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2

DESCRIPCIÓN

Métodos para la determinación del grupo sanguíneo Vel

Campo técnico5

La presente invención se refiere al campo técnico de la determinación del grupo sanguíneo, en particular a la 
determinación del grupo sanguíneo Vel y específicamente a herramientas y métodos para distinguir entre individuos 
Vel positivos y Vel negativos.

10
Antecedentes

Además de los sistemas de grupos sanguíneos humanos, existen antígenos de eritrocitos que no cumplen aún la 
definición de un sistema de grupo sanguíneo. La mayoría de estos antígenos o bien son casi universales en sangre 
humana (antígenos de alta prevalencia) o extremadamente raros (antígenos de baja prevalencia). Los reactivos para 15
ensayar para estos antígenos son difíciles de encontrar y muchos no se pueden comprar comercialmente hasta la 
fecha.

La identidad genética molecular de muchos antígenos de grupo sanguíneo está bien establecida y existen una 
variedad de técnicas basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para su detección. Muchos laboratorios 20
han desarrollado protocolos internos o adoptado los sistemas de prueba de otros para predecir antígenos de grupo 
sanguíneo por determinación de ácido desoxirribonucleico (ADN) en una base rutinaria.

Los ensayos basados en ADN pueden determinar fácilmente la homocigosidad y heterocigosidad, y en algunos casos, 
la hemicigosidad de un alelo de grupo sanguíneo, que está más allá de la capacidad de la serología convencional. 25
Otro beneficio añadido de la determinación de grupo sanguíneo basado en ADN más allá de las capacidades de la 
serología tradicional es la posibilidad de determinar el grupo sanguíneo fetal ensayando ADN derivado de células 
fetales en líquido amniótico o biopsias de vellosidades coriónicas, o crecientemente común incluso de ADN fetal sin 
células en plasma materno.

30
Es una gran frustración para usuarios finales y fabricantes por igual que el factor limitante en proporcionar información 
sobre el fenotipo en pacientes, donantes de sangre y glóbulos rojos (GR) reactivos sea la disponibilidad de antisueros 
fiables.

Hay anticuerpos monoclonales hacia muchos antígenos de grupo sanguíneo y por tanto el suministro está de alguna 35
manera asegurado. Sin embargo, para especificidades para las que no se han generado anticuerpos monoclonales, 
los fabricantes aún tienen que confiar en anticuerpos policlonales humanos como reactivos de determinación. Muchos 
de estos escasean cada vez más, con frecuencia son solo débilmente y/o variablemente reactivos, y son costosos de 
producir. Para algunos grupos sanguíneos, se han inmunizado voluntarios contra cierto antígeno de grupo sanguíneo 
para uso reactivo o médico, pero generar anticuerpos contra un antígeno de alta prevalencia, por ejemplo, Vel como 40
se describe en Issit et al (1968) Vox Sang. 15: 125-132, no es una opción en voluntarios humanos porque las unidades 
de sangre que carecen del antígeno correspondiente son raras y el procedimiento podría, por tanto, constituir una 
amenaza de seguridad.

El antígeno del grupo sanguíneo Vel, primero descrito por Sussman y Miller (Rev. Hematol. 1952;7:368-71), se expresa 45
en GR y es uno de los varios denominados antígenos de grupo sanguíneo huérfanos para los que la base molecular
es desconocida.

Entre los grupos sanguíneos huérfanos, Vel se considera uno de los más relevantes clínicamente, ya que los pacientes 
Vel negativos, que han sido inmunizado después de una transfusión o embarazo, y posteriormente son transfundidos 50
con glóbulos rojos de donantes Vel positivos están en riesgo de efectos secundarios graves incluyendo hemolisis 
intravascular aguda. Tal caso se describe, por ejemplo, en Storry y Mallory (1994) [6] y en Sandler et al. (1979) [].

Actualmente hay una falta global de donantes de sangre Vel negativos disponibles para fines de medicina de 
transfusión. Según esto es deseable proporcionar una prueba que pueda seleccionar de forma rápida y eficaz 55
donantes Vel negativos.

El contexto molecular de Vel hasta la fecha ha sido desconocido y por tanto la única posibilidad para identificar 
donantes de sangre que carecen de Vel ha sido a través de fenotipado usando antisueros de pacientes inmunizados, 
un enfoque subóptimo desde una perspectiva ética, de seguridad y calidad. Las herramientas para el cribado genético 60
son deseables ya que facilitan el cribado a gran escala, rentable de donantes de sangre para la ausencia de Vel, para 
aumentar la disponibilidad de sangre Vel negativa.

La identificación de un gen del que es dependiente la expresión del grupo sanguíneo Vel permitiría el posible desarrollo 
de un ensayo de cribado que podría identificar donantes de sangre Vel negativa, y también significa determinar 65
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pacientes en riesgo de producir un anticuerpo indeseado contra el antígeno Vel, o sospechosos de haber fabricado 
tales anticuerpos.

Compendio
5

Casi todos los seres humanos portan el antígeno de grupo sanguíneo Vel en la superficie de sus glóbulos rojos (GR). 
Los individuos que carecen de Vel pueden formar anticuerpos anti-Vel que pueden producir reacciones hemolíticas 
graves tras transfusión sanguínea, y también producen enfermedad hemolítica del feto y recién nacido en embarazos 
raros.

10
Según esto, es esencial identificar individuos Vel negativos antes de la transfusión sanguínea para evitar dichas 
reacciones graves. Como se ha discutido en el presente documento anteriormente, para algunos grupos sanguíneos, 
se han inmunizado voluntarios contra un cierto antígeno de grupo sanguíneo para uso reactivo o médico. Sin embargo, 
generar anticuerpos contra un antígeno de alta prevalencia no es una opción en voluntarios humanos porque las
unidades de sangre que carecen del antígeno correspondiente son raras y el procedimiento podría, por tanto, constituir 15
una amenaza de seguridad. Los presentes inventores han abordado el problema aplicando ensayos basados en ADN 
al grupo sanguíneo Vel, para llenar los huecos dejados por la no disponibilidad de antisueros reactivos apropiados.

Los presentes inventores han descubierto la base genética de Vel y han encontrado una mutación (específicamente, 
una deleción de 17 pares de bases) en un gen previamente no caracterizado (proteína integral de membrana pequeña 20
1; Símbolo génico oficial SMIM1, previamente LOC388588; Entrez Gene ID 388588), para la que todos los individuos 
Vel negativo ensayados eran homocigotos, verificado por controles genealógicos Vel negativo y Vel positivo. La 
expresión del antígeno de grupo sanguíneo Vel en GR depende de la expresión del gen SMIM1, cuyo ARNm codifica
una proteína transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteína no se puede expresar. 
Estos resultados revelan el mecanismo molecular previamente desconocido por el que el antígeno del grupo 25
sanguíneo Vel se expresa.

Los presentes resultados demuestran que el grupo sanguíneo Vel de un individuo está determinado por SMIM1, 
localizado en un bloque haplotipo de 97 kb en el cromosoma 1p36.32.

30
Este gen codifica una proteína de membrana evolutivamente conservada de tipo 1 que se coexpresa con genes 
conocidos de GR y contiene sitios de unión para factores de transcripción unidos con desarrollo eritroide.

Todos los individuos Vel negativos examinados (n=36) en el estudio eran homocigotos para una deleción de 17 pares 
de bases en el exón 3 que cambia el marco de lectura 5’ de la región que codifica el dominio transmembrana, lo que 35
produce un fenotipo nulo donde los antígenos Vel no se expresan.

La ausencia de un producto proteico de SMIM1 en membranas de GR de portadores homocigotos de la deleción se 
confirmó usando inmunotransferencia usando anticuerpos generados contra el dominio N-terminal de la proteína.

40
La sobreexpresión de SMIM1 de tipo salvaje después de la transfección de células hematopoyéticas aumentó la 
reactividad con sueros que contienen anti-Vel, mientras que el alelo mutante no.

El cribado genético molecular para la deleción entre donantes de sangre del sur de Suecia reveló que 1/17 son 
potadores heterocigotos, correspondiente a una frecuencia de homocigotos de aproximadamente 1/1150.45

En un aspecto principal la presente divulgación se refiere a un método de identificar el fenotipo Vel de un individuo, 
dicho método comprende distinguir entre fenotipos Vel positivo y Vel negativo por análisis en una muestra biológica 
de dicho individuo la composición del gen SMIM1, en donde al menos un gen SMIM1 intacto es indicativo de un 
fenotipo Vel positivo, y en donde un gen SMIM1 que comprende una mutación resultante en expresión de proteína 50
abolida, o en expresión de una proteína no funcional, es indicativo de un fenotipo Vel negativo.

El gen SMIM1 típicamente se define por una secuencia polinucleotídica que comprende SEQ ID NO. 1, o una variante 
de secuencia de la misma. El concepto gen SMIM1 puede, sin embargo, comprender también elementos reguladores 
naturales tal como, pero no limitados a, promotores y potenciadores.55

En un aspecto, la presente divulgación se refiere a un método de detección y/o cuantificación de una variante de 
ayuste de SMIM1 en una muestra, el método comprende hacer ADN complementario (ADNc) a partir de ARN 
mensajero (ARNm) en la muestra, amplificar el ADNc entero o las partes correspondientes al gen SMIM1, tal como 
SEQ ID NO. 3, 4, 35 o 36, o partes de las mismas y detectar y cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar 60
la variante de ayuste.

