NPM1 y en su ventana de accion durante el transcurso de la enfermedad.

En el caso de que tenga tanto alteracion de ASXL1 como de FLT3, determinamos que la mutacion en ASXL1, pero
no la ITD de FLT3, estaba presente en la fase cronica, sugiriendo que las mutaciones en ASXL1 y FLT3 pueden
cooperar en casos raros.

Finalmente, las mutaciones raras en RAS se dieron indiferentemente en casos primarios o secundarios; una se
encontré en un caso de ASXL1 mutado, lo cual no fue inesperado, ya que previamente hemos mostrado que las
mutaciones en RAS y ASXL1 se pueden dar en conjunto.2 Ahora sera interesante determinar qué otras alteraciones
pueden asociarse con o bien la ruta de NPM1 o ASXL1 de leucemogénesis.

5) La mutacién por cambio de marco de lectura p.Gly646Trpfsx12 esta fuertemente correlacionada con RAEB2

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado y el estudio fue aprobado por nuestra junta de revision
institucional. Incluyen 65 casos de MDS. Segun los criterios de la OMS, el grupo comprendia 5 casos de anemia
refractaria (RA), 13 de anemia refractaria con sideroblastos en anillo (RARS, del inglés “Refractory Anemia with Ring
Sideroblasts”) (incluyendo uno con mielofibrosis), 7 de citopenia refractaria con displasia multilinaje (RCMD), 16 de
anemia refractaria con exceso de blastos tipo 1 (RAEB1), 19 de anemia refractaria con exceso de blastos tipo 2
(RAEB2) y 5 de MDS no clasificado (MDS-U). Seis casos eran secundarios a enfermedades hematopoyéticas o no
hematopoyéticas. La mayoria de las muestras de MDS se recogieron en el momento del diagndstico; algunos
estaban en abstencion terapéutica de un MDS conocido y algunos estaban bajo tratamiento sintomatico. Diecisiete
casos eran IPPS de bajo riesgo (0), 23 eran int-1 (0,5 a 1), 12 eran int-2 (1,5 a 2) y 7 eran de alto riesgo (=2,5).
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La secuenciacion de ADN de secuencias codificadoras de exon de ASXL1, CBL, FLT3, IDH1, IDH2, JAK2, KRAS,
NPM1, NRAS, RUNX1, TET2 y WTI se hicieron como sigue. Las amplificaciones por PCR de ADN de célula de
médula dsea se hicieron en un volumen total de 25 pl de mezcla de PCR que contenia al menos 5 ng de ADN
patréon, tampdn Taq, 200 umol de cada desoxinucleoétido trifosfato, 20 pmol de cada cebador y 1 unidad de Hot Star
Taq (Qiagen). Las condiciones de amplificacién por PCR eran las siguientes: 95 °C 10 min; 95 °C 30 s, 55 °C 30 s,
72 °C 30 s a 1 min dependiendo de la longitud del producto de PCR durante 35 ciclos; 72 °C 10 min. Los productos
de PCR se purificaron usando la placa MILLIPORE MSNUO030. Se usé un microlitro de los productos de PCR
purificados para secuenciar usando el kit del Big Dye terminador v1.1 (APPLIED BIOSYSTEMS) que incluye el
cebador directo o inverso. Después de purificacion G50, se cargaron las secuencias sobre un ABI 3130XL automat
(APPLIED BIOSYSTEMS). Los archivos de datos de secuencia se analizaron usando tanto los programas
informaticos SEQSCAPE como PHRED/PHRAP/CONSED vy todas las mutaciones se confirmaron sobre un producto
de PCR independiente.

Las mutaciones por cambio de marco de lectura del exén 12 de ASXL1 (11 veces el mismo p.Gly646Trpfsx12) se
observaron en 12 de los 65 casos de MDS (18,5 %) que incluyen 1 de los 5 RA (20 %), 2 de los 16 RAEB1 (12,5 %)
y 9 de los 19 RAEB2 (47,4 %).

Encontramos 12 casos con mutacion en TET2 (18,5 %) y 4 con mutacién en RUNXT (6,2 %). Un paciente (HD-0311)
tenia dos mutaciones en TETZ2. Las mutaciones en TET2 eran frecuentes en RAEB1 (7/16, 43,8 %). Las mutaciones
en RUNX1 y TET2 eran mutuamente exclusivas, pero ambas podian asociarse con las mutaciones en ASXL1: dos
casos mostraron tanto una mutacion en ASXL1 como una en TET2y tres casos tanto una mutaciéon en ASXL1 como
una en RUNX1. Se ha informado de un caso de delecion en ASXL71 (HD-0190) y un caso de delecion en TET2 (HD-
0145). Un caso (HD-0232) tenia una rotura en RUNX1 detectada por aCGH (no mostrado).

No encontramos ninguna mutacion en FLT3, NPM1 o WT1. Un MDS-U tenia una mutaciéon en JAK2 y un caso de
RCMD una mutacion en KRAS. Cinco casos, todos de RAEB2, estaban mutados en CBL. En uno de estos la
mutacién era homocigota. Se dio una sustitucion en el caso con trisomia 11 (HD-0264), y mostré una proporcion de
2/3 con el residuo de tipo natural, sugiriendo que el alelo mutado estaba duplicado.

Encontramos 5 mutaciones de IDH en los 65 casos (7,7 %), que incluian 2 mutaciones en IDH1y 3 en IDH2.

Basandose en las funciones conocidas de las proteinas, sobre un modelo y una clasificacion anterior en donde las
mutaciones estaban presentes (MDS y/o AML secundarias y/o AML primarias) y sobre como se combinan,
provisionalmente agrupamos los genes en cuatro clases.

La primera clase (denominamos ‘“iniciadores”) incluyen RUNX7 y TET2. Pueden causar dominancia clénica de
células madre hematopoyéticas.

ASXL1y NPM1 constituirian la clase Il (“seleccionadores”). Las mutaciones en estos genes pueden seleccionar una
ruta leucemogénica que conduce o bien a AML primaria o secundaria.

Los genes asociados con la proliferacion (CBL, FLT3, JAK2, RAS) definen la clase Il (“amplificadores”). La mutacion
en JACK2 juega el papel principal en los MDS y las NK-AML.

Finalmente, por tres razones, agrupamos IDH1, IDH2 y WT1 en una clase IV putativa que provisionalmente
denominamos “reforzadores”. Primera, las mutaciones en IDH y WT1 eran exclusivas pero podian darse
conjuntamente con mutaciones en genes de otras clases. Segunda, se daban principalmente en AML y eran raras
en MDS (y también en neoplasias mieloproliferativas). Tercera, las mutaciones de estos genes podian estar
asociadas con modificaciones de las rutas de deteccion de oxigeno y HIF1. Las mutaciones de clase IV estan
bastantes asociadas a la fase aguda.

En general, los casos de AML tenian cero, una o tres mutaciones. Debido a esto, y aunque ningin caso tenia cuatro
mutaciones, proponemos que AML se desarrolla siguiendo, al menos, cuatro mutaciones cooperantes, una de cada
clase. Esto es especulativo y la identificacion de nuevos genes diana y el estudio de otros conducira a una vision
mas precisa.
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aggccggagce
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5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7056