En un aspecto, la divulgación se refiere a un método de identificar un individuo Vel positivo, que comprende las etapas:
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a) realizar la amplificación de un polinucleótido del sujeto poniendo en contacto un polinucleótido de una célula del 
sujeto con un cebador oligonucleotídico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10 
nucleótidos consecutivos de un polinucleótido que codifica el antígeno Vel;

b) detectar un amplicón de la etapa (a), mediante lo cual la detección del amplicón identifica el sujeto como un 
individuo Vel positivo.5

En otro aspecto, la divulgación se refiere a un método de identificar un individuo Vel negativo, que comprende las 
etapas:

a) realizar la amplificación de un polinucleótido del sujeto poniendo en contacto un polinucleótido de una célula del 10
sujeto con un cebador oligonucleotídico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10 
nucleótidos consecutivos de un polinucleótido que codifica el antígeno Vel;

b) detectar un amplicón de la etapa (a), mediante lo cual la detección del amplicón identifica el sujeto como un 
individuo Vel negativo.

15
En otro aspecto la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra, una célula que expresa 
un antígeno Vel que comprende detectar en la muestra un polinucleótido que codifica un antígeno Vel.

El gen SMIM1 que típicamente comprende SEQ ID NO. 1 o una variante de secuencia de la misma codifica un 
polipéptido que se asocia con el antígeno Vel.20

La expresión del antígeno del grupo sanguíneo Vel en GR depende de la expresión del gen SMIM1, cuyo ARNm 
codifica una proteína transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteína no se puede 
expresar, por ejemplo, debido a la deleción de 17 pares de bases.

25
Hasta ahora, la única manera de identificar individuos Vel negativo ha sido por ensayos de fenotipado celulares que 
implican antisuero de pacientes inmunizados, cuyo suministro está severamente limitado. En contraste, el ensayo 
genético del presente método se puede realizar en números virtualmente ilimitados de individuos a bajo coste, lo que 
permite el cribado de grandes poblaciones de donantes de sangre para identificar más donantes Vel negativos y 
facilitar la obtención de unidades de sangre Vel negativas para pacientes en necesidad.30

Por tanto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un método para transfusión sanguínea que comprende 
las etapas:

a) aplicar el método de distinción entre pacientes Vel negativos y Vel positivos definido en el presente documento;35
b) elegir de un banco de donantes o sangre i) sangre Vel positiva si el método de a) determina que el paciente es 

Vel positivo, o ii) sangre Vel negativa si el método de a) determina que el paciente es Vel negativo;
c) transfundir el paciente con la sangre elegida en b).

En un aspecto de la presente divulgación, el método para la transfusión de sangre es aplicable a un método de 40
tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con eritrocitos, tal como, pero no limitado a anemia.

Las mujeres embarazas Vel negativas (madres) pueden portar fetos Vel positivos. Cuando eritrocitos del feto Vel 
positivo se transfieren a la madre Vel negativa, esto puede producir una respuesta inmunitaria de la madre, generando 
de esta manera anticuerpos anti-Vel contra los eritrocitos Vel positivos. Esto es potencialmente letal para el feto, 45
especialmente durante un segundo o posterior embarazo de la mujer Vel negativa. Según esto, en un aspecto la 
presente divulgación se refiere a un método de tratamiento profiláctico de una mujer embarazada Vel negativa que 
comprende:

a) identificar un individuo Vel negativo aplicando el método definido en el presente documento anteriormente, y50
b) administrar a dicha mujer embarazada Vel negativa una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-

Vel, neutralizando de esta manera los eritrocitos Vel positivos originarios del feto Vel positivo portado por dicha 
mujer embarazada Vel negativa.

La base para el método de la presente divulgación es el descubrimiento por los presentes inventores de la base 55
molecular que distingue individuos Vel negativos y Vel positivos, respectivamente. Según esto, en un aspecto 
importante, la presente divulgación se refiere a un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia 
de SEQ ID NO. 1, o un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia de una secuencia que es 
complementaria a dicha SEQ ID NO. 1, en donde la variante de secuencia comprende al menos una mutación o 
polimorfismo, y en donde la mutación o polimorfismo produce transcripción y/o traducción de proteína abolida y/o 60
ausencia de la proteína en la superficie celular.

En otro aspecto, la presente divulgación se refiere a un polinucleótido aislado que comprende una variante de 
secuencia de SEQ ID NO. 1, o un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia de una secuencia 
que es complementaria a dicha SEQ ID NO. 1, en donde la variante de secuencia comprende al menos una mutación 65
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o polimorfismo, en donde la mutación o polimorfismo produce traducción de un antígeno Vel que tiene un epítopo 
alterado, en donde el epítopo alterado no es reconocido por anticuerpos anti-Vel.

Los presentes inventores han desarrollado herramientas para realizar los análisis necesarios para distinguir de forma 
apropiada entre muestras Vel positivas y Vel negativas. Una de tales herramientas importantes incluye cebadores 5
oligonucleotídicos para la producción de un amplicón que se puede detectar, por ejemplo, mediante electroforesis en 
gel. En un aspecto semejante, la presente divulgación se refiere a un oligonucleótido aislado que tiene una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, así como el 
uso de dicho oligonucleótido aislado en el método definido en el presente documento.

10
Los inventores han identificado que el antígeno Vel es dependiente de y, por tanto, está representado por el polipéptido 
que tiene SEQ ID NO. 5 o una variante de secuencia o un fragmento de la misma. El polipéptido es una herramienta 
útil en los métodos de la presente divulgación. Según esto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un 
polipéptido aislado que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 5, o un fragmento o una variante de la misma, en donde 
dicho fragmento comprende al menos 20 residuos de aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO. 5, y en donde dicha 15
variante es al menos el 80% idéntica a SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante comprende al menos un residuo de 
serina y/o treonina, y en donde al menos un residuo de serina y/o treonina de dicha SEQ ID NO. 5 o dicho fragmento 
o variante de la misma, está O-glucosilado.

Fragmentos polipeptídicos importantes que definen el antígeno Vel son fragmentos de SEQ ID NO. 5. Por tanto, en 20
un aspecto, la presente divulgación se refiere a un péptido aislado que tiene una secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10.

Un polinucleótido aislado, que codifica tras la expresión un péptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10 también es un aspecto de la presente divulgación.25

Los presentes inventores han generado anticuerpos capaces de reconocer los fragmentos peptídicos definidos 
anteriormente. Según esto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un 
epítopo de un antígeno Vel, en donde el epítopo se define por una secuencia peptídica seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10, o una secuencia peptídica O-glucosilada seleccionada de SEQ ID NO. 6, 7, 8, 30
9 y 10.

En otro aspecto, la divulgación se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un epítopo de un antígeno Vel, en donde 
el epítopo se define por un péptido que tiene la SEQ ID NO. 5, o un fragmento o variante de la misma, en donde la 
variante es al menos el 60%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 85%, tal 35
como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, tal como al menos el 98%, tal como al menos el 99% idéntica a 
dicha SEQ ID NO. 5, o una variante O-glucosilada de SEQ ID NO. 5, tal como al menos el 60%, tal como al menos el 
70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 85%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, tal 
como al menos el 98%, tal como al menos el 99% idéntica a una variante O-glucosilada de SEQ ID NO. 5.

40
Además, la presente divulgación también se refiere a un método de hacer un anticuerpo policlonal, el método 
comprende:

a) inmunizar un mamífero con el polipéptido o péptido como se ha definido en el presente documento anteriormente, 
en condiciones para provocar una respuesta de anticuerpos;45

b) aislar anticuerpos de dicho mamífero;
c) cribar los anticuerpos aislados con el polipéptido o fragmento polipeptídico identificando de esta manera un 

anticuerpo policlonal que se une específicamente al polipéptido o fragmento polipeptídico de la etapa a).

En un aspecto adicional la divulgación se refiere a un método de hacer un anticuerpo monoclonal, el método 50
comprende:

a) inmunizar un mamífero con el polipéptido o péptido como se ha definido en el presente documento anteriormente, 
en condiciones para provocar una respuesta de anticuerpos;

b) i) aislar células que producen anticuerpos del mamífero, o ii) clonar la secuencia codificante del anticuerpo y 55
expresarla en otras células haciéndolas células productoras de anticuerpo;

c) fusionar las células productoras de anticuerpo con células inmortalizadas en cultivo para formar células de 
hibridoma productoras de anticuerpo monoclonal;

d) cultivar las células de hibridoma;
e) aislar del cultivo anticuerpos monoclonales que se unen específicamente al polipéptido o fragmento polipeptídico 60

de la etapa a).

Está dentro del ámbito de la presente divulgación proporcionar herramientas fáciles de usar tal como kits, adecuadas 
para distinguir entre muestras de individuos Vel negativos y Vel positivos.

65
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En otro aspecto semejante la divulgación se refiere a un kit para detectar un antígeno Vel y/o distinguir entre muestras 
de individuos Vel negativos y Vel positivos, dicho kit comprende al menos dos cebadores oligonucleotídicos aislados 
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23.

En una forma de realización la presente divulgación se refiere a un oligonucleótido que es complementario a los 5
cebadores oligonucleotídicos definidos anteriormente en el presente documento, en donde dicho cebador 
oligonucleotídico es un cebador oligonucleotídico que es complementario a una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23.

En una forma de realización de la presente divulgación, el cebador oligonucleotídico es un cebador directo de un 10
cebador oligonucleotídico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 y 23.

En otra forma de realización de la presente divulgación, el cebador oligonucleotídico es un cebador inverso de un 
cebador oligonucleotídico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 15
21, 22 y 23.

En otra forma de realización de la presente divulgación, el cebador oligonucleotídico es un cebador sentido de un 
cebador oligonucleotídico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 y 23.20

En otra forma de realización de la presente divulgación, el cebador oligonucleotídico es un cebador antisentido de un 
cebador oligonucleotídico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 
21, 22 y 23.

25
La presente divulgación es adecuada para adaptación a escala de alto rendimiento aplicando oligonucleótidos, 
péptidos o anticuerpos a una superficie, formando de esta manera un dispositivo para detectar antígenos Vel o 
moléculas asociadas a antígenos Vel.