GlIn

Gly

Arg

65

Phe

val

Ser

Glu

Leu

145

Gln

Leu

Cys

Ser

Gin

225

G1n

Ser

Phe

Pro

Ile

Thr

50

Gly

Thr

Glu

Asn

Thr

130

ser

Lys

Lys

His

Leu

210

Asp

Met

Ile

His

Glu
290

Leu

35

Ser

Gly

Leu

Gly

Glu

115

ser

Asn

Lys

val

Ala

195

Ala

Pro

Lys

Leu

Ala

275

val

Gln

Pro

Glu

Lys

Glu

100

Ala

ser

Pro

Lys

Asn

180

AsSp

Leu

Ala

Arg

val

260

Leu

Asp

val

Leu

Gly

Lys

Glu

ser

AsSD

Arg

Thr

165

Gly

Gly

Gly

Pro

Asn

245

Asn

Pro

Arg

Ile

Ala

Leu

70

Asp

Pro

Thr

Ala

Asp

150

Gly

Ala

Glu

ser

Leu

230

Arg

Thr

Ser

GIn

Glu

Cys

Phe

Ala

Glu

val

ser

135

ser

val

His

ser

Ala

215

Leu

Gly

AsSn

His

val
295

Ala

40

Leu

Tyr

Leu

Asp

ser

120

cys

Tyr

Met

val

Gly

Ala

Arg

Glu

Leu

Phe

280

Gly
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Glu
AsSn
Lys
GIn
Thr
105
Gly
ser
Arg
Leu
Glu
185
Ser
Ile
Gly
Glu
Ar

265
GlIn

Thr

Gly

Ala

Leu

Trp

90

Ala

Glu

Thr

Ala

Pro

170

ser

Pro

Arg

Phe

Ile
250

g Ala

Gln

ASp

Leu

Met

Pro

75

Ser

ASp

ASn

Glu

ser

155

Arg

Ala

ser

Gly

Arg

235

ASp

Leu

Gln

Gly

Lys

Leu

60

Gly

Arg

val

Asp

Ser

140

Ser

val

Ser

Ser

GlIn

220

LYyS

Phe

Ile

Leu

Leu
300

17

Glu

45

His

Arg

His

Glu

val

125

Gln

Gln

val

Gly

ser

205

Ala

Pro

Gtu

Asn

Leu

285

Leu

Met

ser

Ile

Pro

Ser

110

Ser

Ser

Ala

Leu

Phe

190

Ser

Glu

Ala

Thr

ser

270

Phe

Arg

Arg

Asn

ser

Ala

95

Cys

Leu

Arg

Asn

Thr

175

Ser

ser

val

Thr

Pro

255

Arg

Leu

Leu

ser

Ser

Leu

30

Thr

Gly

Asp

Pro

Lys

160

Pro

Gly

Gly

Thr

Gly

240

Gly

Thr

Leu

Ser



ser

305

Arg

Ile

Lys

Glu

Gly

Thr

Arg

Ala

Tyr

His

465

Phe

Leu

Glu

Gln

545

GlIn

Ser

Glu

Arg

Phe

ser

370

Leu

Arg

Thr

Gly

Lys

450

Leu

Pro

Ala

Thr

Ala

530

Gln

Pro

Ala

Arg

GIn

Phe

355

Leu

Cys

GlIn

Arg

val

435

Asp

Pro

val

Arg

val

515

Ala

ser

Thr

Leu

Leu

Glu

340

Glu

Gln

val

Arg

Ala

420

Ala

Gly

Gly

Glu

Ala

500

Asp

ser

Phe

Lys

Asn

Ala

325

Met

Asp

Gln

Pro

Arg

Lys

Glu

Thr

Ser

485

ser

Gln

Ala

Arg

Glu
565

ASn

310

Asp

Glu

TYr

Asn

Gly

390

Gly

Arg

Asp

Ala

ser

470

val

Ala

Glu

ser

Asn

550

Glu

Glu

Gly

Lys

Tyr

val

375

Glu

His

Asn

Ala

Lys

Ser

Ala

Ser

Pro

phe

535

Thr

Pro

Phe

Glu

Glu

Gly

Gly

ser

Phe

Leu

Lys

420

Thr

Ala

ser

Pro

Lys

520

Pro

Ile

Lys
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Phe

Phe

Lys

345

GlIn

Glin

val

Lys

TYyr

425

Ser

Asp

Ala

Arg

Asp

505

Asp

Glu

Glu

val

Thr

Thr

330

Lys

Lys

Glu

Arg

Lys

410

Lys

val

Pro

Pro

Ile

490

Arg

GlIn

Lys

ser

Pro
570

His

315

His

val

Leu

Glu

Ile

395

Arg

LySs

Ala

Ala

475

G1n

Ile

Lys

Lys

val

555

Pre

Ala

Glu

Glu

Gly

Ala

380

Gln

Ser

GIn

ser

Gly

Leu

Ala

Pro

Arg

Pro

540

His

Ile

18

Ala

Met

Gln

Leu

365

Glu

Arg

Arg

Glu

ASp

445

Leu

Glu

Glu

Ser

LyS

Arg

Thr

Arg

Gin

Gin

Trp

350

Thr

Ile

Gly

Pro

ser

430

val

Ser

Gly

Pro

Leu

510

Ser

Leu

Glu

Ile

Ser

val

335

Lys

Lys

Lys

Pro

Pro

Ser

Pro

Pro

Phe

Glu

Lys

Gln
575

320

Arg

Glu

Ser

Ala

400

Leu

Gln

Lew

Pro

Glu

480

AsSn

Gln

Glu

ASp

Pro

560

Leu



sSer

Ile

Thr

Arg

625

Ile

Glu

Gly

Ser

Glu

705

Leu

val

Pro

Thr

val

785

Glu

Leu

Ser

Arg

Cys

Gly

Gly

Gly

Gly

His

Pro

Gly

Thr

sSer

770

Arg

Glu

val

His

Ile

Pro

595

Ala

Ala

Gly

Gly

Pro

675

Leu

Thr

ser

Leu

Gly

val

Thr

Gln

Gly

Pro
835

Lys

580

Arg

Arg

Arg

Gly

Gly

660

Glu

GIn

Gin

Leu

Thr

740

AsSp

Ala

Glu

Gly

Asp

820

Thr

Pro

Ile

Thr

Gly

Pro

Arg

Ala

Arg

725

ASD

Gln

Glu

Cys

Pro

805

Asp

Met

Pro

Ile

Leu

His

630

Gly

Gly

Arg

Thr

Gly

Lys

Gly

Pro

Arg

Glu

790

Thr

Thr

Lys

Trp

Pro

Ala

615

His

Pro

ser

Gly

GlIn

695

Thr

Glu

Leu

Cys

Leu

775

Ser

val

Leu

ASD

val

Thr

600

Asp

cys

Gly

ser

Gly

Leu

Ala

Glu

Gly

Gln

760

val

Gly

Pro

Glu

Pro
840
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val

585

Thr

Ile

His

Gly

Ser

665

Pro

Leu

Met

Ser

745

Ala

Glu

Thr

Ala

LyS

val

LysS

Glu

Lys

Arg

ser

Pro

Ser

Cys

730

Ala

Leu

Gln

Thr

810

Gly

Asn

Gly

ser

Ala

Glu

635

Gly

Asp

Thr

Pro

Arg

715

Leu

ser

Pro

Pro

Ser

795

Asn

Thr

val

Gln

ser

Arg

620

Ala

Gly

Gly

Pro

Tyr

700

Ala

Leu

GlIn

Leu

Gln

780

Trp

Gly

Gly

Thr

19

Pro

Cys

605

Ala

Ala

Gly

Gly

Gly

Pro

Arg

GIn

Leu

Leu

765

Leu

Glu

Pro

Gln

Pro
845

Thr

590

Arg

Leu

Thr

Ala

Glu

670

Lys

Leu

Arg

Arg

Pro

750

ser

His

Ser

Ile

Ala

830

ser

Tyr

Gly

Gln

Thr

Thr

655

Ala

Cys

Asn

Glu

Ala

735

val

Ser

Pro

Asp

Pro

815

Leu

ser

GIn

Trp

val

Ala

640

Asp

Cys

Thre

Gly

Asp

720

Thr

Ala

GlIn

AsSp

800

ser

Asp

Thr
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Pro Glu Ser Ser Pro Thr Asp Cys Leu GIn Asn Arg Ala Phe Asp Asp
850 855 860