En un aspecto semejante la presente divulgación se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que 30
comprende uno o más polinucleótidos seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 32, 33, 34, 35 y 36 o uno o más fragmentos de dicho polinucleótido.

En otro aspecto semejante la divulgación se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que comprende 
uno o más péptidos o polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9 y 10, o uno o 35
más fragmentos de dicho péptido o polipéptido en donde dicho fragmento comprende al menos 5 aminoácidos 
consecutivos de dicha SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9 y 10.

Para ciertos fines, tal como aplicaciones de citología incluyendo, pero no limitadas a inmunohematología y detección 
de anticuerpos, puede ser útil proporcionar células que presenten un antígeno Vel. Por tanto, en un aspecto, la 40
divulgación se refiere a un kit que comprende células que presentan un antígeno Vel.

En un aspecto adicional, la presente divulgación se refiere al uso de un polinucleótido aislado, que tras expresión 
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 5, o un fragmento o variante de la 
misma, como un medicamento o como un marcador diagnóstico.45

Descripción de los dibujos

Figura 1: Organización genómica de SMIM1. Los exones se muestran como cajas mientras que la secuencia intrónica 
se representa como una línea. El gris oscuro representa exones no codificantes, excepto para el exón alternativo 1 50
(marcado exón 1a en la figura) que está en gris claro; el negro representa el marco abierto de lectura. Las posiciones 
de los cebadores de amplificación del ADN genómico se muestran mediante las flechas.

Figura 2. PCR-RFLP del exón 3 de SMIM1 usando StyI. El amplicón de tipo salvaje se digiere en dos fragmentos; 
mientras que el amplicón mutado no es digerido por la enzima. Además, este amplicón se puede distinguir en el gel 55
por tamaño, basado en la diferencia de 17 pb.

Figura 3. PCR específica de alelo (ASP) de ADN genómico de individuos determinados por secuenciación que son 
w/w, w/m o m/m. La banda control se genera por amplificación de una región de SMIM1 que abarca la deleción de 17 
pb en ausencia de amplificación específica de alelo.60

Figura 4. PCR específica de gen (GSP). La amplificación de la región que rodea la deleción de 17 pb permite la 
determinación de muestras w/w, w/m y m/m en gel de agarosa al 3% basado solamente en el tamaño de la banda.

Figura 5. Cribado de medio rendimiento. Se desarrolló un ensayo para detectar seis polimorfismos de grupo sanguíneo 65
clínicamente relevantes para amplificar ADN directamente de sangre completa. Estos alelos se diferencian por el 
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tamaño del amplicón y se pueden identificar fácilmente mediante electroforesis en gel (mostrado aquí) o por análisis 
de fragmentos usando sondas marcadas (datos no mostrados). Los cebadores que amplifican SMIM1 de tipo salvaje 
se han incorporado en el ensayo y el ADN de individuos Vel- no es amplificado por los cebadores de SMIM1 como se 
indica en el carril 4.

5
Figura 6. El panel A es una inmunotransferencia que muestra la capacidad de distinguir el antígeno Vel muy específica 
del anti-péptido 1 de conejo (péptido 1 = SEQ ID NO. 6). El panel B muestra la misma membrana lavada y vuelta a 
ensayar con anti-GAPDH como un control de carga. Las muestras Vel positivas son homocigotos genotípicamente de 
tipo salvaje; las muestras Vel negativas con homocigotos genotípicamente mutantes. La muestra Vel débilmente 
positiva (W) era un heterocigoto de tipo salvaje/mutante genotípicamente determinado que expresa SMIM1 débilmente.10

Figura 7. Análisis de citometría de flujo del antígeno Vel con anti-Vel policlonal humano. 7a: Histograma que muestra 
la variación natural en la expresión del antígeno Vel en GR normales homocigotos para SMIM1 de tipo salvaje. Las 
líneas negras representan diferentes ejemplos de GR Vel positivos (marcados AK1, AK8, AK10, AK11), ensayados 
con anti-Vel, seguido por un anti-IgG humana marcado con FITC (2º anticuerpo). Los histogramas sombreados indican 15
reactividad de los GR AK1 ensayados con anti-IgG humana solo (izquierda), y con anti-Vel (derecha). 7b: Figura para 
mostrar la influencia de la cigosidad de SMIM1 en la expresión del antígeno Vel. 7c: La sobreexpresión de SMIM1 
(denominado LOC aquí) en células K562 demostró fuerte expresión de antígeno Vel comparada con las construcciones 
transfectadas vacía (control) y mutante (Vel negativo). El eje y muestra el número relativo de células Vel positivas, 
donde el porcentaje de células positivas en el control se ajustó a 1.20

Figura 8. Visión general de sangre negativa para antígeno de alta incidencia solicitada durante el periodo de 2005 a 
2010 del Programa Americano de Donantes Raros. La barra de sangre Vel negativa está encerrada por claridad. La 
sangre Vel negativa es el tipo de sangre más frecuentemente solicitado negativo para un grupo sanguíneo huérfano, 
es decir, donde la determinación, selección y confirmación no se puede hacer por métodos basados en ácidos 25
nucleicos.

Figura 9. Resultados de la atenuación génica de SMIM1 en la línea celular HEL que expresa establemente SMIM1. 
9a muestra la expresión relativa de ARNm después de la transducción de células HEL con controles de transducción 
(HEL wt y -ve) y con el ARNhc clon G a una MOI (multiplicidad de infección) de 0,5 U (G0,5-M). La figura 9b muestra 30
la inmunotransferencia con el anti-SMIM1 de conejo policlonal de células HEL después de la transducción con un 
control de transducción (HEL wt), y con ARNhc clon G a una MOI de 0,5 U, 1,0 U, 2,0 U, 3,0 U, 4,0 U. La atenuación 
tanto del transcrito de ARNm como de proteína se demuestra claramente.

Descripción detallada35

La invención se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Cualquier forma de realización que no esté en el ámbito 
de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invención.

Gen SMIM140

El antígeno del grupo sanguíneo Vel está localizado en los glóbulos rojos (GR) y es uno de los varios denominados 
antígenos de grupo sanguíneo huérfanos para los que la base molecular es desconocida. Es clínicamente importante 
y por tanto la identificación de la molécula portadora permitiría el desarrollo de un ensayo de cribado para identificar 
donantes de sangre apropiados para la donación para pacientes Vel negativo/negativo inmunizados, y también para 45
pacientes en riesgo de producir un anticuerpo indeseado.

Los presentes inventores proporcionaron entendimiento de la base molecular y genética del antígeno del grupo 
sanguíneo Vel. Esto se ha alcanzado mediante una gama de investigaciones serológicas y bioquímicas, incluyendo 
investigaciones de genes candidatos. Estas investigaciones produjeron estimaciones del tamaño de la proteína del 50
glóbulo rojo que lleva el antígeno Vel y una posible configuración de homodímero.

Una hipótesis de que el gen que codifica el antígeno del grupo sanguíneo Vel podría potencialmente triangularse a 
través cribado genómico del genoma entero usando micromatrices de polimorfismo de nucleótido único (SNP) se basó 
en tres observaciones:55

(a) se cree que el genotipo Vel negativo es más común en Suecia (1:1700, comparado con aprox. 1:4000 en otras 
poblaciones),

(b) el fenotipo Vel negativo se hereda de una manera aparentemente autosómica recesiva, y
(c) el gen que codifica el antígeno Vel, como varios otros genes de grupos sanguíneos, se podría expresar 60

preferentemente en eritrocitos.

En conjunto, estas observaciones hicieron a los inventores sugerir que el fenotipo Vel negativo podría estar causado 
por una única mutación fundadora en la población sueca, en cuyo caso un cribado genético de todo el genoma podría 
tener éxito a pesar del número relativamente limitado de muestras de ADN de individuos Vel negativos disponibles.65
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Según esto, se recogieron perfiles SNP en todo el genoma de donantes Vel negativos usando micromatrices Illumina 
Human Omni 2.5M-Quad. Usando una estrategia computacional concebida y ejecutada en colaboración por los 
presentes inventores, se identificó una región en el cromosoma 1 que contiene 5 genes.

Después de la revisión de las características de estos genes, se determinó que SMIM1 era el más prometedor porque:5

(a) su estructura predicha correspondía a una proteína transmembrana,
(b) su tamaño predicho coincidía con las estimaciones de tamaño de los estudios bioquímicos anteriores del inventor, 

y
(c) los análisis de datos de micromatrices de expresión génica preexistentes recuperados de bases de datos públicas 10

indicaban que se expresaba preferentemente en precursores de glóbulos rojos.

Con esta información en mano, los inventores determinaron la secuencia de ADN de SMIM1 en donantes Vel negativos 
y encontraron una deleción de 17 pares de bases que se predice que destruye el dominio transmembrana de la 
proteína, proporcionando suficiente explicación para un denominado fenotipo nulo o inactivado.15

Estudios genéticos posteriores han identificado la misma deleción exacta de 17 pares de bases en todos los 36 
mutantes Vel negativos de Suecia, RU y los EE UU ensayados hasta la fecha, lo que sugiere que es en efecto la causa 
predominante del fenotipo Vel negativo. Esto ha sentado las bases para la identificación de donantes de sangre Vel 
negativos por ensayo genético.20

La base para el método de la presente divulgación es el descubrimiento por los presentes inventores de la base 
molecular que distingue individuos Vel negativos y Vel positivos, respectivamente. Según esto, en un aspecto 
importante, la presente divulgación se refiere a un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia 
de SEQ ID NO. 1, o un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia de una secuencia que es 25
complementaria a dicha SEQ ID NO. 1, en donde la variante de secuencia comprende al menos una mutación sin 
sentido, y en donde la mutación sin sentido produce transcripción y/o traducción de proteína abolida, lo que produce 
de esta manera la ausencia de la proteína en la superficie celular.

En una forma de realización de la presente divulgación la mutación sin sentido es una deleción, tal como una deleción 30
de entre 1 y 100 nucleótidos, tal como entre 2 y 90 nucleótidos, tal como entre 3 y 80 nucleótidos, tal como entre 4 y 
70 nucleótidos, tal como entre 5 y 60 nucleótidos, tal como entre 6 y 50 nucleótidos, tal como entre 7 y 40 nucleótidos,
tal como entre 8 y 30 nucleótidos, tal como entre 9 y 25 nucleótidos, tal como entre 10 y 20 nucleótidos, tal como entre 
15 y 19 nucleótidos, tal como entre 16 y 18 nucleótidos, tal como 17 nucleótidos.

35
En una forma de realización importante de la presente divulgación, la deleción es una deleción de 17 nucleótidos.

En una forma de realización de la presente divulgación, la variante de secuencia del nucleótido anteriormente definido 
es entre el 60% y el 99,9% idéntica, tal como entre el 70% y el 99,8% idéntica, tal como entre el 80% y el 99,7% 
idéntica, tal como entre el 90% y el 99,8% idéntica, tal como entre el 95% y el 99,56% idéntica, tal como entre el 96% 40
y el 99,55% idéntica, tal como entre el 97% y el 99,54% idéntica, tal como entre el 98% y el 99,9% idéntica, tal como 
al menos el 60%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 90%, tal como al menos 
el 95%, tal como al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al menos el 99%, 
tal como al menos el 99,1, al menos el 99,9%, tal como el 100% idéntica a SEQ ID NO. 1 o una secuencia que es 
complementaria a SEQ ID NO. 1 o una secuencia que es complementaria a SEQ ID NO. 1.45

En una forma de realización de la presente divulgación, la variante de secuencia del polinucleótido aislado anterior 
tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 2 y 4 o una secuencia que es complementaria 
a SEQ ID No. 2 o 4.

50
En una forma de realización de la presente divulgación, el polinucleótido aislado tiene la secuencia de SEQ ID NO. 
31, y en otra forma de realización de la presente divulgación el polinucleótido aislado comprende la secuencia de SEQ 
ID NO. 31.

Herramientas para amplificar SMIM155

Los presentes inventores han desarrollado herramientas para realizar los análisis necesarios para distinguir de forma 
apropiada entre muestras Vel positivas y Vel negativas, métodos que se describen a continuación en el presente 
documento. Una herramienta importante útil en dichos métodos incluye cebadores oligonucleotídicos para la 
producción de un amplicón (una secuencia polinucleotídica amplificada) que se puede detectar por métodos 60
convencionales, por ejemplo, electroforesis en gel. En un aspecto semejante, la presente divulgación se refiere a un 
oligonucleótido aislado que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 
15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, así como el uso de dicho oligonucleótido aislado en el método definido en el 
presente documento.

65
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Métodos para la distinción Vel negativo/Vel positivo

El descubrimiento de la deleción de 17 pb descrita en el presente documento anteriormente es clínicamente muy 
importante ya que la única manera para identificar donantes de sangre Vel negativos antes de la fecha de prioridad 
de la presente solicitud han sido ensayos de fenotipado celulares basados en suero o plasma de pacientes 5
inmunizados, cuyo suministro y calidad están gravemente limitados.

En contraste, el ensayo genético se puede realizar en números virtualmente ilimitados de pacientes a bajo coste, lo 
que permite el cribado de grandes poblaciones de donantes de sangre para identificar más donantes Vel negativos y 
facilitar la obtención de unidades de sangre Vel negativa para pacientes en necesidad.10

Es un objeto global de la presente divulgación proporcionar un método que comprende:

a) detectar un alelo que comprende una variación en el gen SMIM1;
b) determinar si la variación de a) es homocigota o heterocigota;15
c) determinar si la variación de a) y b) es Vel negativa o Vel positiva.

El análisis se puede realizar usando cualquier método adecuado conocido por los expertos en la materia. Los ejemplos 
no limitantes de métodos adecuados incluyen electroforesis en gel, PCR en tiempo real, espectrometría de masas (por 
ejemplo, MALDI-TOF), extensión de oligonucleótido marcado con fluorocromo, amplificación especifica de secuencia 20
marcada con fluorocromo (por ejemplo, tecnología xMAP), secuenciación incluyendo secuenciación con terminación 
de colorante, y otras técnicas de secuenciación de siguiente generación que incluyen, pero no están limitadas a, 
pirosecuenciación, secuenciación por ligación (SOLiD) y secuenciación de semiconductor Ion Torrent.

Un individuo Vel negativo según la presente divulgación tiene un fenotipo Vel negativo. Un individuo Vel positivo según 25
la presente divulgación tiene un fenotipo Vel positivo. Según esto las expresiones individuo Vel negativo y fenotipo Vel 
negativo se usan de forma intercambiable en el presente documento, cuyo significado es bien conocido para el experto 
en la materia.

Los métodos proporcionados en la presente divulgación tienen el fin de caracterizar el fenotipo del antígeno Vel de un 30
individuo tal como donante de sangre o receptor de sangre (paciente que recibe sangre, por ejemplo, a través de 
transfusión). Un fenotipo de antígeno de grupo sanguíneo se define por la presencia o ausencia de antígenos de grupo 
sanguíneo en la superficie del eritrocito. Los antígenos de grupo sanguíneo son diferencias estructurales únicas, 
heredadas, encontradas en las proteínas, glucoproteínas y glucolípidos que forman la superficie externa del eritrocito. 
Todos los antígenos de grupo sanguíneo se han identificado por anticuerpos específicos presentes en el plasma de 35
diferentes individuos. Con la excepción de algunos anticuerpos “naturales”, la mayoría de los anticuerpos hacia 
antígenos de grupo sanguíneo se han hecho como respuesta a la introducción, por ejemplo, mediante transfusión o 
embarazo, de eritrocitos que portan un antígeno de grupo sanguíneo que está ausente de los eritrocitos del paciente. 
Estos anticuerpos persisten en la circulación y pueden producir secuelas clínicas tal como reacción a transfusión, o 
enfermedad hemolítica del recién nacido. Sin embargo, mientras que muchos anticuerpos hacia antígenos de grupo 40
sanguíneo tienen el potencial para producir supervivencia acelerada de eritrocitos y hemolisis, muy pocos anticuerpos 
hacia antígenos de grupo sanguíneo se encuentran en el marco de transfusión rutinaria.

Se han identificado más de 300 antígenos de grupo sanguíneo. La mayoría de estos se catalogan en uno de los 33 
sistemas de grupo sanguíneo, según el componente de membrana del GR en que reside el antígeno. Los antígenos 45
que no pertenecen a un sistema de grupo sanguíneo se asignan a una de seis colecciones de grupo sanguíneo (201 
series) o a cualquiera de las 700 series (antígenos de baja frecuencia) o de las 901 series (antígenos de alta 
frecuencia) definidas por el Partido de Trabajo en Inmunogenética de Glóbulos Rojos y Terminología de Grupos 
Sanguíneos de la Sociedad Internacional Para la Transfusión de Sangre (ISTB).

50
Por tanto, si un individuo se describe como que porta el fenotipo Vel negativo, esto significa que los eritrocitos del 
individuo carecen del antígeno del grupo sanguíneo Vel. También se puede usar fenotipo para resumir los antígenos 
conocidos en los eritrocitos de una persona, por ejemplo, el fenotipo del paciente A era D+C-E+c+e+, K-, Fy(a+b+). 
Esto significa que los eritrocitos del paciente A expresaban los antígenos de grupo sanguíneo E, c, e, Fya y Fyb, pero 
no expresaban los antígenos C o K.55

En un aspecto principal, la presente divulgación se refiere por tanto a un método de identificar el fenotipo Vel de un 
individuo, dicho método comprende distinguir entre fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra 
biológica de dicho individuo la composición del gen SMIM1, en donde al menos un gen SMIM1 intacto es indicativo de 
un fenotipo Vel positivo, y en donde un gen SMIM1 que comprende una mutación que produce expresión de proteína 60
abolida, o expresión de una proteína no funcional, es indicativo de un fenotipo Vel negativo.

La mutación descrita en el presente documento anteriormente puede ser cualquier mutación, sin embargo, en una 
forma de realización preferida de la presente divulgación la mutación es una deleción, tal como una deleción de SEQ 
ID NO: 31 del gen SMIM1 de tipo salvaje. La mutación también puede ser un fragmento o variante de dicha SEQ ID 65
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NO: 31, en donde dicho fragmento comprende al menos 12 nucleótidos consecutivos de dicha SEQ ID NO: 31, y en 
donde en dicha variante, no más de 5 nucleótidos se han alterado a 5 nucleótidos diferentes.

En una forma de realización de la presente divulgación, la mutación es un SNP, tal como un intercambio de dinucleótido 
2907t>c y 2908g>a de SEQ ID NO: 1.5

En una forma de realización de la presente divulgación el gen SMIM1 comprende múltiples mutaciones tal como una 
combinación de dicha deleción y dichos SNP.

Una alteración heterocigota del SMIM1 produce un fenotipo Vel positivo, aunque ese individuo solo tendría expresión 10
débil de SMIM1. Los fenotipos Vel negativos son por tanto homocigotos para una alteración en el gen SMIM1.

En una forma de realización de la presente divulgación el método según la presente divulgación comprende las etapas:

a) proporcionar una muestra,15
b) detectar en la muestra un alelo que comprende SMIM1,
c) determinar si la muestra es de un sujeto homocigoto o heterocigoto,
d) determinar si la muestra es de un sujeto con un fenotipo Vel positivo o Vel negativo.

En un aspecto la presente divulgación se refiere a un método de determinar el fenotipo del grupo sanguíneo Vel de un 20
individuo, dicho método comprende distinguir ente fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra 
biológica la composición de:

a) un gen SMIM1, y/o
b) un transcrito de un gen SMIM1, y/o25
c) un polipéptido codificado por un gen SMIM1.