Glu Leu Gly Leu Gly Gly Ser Cys Pro Pro Met Arg Glu Ser Asp Thr
865 870 875 880

Arg GIn Glu Asn Leu Lys Thr Lys Ala Leu val Ser Asn Ser Ser Leu
885 890 895

His Trp Ile Pro Ile Pro Ser Asn Asp Giu val val Lys GIn Pro Lys
900 05 910

Pro Glu Ser Arg Glu His Ile Pro Ser val Glu Pro GIn val Gly Glu
915 920 925

Glu Trp Glu Lys Ala Ala Pro Thr Pro Pro Ala Leu Pro Gly Asp Leu
930 935 940

Thr Ala GTu Glu Gly Leu Asp Pro Leu Asp Ser Leu Thr Ser Leu Trp
945 850 955 960

Thr val Pro Ser Arg Gly Gly Ser Asp Ser Ash Gly Ser Tyr Cys Gln
965 970 975

GIn val Asp Ile Glu Lys Leu Lys Ile Asn Gly Asp Ser Glu Ala Leu
980 985 990

Ser Pro His Gly Glu ser Thr Asp Thr Ala Sser Asp Phe Glu Gly His
995 1000 1005

Leu Thr Glu aAsp Ser Ser Glu Ala Asp Thr Arg Glu Ala Ala val
1010 1015 1020

Thr Lys Gly Ser Ser val Asp Lys Asp Glu Lys Pro Asn Trp Ash
1025 1030 1035

GIn Ser Ala Pro Leu Ser Lys Vval Asn Gly Asp Met Arg Leu val
1040 1045 1050

Thr Arg Thr Asp Gly Met val Ala Pro GIn Ser Trp val Ser Arg
1055 1060 1065

val Cys Ala val Arg GIn Lys Ile Pro Asp Ser Leu Leu Leu Ala
1070 1075 1080

Ser Thr Glu Tyr Gln Pro Arg Ala val Cys Leu Ser Met Pro Gly
1085 1090 1095

ser Ser val Glu Ala Thr Asn Pro Leu val Met GIn Leu Leu Gln
1100 1105 1110

20



Gly

Ser

His

ser

Lys

Ala

Cys

Pro

GIn

Met

Gly

val

GlIn

Asn

Pro

Gly

Glu

ser
1115

Met
1130

Gly
1145

Gly
1160

Glu
1175

Arg
1190

Lys
1205

Ile
1220

Phe
1235

ser
1250

Asp
1265

Ile
1280

Ser
1295

val
1310

Leu
1325

Pro
1340

Asp
1355

Leu

ser

ser

Met

Pro

Ile

Ala

Thr

ser

GIn

Leu

Ser

AsSn

Ala

Pro

ser

Trp

Pro

Glu

Lew

val

Leu

Glu

val

Ser

ser

Asp

Thr

Phe

val

Ala

Ala

Thr

Ala

Leu

Sser

Arg

Asp

Leu

Ala

Pro

Ser

Phe

ser

Thr

Gly

Thr

Thr

Glu

Asn

Pro

Glu

Pro

Met

Gly

Pro

Thr

Ser

Arg

Ser

ASn

Ser

Pro

Gly

Leu

Ile

Ser

Lys

Lys
1120

Gln
1135

Gly
1150

Ser
1165

ASp
1180

Gln
1195

Phe
1210

LySs
1225

Cys
1240

ser
1255

Arg
1270

Glu
1285

Gin
1300

Gln
1315

Pro
1330

Met
1345

Pro
1360

val

val

ser

ser

Ser

Ala

ASp

Leu

Glu

Asn

Thr

Gln

Gly

Arg

Pro

ser

His
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Leu

Pro

Leu

Pro

Cys

Pro

ser

Glu

ASp

Ala

Pro

Thr

LysS

Pro

val

Gly

Ala

Pro

Leu

His

sSer

Glu

Gly

Leu

Glu

Gln

Ala

Arg

Gly

Lys

Arg

pPhe

Gly

Phe

Pro

Thr

Gly

Ser

Thr

Ala

His

Met

Lys

Pro

Phe

Arg

Leu

Pro

Pro

val

val

21

Ala
1125

Lys
1140

Leu
1155

Leu
1170

Gly
1185

Pro
1200

Pro
1215

Asp
1230

Glu
1245

ser
1275

Ala
1290

Phe
1305

Ala
1320

ser
1335

Gln
1350

His

ASp

Gly

Arg

Thr

Gln

val

ser

val

Lys

ser

Leu

Gly

ASp

Gly

Thr

ser

ASp

GIn

Lys

Ala

Gly

Lys

Thr

Lys

Arg

Ser

Pro

Gly

ser

Pro

Lys

Pro

val

Asp

ser

Asn

Leu

Leu

Asn

AsSn

Glu

Ala

Pro

Asn

Asp

Gly

Met

Leu

Arg

Lys
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Asn Glu Lys Thr phe val Gly Gly Pro Leu Lys Ala Asn Ala Glu
1370 1375 1380