En una forma de realización la presente divulgación se refiere a un método de identificar un fenotipo Vel negativo dicho 
método comprende distinguir entre fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra biológica la 
composición de:30

a) un gen SMIM1, y/o
b) un transcrito de un gen SMIM1, y/o
c) un polipéptido codificado por un gen SMIM1.

35
En otra forma de realización la presente divulgación se refiere a un método de identificar un fenotipo Vel positivo dicho 
método comprende distinguir entre fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra biológica la 
composición de:

a) un gen SMIM1, y/o40
b) un transcrito de un gen SMIM1, y/o
c) un polipéptido codificado por un gen SMIM1.

SMIM1 se define típicamente por una secuencia polinucleotídica que comprende SEQ ID NO. 1 o una variante de 
secuencia de la misma. El concepto gen SMIM1 puede, sin embargo, comprender elementos reguladores naturales 45
tal como, pero no limitados a, promotores y potenciadores.

En un aspecto la presente divulgación comprende detectar marcadores genéticos asociados a SMIM1 localizados 
antes o después de SEQ ID NO. 1 en el genoma. Esto se puede realizar aplicando cualquiera de los métodos de la 
presente divulgación donde el método de amplificación se puede realizar:50

i) proporcionando una muestra biológica que comprende ADN genómico,
ii) poniendo en contacto la muestra que comprende ADN genómico con un primer y un segundo cebador 

oligonucleotídico de PCR,
55

en donde dicho primer cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 
nucleótidos consecutivos localizados antes (5’) de la posición 1 de nucleótido de SEQ ID NO. 1, y

en donde dicho segundo cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 
nucleótidos consecutivos localizados después (3’) de la posición 3195 de nucleótido de SEQ ID NO. 1,60

con la condición de que dicho primer y dicho segundo cebador no se seleccionen ambos de una secuencia que 
sea complementaria a SEQ ID NO. 31;

iii) obtener un amplicón;65
iv) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de la etapa iii);
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comparando la longitud del amplicón, con al menos un control Vel positivo, en donde una longitud que se diferencia 
del control Vel positivo indica que la muestra es Vel negativa.

En una forma de realización de la presente divulgación el gen SMIM1 comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 o 5
una variante de secuencia de la misma en donde la variante de secuencia es entre al menos el 60%, tal como al menos 
el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, tal como al menos el 96%, 
tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al menos el 99%, tal como entre el 99,1 y el 99,9%, tal 
como entre el 99,4 y el 99,6%, tal como el 100% idéntica a SEQ ID NO. 1 o una secuencia que es complementaria a 
SEQ ID NO. 1.10

En una forma de realización de la presente divulgación el gen SMIM1 comprende la secuencia que es complementaria 
a SEQ ID NO: 1 o una variante de secuencia de la misma en donde la variante de secuencia es entre al menos el 
60%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 90%, tal como al menos el 95%, tal 
como al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al menos el 99%, tal como 15
entre el 99,1 y el 99,9%, tal como entre el 99,4 y el 99,6%, tal como el 100% idéntica a la secuencia que es 
complementaria a SEQ ID NO. 1.

El método de la presente divulgación se puede aplicar en principio a cualquier material genético que se origina de 
cualquier organismo, sin embargo, la presente divulgación es particularmente útil para detectar sangre Vel negativa. 20
Por tanto, en una forma de realización el método de la presente divulgación es para la detección de sangre Vel 
negativa.

En una forma de realización el método de la presente divulgación es para la detección o identificación de un sujeto 
Vel negativo tal como un ser humano.25

La deleción de 17 pb en el exón 3 de SMIM1 produce que la mayoría de los individuos Vel negativos porten un gen 
SMIM1 que comprende SEQ ID NO. 2 más que SEQ ID NO. 1 que es el caso para individuos Vel positivos ensayados.

Por tanto, en una forma de realización de la presente divulgación el método para distinguir entre muestras, o individuos, 30
Vel negativas y Vel positivas, analizando la composición de SMIM1 comprende identificar sujetos cuyo genoma 
comprende SEQ ID NO. 1, dichos sujetos son Vel positivos, y sujetos cuyo genoma comprende SEQ ID NO. 2, o un 
fragmento o variante de la misma, en donde la variante es al menos el 90% idéntica a dicha SEQ ID NO. 2, dichos 
sujetos son Vel negativos.

35
En una forma de realización de la presente divulgación el método para distinguir entre muestras, o individuos, Vel 
negativas y Vel positivas, analizando la composición de SMIM1 comprende identificar sujetos cuyo genoma comprende 
SEQ ID NO. 1, 3 o 35, dichos sujetos son Vel positivos, y sujetos cuyo genoma comprende SEQ ID NO. 2, 32, 33, 34 
o 36, o un fragmento o variante de las mismas, en donde la variante es al menos el 90% idéntica a dicha SEQ ID NO. 
2, 32, 33, 34 o 36, dichos sujetos son Vel negativos.40

Antes de la fecha de prioridad de la presente solicitud, la única manera conocida para identificar donantes de sangre 
Vel negativa era por ensayos de fenotipado celulares basados en suero o plasma de pacientes inmunizados, cuyo 
suministro está gravemente limitado. Por contraste, el ensayo genético del presente método se puede realizar en 
números virtualmente ilimitados de individuos a bajo coste, lo que permite el cribado de grandes poblaciones de 45
donantes de sangre para identificar más donantes Vel negativos y facilitar la obtención de unidades de sangre Vel 
negativa a pacientes en necesidad.

Los métodos de la presente divulgación se basan en el descubrimiento de los presente inventores de la base molecular 
para la negatividad de Vel. En principio, cualquier método que utilice las diferencias en el código de ADN del gen 50
SMIM1 se pueden aplicar a distinguir entre individuos Vel negativos y Vel positivos. Esto también incluye preprocesar 
el ADN genómico (ADNg) antes de realizar el análisis, así como preparar ADNc a partir de ARNm transcrito.

Según esto, en una forma de realización el método de la presente divulgación que comprende distinción por análisis 
de la composición de SMIM1 comprende las etapas de:55

a) proporcionar una muestra;
b) preparar ADNc;
c) identificar muestras en donde el ADNc tiene la secuencia de SEQ ID NO. 3 o 35, o un fragmento de las mismas, 

en donde el fragmento comprende al menos el polinucleótido que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 31;60
d) identificar las muestras en donde el ADNc se diferencia del ADNc de SEQ ID NO. 3 o 35 en al menos un nucleótido;
e) comparar c) y d),

en donde la muestra de c) es de un sujeto Vel positivo, y
en donde la muestra de d) es de un sujeto Vel negativo.

65
En otra forma de realización el método de la presente divulgación comprende:
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a) proporcionar una muestra biológica que comprende un polinucleótido de SMIM1,
b) amplificar al menos un fragmento del polinucleótido de SMIM1, en donde el polinucleótido de SMIM1 tiene una 

secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36 o un fragmento o 
variante de las mismas en donde la variante es al menos el 90% idéntica a dicha secuencia seleccionada del 5
grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36,

c) obtener un amplicón,
d) analizar la longitud de amplicón, y
e) distinguir entre fragmentos de polinucleótidos Vel negativos y Vel positivos amplificados basado en la longitud del 

polinucleótido.10

Está dentro del ámbito de la presente divulgación aplicar los métodos anteriormente mencionados a cualquier 
polinucleótido de SMIM1 o relacionado con SMIM1 tal como un polinucleótido que es al menos el 50% idéntico a dicha 
SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 55% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 
33, 34, 35, y 36, por ejemplo, al menos el 60% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, 15
al menos el 65% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 70% idéntico a 
dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 75% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 
4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 80% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por 
ejemplo, al menos el 81% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 82% 
idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 83% idéntico a dicha SEQ ID 20
NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 84% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 
35, o 36, por ejemplo, al menos el 85% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al 
menos el 86% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 87% idéntico a 
dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 88% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 
4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 89% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por 25
ejemplo, al menos el 90% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 91% 
idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 92% idéntico a dicha SEQ ID 
NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 93% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 
35, o 36, por ejemplo, al menos el 94% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al 
menos el 95% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 96% idéntico a 30
dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 97% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 
4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, al menos el 98% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por 
ejemplo, al menos el 99% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, tal como el 100% idéntico a 
dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36.

35
También está dentro del ámbito de la presente divulgación aplicar los métodos anteriores a cualquier polinucleótido 
que sea complementario a un polinucleótido de SMIM1 o relacionado con SMIM1 tal como un polinucleótido que es 
complementario a un polinucleótido que es al menos el 50% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 
36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 55% idéntico a dicha 
SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido 40
que es al menos el 60% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido 
que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 65% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 
35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 70% idéntico 
a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un 
polinucleótido que es al menos el 75% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un 45
polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 80% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 
3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos 
el 81% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es 
complementario a un polinucleótido que es al menos el 82% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 
36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 83% idéntico a dicha 50
SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido 
que es al menos el 84% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido 
que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 85% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 
35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 86% idéntico 
a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un 55
polinucleótido que es al menos el 87% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un 
polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 88% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 
3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos 
el 89% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es 
complementario a un polinucleótido que es al menos el 90% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 60
36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 91% idéntico a dicha 
SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido 
que es al menos el 92% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido 
que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 93% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 
35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 94% idéntico 65
a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un 
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polinucleótido que es al menos el 95% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un 
polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 96% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 
3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos 
el 97% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es 
complementario a un polinucleótido que es al menos el 98% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 5
36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido que es al menos el 99% idéntico a dicha 
SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleótido que es complementario a un polinucleótido 
que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36.