Asn Arg Lys Ala Thr Gly His Ser Pro Leu Glu Leu val Gly His
1385 1390 1395

Leu Glu Gly Met Pro Phe val Met Asp Leu Pro Phe Trp Lys Leu

1400 1405 1410
Pro Arg Glu Pro Gly Lys Gly Leu Ser Glu Pro Leu Glu Pro Ser
1415 1420 1425

Ser Leu Pro Ser GIn Leu Ser Ile Lys GIin Ala Phe Tyr Gly Lys
1430 1435 1440

Leu Ser Lys Leu GIn Leu Ser Ser Thr Ser Phe Asn Tyr Ser Ser
1445 1450 1455

ser ser Pro Thr Phe Pro Lys Gly Leu Ala Gly Ser val val Gln
1460 1465 1470

Leu Sser His Lys Ala Asn Phe Gly Ala Ser His Ser Ala Ser Leu
1475 1480 1485

Ser Leu GIn Met Phe Thr Asp Ser Ser Thr val Glu Ser Ile Ser
1490 1495 1500

Leu GIn Cys Ala Cys Ser Leu Lys Ala Met Ile Met <Cys GIn Gly
1505 1510 1515

Cys Gly Ala phe Cys His Asp Asp Cys Ile Gly Pro Ser Lys Leu

1520 1525 1530
Cys val Leu Cys Leu val val Arg
1535 1540
<210> 3
<211> 36
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Cys Ala Cys Ser Leu Lys Ala Met Ile Met Cys GlIn Gly Cys Gly Ala
1 5 10 15

Phe Cys His ggp Asp Cys Ile Gly ;go Ser Lys Leu Cys \3/81 Leu Cys

Leu val val Arg
35

<210> 4

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 ex1 F

<400> 4
tgacctctga ccecgtggtt at 22

22
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<210>5

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex1 R

<400> 5
ggctgtcecg ttcttaaagg aagat 25

<210> 6

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex2 F

<400> 6
tcaccagcgg tacctcatag cata 24

<210>7

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex2 R

<400> 7
tctcactacc agacacagaa gcac 24

<210> 8

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex3 F

<400> 8
gaatgagttg gagggattag gtcitt 25

<210>9

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex3 R

<400> 9
ttcatggccc ctattccaga ccta 24

<210> 10

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex4-5F

<400> 10
cacctgagtt gtaccttgct 20

23
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<210> 11

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex4-5 R

<400> 11
gggatcttgc cttatacctg tcat 24

<210> 12

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex6 F

<400> 12
ctgcagttga cttgggctct cttt 24

<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex6 R

<400> 13
tcatccattg gcagggctct t 21

<210> 14

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex7 F

<400> 14
gctgggagaa atgagcttgt ctga 24

<210> 15

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex7 R

<400> 15
aatagagggc cacccaagaa gt 22

<210> 16

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex8-9 F

<400> 16
ggtgctgtca ccaaagtttt ccca 24

24
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<210> 17

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex8-9 R

<400> 17
aaccctttga gaagagcgag cttg 24

<210> 18

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex10 F

<400> 18
actgggagat tcagctgtcc at 22

<210> 19

<211> 23

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex10 R

<400> 19
tatcccctca aaaccccaga cca 23

<210> 20

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex11F

<400> 20
ggcctgaaac tgatggctgt gatt 24

<210> 21

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex11 R

<400> 21
tgaccctcaa agaaaacctg gctc 24

<210> 22

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-1 F

<400> 22
aggtcagatc acccagtcag tt 22

25
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<210> 23

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-1 R

<400> 23
tagcccatct gtgagtccaa ctgt 24

<210> 24

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-2 F

<400> 24
agaggacctg ccttctctga gaaa 24

<210> 25

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex12-2 R

<400> 25
ttcgatggga tgggtatcca atge 24

<210> 26

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-3 F

<400> 26
acttgaaaac caaggctctc gt 22

<210> 27

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-3 R

<400> 27
gcaaccatcc catctgtcct tgta 24

<210> 28

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-4 F

<400> 28
ggtggacaag gatgagaaac ccaa 24

26
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<210> 29

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-4 R

<400> 29
tgtcctgtga catagcacgg actt 24

<210> 30

<211> 25

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-5 F

<400> 30
tggattccaa agagcagttc tcttc 25

<210> 31

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-5R

<400> 31
catgacaaag ggcatccctt ccaa 24

<210> 32

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 Ex12-6 F

<400> 32
acaggaaagc tactgggcat agtc 24

<210> 33

<211> 24

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador ASXL1 EX12-6 R

<400> 33
caagagtgct cctgcctaaa gagt 24

27
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REIVINDICACIONES

1. Un método para la prognosis de la progresion de una policitemia vera (PV) a una mielofibrosis post-policitemia
vera (post-PV MF, del inglés “Post-Polycythemia Vera Myelofibrosis”) en un sujeto, comprendiendo dicho método la
etapa de analizar una muestra biolégica de dicho sujeto que padece de una PV determinando la presencia o la
ausencia de una mutacién en el gen ASXL1 ("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la
secuencia SEQ ID N°2, en donde la presencia de una mutacion en ASXL17 es indicativo de un riesgo de una
progresion de dicha PV a Post-PV MF.

2. Un método para la prognosis de la progresién de una trombocitemia esencial (ET, del inglés “Thrombocythemia
Essential”) a una mielofibrosis post-trombocitemia esencial (post-ET MF, del inglés “Post-Essential Thrombocythemia
Myelofibrosis”) en un sujeto, comprendiendo dicho método la etapa de analizar una muestra biolégica de dicho
sujeto que padece de una ET determinando la presencia o la ausencia de una mutaciéon en el gen ASXL1
("additional sex combs like 1”) que codifica el polipéptido que tiene la secuencia SEQ ID N°2, en donde la presencia
de una mutacion de ASXL1 es indicativo de un riesgo de una progresion de dicha ET a Post-ET MF.

3. El método de la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho sujeto es un ser humano.

4. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha muestra biolégica es una muestra
de médula 6sea.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde dicha mutacidon se selecciona entre
inserciones, deleciones y mutaciones puntuales que corresponden a mutaciones de aminoacido y mutaciones
terminadoras.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde dicha mutacién da como resultado la
expresion de una proteina ASXL1 mutada, dicha proteina ASXL1 mutada no comprende ningun dominio PHD (SEQ
ID N°3) o un fragmento del mismo.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde dicha mutacién es una mutacion terminadora que conduce a la
introduccion de un codoén de parada (X) en el marco de lectura abierto de la proteina ASXL1 y preferiblemente se
selecciona en el grupo que comprende Tyr591X, GIn592X, Lys618X, Arg693X, GIn759X, GIn768X, Leu775X y
Arg1068X.

8. El método segun la reivindicacién 6, en donde dicha proteina mutada puede resultar de un cambio de marco de
lectura (FS, del inglés “Frame Shift”) debido a una insercién o una delecion en el gen ASXL1 y dicha mutacion
preferiblemente se selecciona en el grupo que comprende Gly64Trp FS, Arg596Pro FS, Ala611Arg FS, His630Pro
FS, Gly646Trp FS, Leu762Phe FS, Trp796Gly FS, Thr822Asn FS, Thr836Leu FS, Ser846GIn FS, Asp879GIu FS,
Lys888Glu FS, Leu1213lle FS, Pro1263GIn FS, Leu1266His FS, Trp1271Lys FS o Ser1457Pro FS.

9. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la etapa de determinacion se lleva a cabo
sobre ADN gendémico o sobre ARNm/ADNc de ASXL1.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en donde la etapa de determinacion se lleva a
cabo sobre la proteina ASXL1.
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