El método de distinguir entre individuos Vel negativos y Vel positivos como se ha esbozado anteriormente puede 10
utilizar cualquier herramienta adecuada o método conocido en la técnica, herramienta o método que sea adecuado 
para analizar biomoléculas tal como ADN, ARN y proteínas. En una forma de realización de la presente divulgación, 
el método usado para analizar la composición de SMIM1 de un individuo o una muestra se lleva a cabo mediante un 
proceso que se puede seleccionar del grupo que consiste en: PCR específica de gen, PCR específica de alelo, PCR-
RFLP, hibridación de sonda específica de alelo, extensión de cebador específico de alelo, amplificación específica de 15
alelo, secuenciación, digestión con 5’ nucleasa, ensayo de balizas moleculares, ensayo de ligación de 
oligonucleótidos, análisis de tamaño, y polimorfismo de conformación de cadena sencilla.

En una forma de realización de la presente divulgación el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos y 
Vel negativos es PCR específica de gen.20

En una forma de realización de la presente divulgación el método de PCR específica de gen comprende las etapas 
de:

i) proporcionar una muestra biológica,25
ii) amplificar un polinucleótido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotídico, obteniendo 

así un amplicón,
iii) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de SMIM1 obtenido en la etapa ii), y
iv) comparar la longitud del amplicón, con al menos un control Vel positivo, en donde una longitud que se diferencia 

del control Vel positivo indica que la muestra es de un sujeto Vel negativo.30

Cualquier par de cebadores oligonucleotídicos adecuados capaces de hibridar con el polinucleótido diana están dentro 
del ámbito de la presente divulgación.

En una forma de realización de la presente divulgación, el primer cebador oligonucleotídico es al menos el 80%, 35
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97% idéntico, más preferiblemente al menos el 98% idéntico, más preferiblemente al 
menos el 99%, más preferiblemente el menos el 100% idéntico a SEQ ID NO: 22 (LOCex3f_screen),

y el segundo cebador oligonucleotídico es al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al 40
menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos el 97% idéntico, más 
preferiblemente al menos el 98% idéntico, más preferiblemente al menos el 99%, más preferiblemente el menos el 
100% idéntico a SEQ ID NO: 23 (LOCex3r_screen). En condiciones de hibridación muy rigurosas, dicho primer y dicho 
segundo cebador oligonucleotídico son capaces de hibridar con dicho polinucleótido de SMIM1.

45
En otra forma de realización de la presente divulgación el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos 
y Vel negativos es por PCR específica de alelo.

En una forma de realización de la presente divulgación el método de PCR específica de alelo comprende las etapas 
de:50

i) proporcionar una muestra biológica,
ii) amplificar un polinucleótido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotídico, obteniendo 

así un amplicón,
iii) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de SMIM1 obtenido en la etapa ii), y55
iv) comparar la longitud del amplicón, con al menos un control Vel positivo, en donde una longitud que se diferencia 

del control Vel positivo indica que la muestra es de un sujeto Vel negativo.

En una forma de realización de la presente divulgación, los cebadores oligonucleotídicos del anterior método de PCR 
específica de alelo, se seleccionan del grupo que consiste en cebadores oligonucleotídicos que son al menos el 80%, 60
preferiblemente el menos el 90%, más preferiblemente el menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97% idénticos, más preferiblemente al menos el 98% idénticos, más preferiblemente al 
menos el 99%, más preferiblemente al menos el 100% idénticos a SEQ ID NO: 15 (388588int2f), SEQ ID NO: 19 
(388588int3R2), SEQ ID NO. 20 (388588wtex3f), y SEQ ID NO. 21 (388588mutex3f), en donde, en condiciones de 
hibridación muy rigurosas, dichos cebadores oligonucleotídicos son capaces de hibridar con dicho polinucleótido de 65
SMIM1.
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En otra forma de realización de la presente divulgación el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos 
y Vel negativos es por PCR-RFLP de alelo.

En una forma de realización de la presente divulgación el método de PCR-RFLP específica de gen comprende las 5
etapas de:

i) amplificar un polinucleótido de SMIM1 aplicando al menos dos cebadores oligonucleotídicos, 
ii) digerir el amplicón de la etapa i) mediante una enzima de restricción,
iii) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón digerido de la etapa ii), y10
iv) comparar la longitud del amplicón(es) digerido(s), con al menos un control Vel positivo, en donde una longitud 

que se diferencia del control Vel positivo indica que la muestra es de un sujeto Vel negativo.

Se puede usar cualquier restricción adecuada. En una forma de realización de la presente divulgación la enzima de 
restricción es StyI.15

En una forma de realización de la presente divulgación, los cebadores oligonucleotídicos del anterior método de PCR-
RFLP, el primer cebador oligonucleotídico es al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente 
al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más preferiblemente al menos el 97% idéntico, más 
preferiblemente al menos el 98% idéntico, más preferiblemente al menos el 99%, más preferiblemente el menos el 20
100% idéntico a SEQ ID NO: 15 (388588int2f), y el segundo cebador oligonucleotídico es al menos el 80%, 
preferiblemente al menos el 90%, más preferiblemente al menos el 95%, más preferiblemente al menos el 96%, más 
preferiblemente al menos el 97% idéntico, más preferiblemente al menos el 98% idéntico, más preferiblemente al 
menos el 99%, más preferiblemente el menos el 100% idéntico a SEQ ID NO: 19 (388588int3R2). En condiciones de 
hibridación muy rigurosas, dicho primer y dicho segundo cebador oligonucleotídico son capaces de hibridar con dicho 25
polinucleótido de SMIM1.

Como se ha mencionado en el presente documento anteriormente, el método de la presente divulgación se basa en 
la distinción molecular entre individuos Vel negativos y Vel positivos o muestras de tales individuos. Por tanto, en una 
forma de realización el método de la presente divulgación comprende las etapas:30

i) proporcionar una muestra biológica que comprende ADN genómico,
ii) poner en contacto la muestra que comprende ADN genómico con un primer y un segundo cebador 

oligonucleotídico de PCR,
35

en donde dicho primer cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 
nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO. 1 y localizados antes (5’) 
del nucleótido en posición 2667 de SEQ ID NO. 1, y

en donde dicho segundo cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 40
nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO. 1 y localizados después 
(3’) del nucleótido en posición 2649 de SEQ ID NO. 1,

con la condición de que dicho primer y dicho segundo cebador no se seleccionen ambos de una secuencia que 
sea complementaria a SEQ ID NO. 31;45

iii) obtener un amplicón;
iv) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de la etapa iii);
v) comparar la longitud del amplicón, con al menos un control Vel positivo, en donde una longitud que se diferencia 

del control Vel positivo indica que la muestra es Vel negativa.50

El análisis cualitativo y/o cuantitativo realizado en el método de la presente divulgación se puede hacer por cualquier 
herramienta adecuada o método conocido por los expertos en la materia.

En una forma de realización de la presente divulgación el análisis cualitativo y/o cuantitativo se realiza por 55
electroforesis en gel.

El control de referencia usado en el método de la presente divulgación puede ser cualquier marcador molecular 
adecuado, tal como un marcador molecular basado en Mw. En una forma de realización de la presente divulgación, el 
control de referencia es una composición de referencia de polinucleótido que comprende uno o más polinucleótidos 60
seleccionados de polinucleótidos que consisten en 161 y 178 nucleótidos. En una forma de realización de la presente 
divulgación el control Vel positivo es un polinucleótido que comprende el exón 3 (SEQ ID NO. 30) de SMIM1.

Es un objeto de la presente divulgación amplificar parte del gen SMIM1 de un individuo Vel negativo, parte que 
comprende una mutación sin sentido que produce un antígeno Vel no funcional. Esto significa que el tamaño del 65
amplicón puede variar dependiendo de cómo se seleccionan los cebadores oligonucleotídicos. En una forma de 
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realización de la presente divulgación el material genético amplificado (amplicón) tiene entre aproximadamente 5 y 
aproximadamente 4000 nucleótidos de longitud, tal como entre 10 y 100 nucleótidos de longitud, por ejemplo, 17 
nucleótidos de longitud.

En un aspecto, la presente divulgación se refiere a un método de detección y/o cuantificación de una variante de 5
ayuste de SMIM1 en una muestra, el método comprende hacer ADN complementario (ADNc) a partir de ARN 
mensajero (ARNm) en la muestra, amplificar el ADNc entero o porciones correspondientes al gen SMIM1, tal como 
SEQ ID NO. 3 o 4, o partes del mismo y detectar y cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar la variante 
de ayuste.

10
En un aspecto, la divulgación se refiere a un método de identificar un sujeto que presenta un antígeno Vel, que 
comprende las etapas:

a) realizar amplificación de un polinucleótido del sujeto poniendo en contacto un polinucleótido de una célula del 
sujeto con un cebador oligonucleotídico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10 15
nucleótidos consecutivos de un polinucleótido que codifica el antígeno Vel;

b) detectar el amplicón de la etapa (a), mediante lo cual la detección de un amplicón identifica el sujeto como un 
antígeno Vel.

En otro aspecto la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra una célula que expresa un 20
antígeno Vel, que comprende la detección en la muestra de un polinucleótido que codifica un antígeno Vel.

En una forma de realización de la presente divulgación el método de detección y/o cuantificación de una variante de 
ayuste de SMIM1 en una muestra, comprende hacer ADN complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm) 
en la muestra, amplificar porciones del ADNc correspondientes al gen SMIM1 o partes del mismo y detectar y 25
cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar la variante de ayuste.

Los presentes inventores han generado datos que caracterizan adicionalmente la proteína codificada por el gen SMIM1
(LOC388588) así como la distribución demográfica de la mutación que produce el fenotipo Vel negativo. Hasta ahora, 
no se han encontrado homólogos génicos a la proteína Vel humana. Sin embargo, el gen parece estar evolutivamente 30
conservado ya que tiene homólogos ortólogos en otras especies, de primates a pez cebra.

El gen SMIM1 que típicamente comprende SEQ ID NO. 1 o un fragmento o variante de secuencia de la misma, codifica 
un polipéptido que se asocia con el antígeno Vel. La expresión del antígeno del grupo sanguíneo Vel en glóbulos rojos 
depende de la expresión del gen SMIM1, cuyo ARNm codifica una proteína transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel 35
negativo se produce cuando esta proteína no se puede expresar, por ejemplo, debido a la deleción de 17 pb. Mientras 
que un aspecto principal de la presente divulgación es evitar métodos serológicos tradicionales laboriosos y caros para 
identificar muestras o individuos Vel negativos, el descubrimiento de los presentes inventores de la relación entre 
SMIM1 y el antígeno Vel proporciona un número de aplicaciones de anticuerpos y celulares que son útiles para, por 
ejemplo, fines de ensayos in vitro.40

El método según la presente divulgación se puede, en principio, aplicar a cualquier muestra biológica que comprenda 
material genético. Por tanto, la muestra puede ser de raspados celulares, un tejido de biopsia o un fluido corporal tal 
como, pero no limitado a, sangre, médula ósea, plasma, suero, líquido cefalorraquídeo, saliva, semen, esputo, orina y 
heces.45

Antígeno Vel y anticuerpos anti-Vel

Los presentes inventores han proporcionado el nexo molecular entre el gen SMIM1 y el antígeno Vel.
50

Después de este descubrimiento, los inventores también han diseñado y ensayado péptidos correspondientes a la 
proteína putativa y ensayado GR Vel positivos y Vel negativos con anticuerpos de conejo generados hacia estos 
péptidos. Uno de tal anticuerpo demuestra especificidad exquisita para GR Vel positivos por la técnica de 
inmunotransferencia.

55
En una forma de realización de la presente divulgación, el anticuerpo que se detecta por dicho método es anti-Vel, y 
el antígeno es un péptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9 y 10.

El antígeno Vel identificado por los presentes inventores está representado por el polipéptido que tiene SEQ ID NO. 
5, o una variante de secuencia o fragmento de la misma. El antígeno es una herramienta útil en los métodos de la 60
presente divulgación. Según esto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un polipéptido aislado que tiene 
la secuencia de SEQ ID NO. 5, o un fragmento o una variante de la misma, en donde dicho fragmento comprende al 
menos 20, tal como al menos 25, tal como al menos 30, tal como al menos 35, tal como al menos 40, tal como al 
menos 45, tal como al menos 50, tal como al menos 55, tal como al menos 60, tal como menos 65, tal como al menos 
70, tal como al menos 75 residuos de aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante es al 65
menos el 80% idéntica a SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante comprende al menos un residuo de serina y/o 
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treonina, y en donde al menos un residuo de serina y/o treonina de dicha SEQ ID NO. 5 o dicho fragmento o variante 
de la misma, está O-glucosilado.

La expresión del antígeno del grupo sanguíneo Vel en glóbulos rojos depende de la expresión del gen SMIM1, cuyo 
ARNm codifica una proteína transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteína no 5
se puede expresar, por ejemplo, debido a la deleción de 17 pb como se ha discutido anteriormente en el presente 
documento. Fragmentos polipeptídicos importantes asociado con el antígeno Vel incluyen fragmentos de SEQ ID NO. 
5. Por tanto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un péptido aislado que tiene una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10, o un fragmento o variante de las mismas, en donde 
la variante es al menos el 50%, preferiblemente al menos el 55%, preferiblemente al menos el 60%, preferiblemente 10
al menos el 65%, preferiblemente al menos el 70%, preferiblemente al menos el 75%, preferiblemente al menos el 
80%, preferiblemente al menos el 81%, preferiblemente al menos el 82%, preferiblemente al menos el 83%,
preferiblemente al menos el 84%, preferiblemente al menos el 85%, preferiblemente al menos el 86%, preferiblemente 
al menos el 87%, preferiblemente al menos el 88%, preferiblemente al menos el 89%, preferiblemente al menos el 
90%, preferiblemente al menos el 91%, preferiblemente al menos el 92%, preferiblemente al menos el 93%,15
preferiblemente al menos el 94%, preferiblemente al menos el 95%, preferiblemente al menos el 96%, preferiblemente 
al menos el 97%, preferiblemente al menos el 98%, preferiblemente al menos el 99% idéntica a una secuencia 
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10.

En un aspecto la presente divulgación se refiere a un homodímero que comprende dos cadenas polipeptídicas 20
idénticas, cada una tiene la secuencia de SEQ ID NO. 5, o un fragmento o una variante de la misma, en donde dicho 
fragmento comprende al menos 20 residuos de aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante 
el al menos el 80%, preferiblemente al menos el 81%, preferiblemente al menos el 82%, preferiblemente al menos el 
83%, preferiblemente al menos el 84%, preferiblemente al menos el 85%, preferiblemente al menos el 86%, 
preferiblemente al menos el 87%, preferiblemente al menos el 88%, preferiblemente al menos el 89%, preferiblemente 25
al menos el 90%, preferiblemente al menos el 91%, preferiblemente al menos el 92%, preferiblemente al menos el 
93%, preferiblemente al menos el 94%, preferiblemente al menos el 95%, preferiblemente al menos el 96%, 
preferiblemente al menos el 97%, preferiblemente al menos el 98%, preferiblemente al menos el 99% idéntica a SEQ 
ID NO. 5.

30
En una forma de realización de la presente divulgación el fragmento polipeptídico que define el antígeno Vel es un 
polinucleótido aislado, que codifica tras la expresión un péptido que tiene una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10 es también un aspecto de la presente divulgación.

El antígeno puede en ciertas circunstancias estar glucosilado, típicamente O-glucosilado en un residuo de serina o 35
treonina. Por tanto, en un aspecto, la presente divulgación se refiere a un polipéptido aislado que tiene la secuencia 
de SEQ ID NO. 5, o un fragmento o variante de la misma, en donde dicho fragmento comprende al menos 20 residuos 
de aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante el al menos el 80%, preferiblemente al 
menos el 81%, preferiblemente al menos el 82%, preferiblemente al menos el 83%, preferiblemente al menos el 84%, 
preferiblemente al menos el 85%, preferiblemente al menos el 86%, preferiblemente al menos el 87%, preferiblemente 40
al menos el 88%, preferiblemente al menos el 89%, preferiblemente al menos el 90%, preferiblemente al menos el 
91%, preferiblemente al menos el 92%, preferiblemente al menos el 93%, preferiblemente al menos el 94%, 
preferiblemente al menos el 95%, preferiblemente al menos el 96%, preferiblemente al menos el 97%, preferiblemente 
al menos el 98%, preferiblemente al menos el 99% idéntica a SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante comprende al 
menos un residuo de serina y/o treonina, y en donde al menos un residuo de serina y/o treonina de dicha SEQ ID NO. 45
5 o dicho fragmento o variante de la misma, está O-glucosilado.

En una forma de realización de la presente divulgación al menos un residuo de serina y/o treonina del polipéptido 
anterior está O-glucosilado.

50
En una forma de realización adicional de la presente divulgación la O-glucosilación del al menos un residuo de serina 
y/o treonina se selecciona individual e independientemente del grupo que consiste en:

antígeno Tn (GalNAcαSer/Thr),
antígeno sialil-Tn (Siaα2-6GaINAcαSer/Thr),55
STn/sialil-Tn (Neu5Acα2-6GaINAc-α-Ser/Thr),
ST/sialil-T (Neu5Acα2-3Galβ3GaINAc-Ser/Thr),
Core 1 o antígeno T (GaIβ1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 2 (GIcNAcβ1-6(Galβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcβ1-3GaINAcαSer/Thr),60
Core 4 (GIcNAcβ1-6(GIcNAcβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 5 (GaINAcα1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 6 (GIcNAcβ1-6GaINAcαSer/Thr),
Core 7 (GaINAcα1-6GaINAcαSer/Thr), y
Core 8 (Galα1-3GaINAcαSer/Thr).65
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Como se ha mencionado en el presente documento anteriormente, es un aspecto principal de la presente divulgación 
proporcionar herramientas y métodos para la determinación de grupo sanguíneo genéticamente basado del grupo 
sanguíneo Vel. Las herramientas para tales fines incluyen anticuerpos, antígenos y fragmentos de antígenos, así como 
células presentadoras de dichos antígenos o fragmentos de antígenos.

5
Según esto, en un aspecto semejante, la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra un 
anticuerpo dirigido contra un antígeno Vel, que comprende las etapas:

a) poner en contacto glóbulos rojos que tienen antígeno Vel con la muestra;
b) detectar aglutinación de los glóbulos rojos, por lo cual la aglutinación de los glóbulos rojos indica la presencia en 10

la muestra de un anticuerpo hacia el antígeno Vel.

En otro aspecto, la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra un anticuerpo dirigido 
hacia un antígeno Vel, que comprende las etapas:

15
a) poner en contacto la muestra con un péptido o polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 

5, 6, 7, 8, 9 y 10, o una secuencia peptídica O-glucosilada seleccionada de SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9 y 10;
b) detectar la interacción entre i) dicho polipéptido o péptido y ii) un anticuerpo anti-Vel, mediante lo cual la interacción 

indica la presencia en la muestra de un anticuerpo hacia un antígeno Vel.
20

En una forma de realización de la presente divulgación la interacción se detecta estudiando la aglutinación. En otra 
forma de realización de la presente divulgación la interacción se detecta por BIACORE. En otra forma de realización 
de la presente divulgación la interacción se detecta por métodos basados en ELISA. Todos los métodos anteriores de 
detectar la interacción los conocen bien los expertos en la materia.

25
En otro aspecto, la presente divulgación se refiere a un método de detectar un antígeno Vel en glóbulos rojos, que 
comprende las etapas:

a) poner en contacto los glóbulos rojos con un anticuerpo dirigido contra el antígeno Vel;
b) detectar aglutinación de los glóbulos rojos, por lo cual la aglutinación de los glóbulos rojos indica la presencia del 30

antígeno Vel.

En otro aspecto la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra un antígeno Vel, que 
comprende las etapas:

35
a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo dirigido contra el antígeno Vel;
b) detectar un complejo antígeno/anticuerpo, mediante lo cual la detección del complejo antígeno/anticuerpo indica 

la presencia del antígeno Vel en la muestra.

En otro aspecto la presente divulgación se refiere a un método de identificar un sujeto que presenta un antígeno Vel, 40
que comprende las etapas:

a) realizar la amplificación de un polinucleótido del sujeto poniendo en contacto un polinucleótido de una célula del 
sujeto con un cebador oligonucleotídico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10 
nucleótidos consecutivos de un polinucleótido que codifica el antígeno Vel;45

b) detectar el amplicón de la etapa (a), mediante lo cual la detección de un amplicón identifica el sujeto como un 
antígeno Vel.

En aún otro aspecto la presente divulgación se refiere a un método de detectar en una muestra una célula que expresa 
un antígeno Vel que comprende detectar en la muestra un polinucleótido que codifica un antígeno Vel.50

También está dentro del ámbito de la presente divulgación proporcionar anticuerpos para ensayos in vitro, así como 
la verificación de los métodos genéticos esbozados anteriormente. Por tanto, en un aspecto la presente divulgación 
se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un epítopo de un antígeno Vel, en donde el epítopo se define por una 
secuencia peptídica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10, o una secuencia peptídica O-55
glucosilada seleccionada de SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10.

En una forma de realización de la presente divulgación el anticuerpo es capaz de reconocer una secuencia peptídica 
O-glucosilada seleccionada de SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10 que comprende al menos un residuo de serina y/o treonina
en donde el al menos un residuo de serina y/o treonina individual e independientemente está O-glucosilado con un 60
glicano seleccionado del grupo que consiste en:

antígeno Tn (GalNAcαSer/Thr),
antígeno sialil-Tn (Siaα2-6GaINAcαSer/Thr),
STn/sialil-Tn (Neu5Acα2-6GaINAc-α-Ser/Thr),65
ST/sialil-T (Neu5Acα2-3Galβ3GaINAc-Ser/Thr),
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Core 1 o antígeno T (GaIβ1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 2 (GIcNAcβ1-6(Galβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcβ1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 4 (GIcNAcβ1-6(GIcNAcβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 5 (GaINAcα1-3GaINAcαSer/Thr),5
Core 6 (GIcNAcβ1-6GaINAcαSer/Thr),
Core 7 (GaINAcα1-6GaINAcαSer/Thr), y
Core 8 (Galα1-3GaINAcαSer/Thr).

El anticuerpo es monoclonal o policlonal.10

La presente divulgación también se refiere a un método de hacer un anticuerpo policlonal, el método comprende:

a) inmunizar un mamífero con el polipéptido o péptido como se ha definido en el presente documento anteriormente, 
en condiciones para provocar una respuesta de anticuerpos;15

b) aislar anticuerpos de mamífero;
c) cribar los anticuerpos aislados con el polipéptido o fragmento polipeptídico identificando de esta manera un 

anticuerpo policlonal que se une específicamente al polipéptido o fragmento polipeptídico de la etapa a).

La presente divulgación también se refiere a un método de hacer un anticuerpo monoclonal, el método comprende:20

a) inmunizar un mamífero con el polipéptido o péptido como se ha definido en el presente documento anteriormente, 
en condiciones para provocar una respuesta de anticuerpos;

b) aislar las células productoras de anticuerpo del mamífero;
c) fusionar las células productoras de anticuerpo con células inmortalizadas en cultivo para formar células de 25

hibridoma que producen anticuerpo monoclonal;
d) cultivar las células de hibridoma;
e) aislar del cultivo anticuerpos monoclonales que se unen específicamente al polipéptido o fragmento polipeptídico 

de la etapa a).
30

Transfusión de sangre

El método de la presente divulgación es particularmente útil en un marco clínico que implica transfusiones de sangre. 
Por tanto, en una forma de realización de la presente divulgación los métodos anteriores comprenden además las 
etapas de:35

a) elegir de un banco de donantes o sangre i) sangre Vel positiva si el método de a) determina que el paciente es 
Vel positivo, o ii) sangre Vel negativa si el método como se ha definido en el presente documento anteriormente 
determina que el paciente es Vel negativo;

b) transfundir el paciente con la sangre elegida en a).40

En un aspecto la presente divulgación se refiere a un método de transfusión de sangre que comprende las etapas:

a) aplicar el método como se ha definido en el presente documento anteriormente a un paciente;
b) elegir de un banco de donantes o sangre i) sangre Vel positiva si el método de a) determina que el paciente es 45

Vel positivo, o ii) sangre Vel negativa so el método como se ha definido en el presente documento anteriormente 
determina que el paciente es Vel negativo;

c) transfundir el paciente con la sangre elegida en b).

Las transfusiones de sangre son útiles en el tratamiento de trastornos sanguíneos. La presente divulgación es 50
particularmente útil durante la terapia en relación al tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con eritrocitos 
en donde la divulgación se refiere a un método que comprende las etapas:

a) aplicar el método de detección/identificación definido en el presente documento anteriormente a un paciente;
b) elegir de un banco de donantes o sangre i) sangre Vel positiva si el método de a) determina que el paciente es 55

Vel positivo, o ii) sangre Vel negativa so el método como se ha definido en el presente documento anteriormente 
determina que el paciente es Vel negativo;

c) transfundir el paciente con la sangre elegida en b).

Tratamiento profiláctico de mujeres embarazadas60

Las mujeres embarazadas Vel negativas (madres) pueden portar fetos Vel positivos. Si eritrocitos del feto Vel positivo 
se transfieren a la madre Vel negativa, esto puede producir una respuesta inmunitaria de la madre, generando de esta 
manera anticuerpos anti-Vel contra los eritrocitos Vel positivos. Esto es potencialmente letal para el feto, especialmente 
durante un segundo o posterior embarazo de la mujer Vel negativa. 65
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Según esto, en un aspecto la presente divulgación se refiere a un método de tratamiento profiláctico de una mujer 
embarazada Vel negativa que comprende:

a) identificar un individuo Vel negativo aplicando el método definido en el presente documento anteriormente, y
b) administrar a dicha mujer embarazada Vel negativa una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-5

Vel, neutralizando de esta manera los eritrocitos Vel positivos originarios del feto Vel positivo portado por dicha 
mujer embarazada Vel negativa.

De forma similar, la presente divulgación también se refiere a un anticuerpo anti-Vel para uso en un método de 
tratamiento profiláctico de una mujer embarazada Vel negativa que comprende:10

a) identificar un individuo Vel negativo aplicando el método definido en el presente documento anteriormente, y
b) administrar a dicha mujer embarazada Vel negativa una cantidad terapéuticamente eficaz de un anticuerpo anti-

Vel, neutralizando de esta manera los eritrocitos Vel positivos originarios del feto Vel positivo portado por dicha 
mujer embarazada Vel negativa.15

Plataformas de cribado

El uso principal de la presente divulgación es en campo de la medicina de transfusión donde la deleción de nucleótidos 
descrita se usará como una base para el cribado de donantes de sangre para identificar sangre compatible para 20
pacientes que han desarrollado anticuerpos hacia el antígeno Vel. Existen plataformas de genotipado de alto 
rendimiento para ensayo de donantes en el laboratorio rutinario hoy y, por tanto, en una forma de realización la 
presente divulgación se incorpora en estas plataformas.

Según esto, en un aspecto la presente divulgación se refiere a un kit para detectar un antígeno Vel, o distinguir entre 25
muestras Vel negativas y Vel positivas, en donde dicho kit comprende el anticuerpo como se ha definido en el presente 
documento anteriormente. El kit típicamente comprende una matriz de microchip en donde los anticuerpos definidos 
anteriormente están conjugados a la matriz de microchip.

En un aspecto la presente divulgación se refiere a un kit para detectar un antígeno Vel y/o distinguir entre muestras 30
de individuos Vel negativos y Vel positivos, dicho kit comprende al menos dos cebadores oligonucleotídicos aislados 
seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23.

En otro aspecto la divulgación se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que comprende uno o más 
polinucleótidos seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 35
21, 22, 23, 32, 33, 34, 35 y 36 o uno o más fragmentos de dicho polinucleótido.

El kit incluyendo o excluyendo la matriz de microchip puede incluir una combinación de uno o más polinucleótidos, 
oligonucleótidos, péptidos y polipéptidos definidos en el presente documento.

40
En un aspecto, la presente divulgación se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que comprende uno 
o más péptidos o polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9, y 10, o uno o más 
fragmentos de dicho péptido o polipéptido en donde dicho fragmento comprende al menos 5 aminoácidos consecutivos 
de dicha SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9, y 10.

45
En una forma de realización de la presente divulgación del kit definido en el presente documento anteriormente al 
menos un residuo de serina y/o treonina de dicho péptido en dicho kit está O-glucosilado, tal en donde al menos uno 
de dichos residuos de serina y/o treonina está independiente y opcionalmente O-glucosilado por un glicano 
seleccionado del grupo que consiste en:

50
antígeno Tn (GalNAcαSer/Thr),
antígeno sialil-Tn (Siaα2-6GaINAcαSer/Thr),
STn/sialil-Tn (Neu5Acα2-6GaINAc-α-Ser/Thr),
ST/sialil-T (Neu5Acα2-3Galβ3GaINAc-Ser/Thr),
Core 1 o antígeno T (GaIβ1-3GaINAcαSer/Thr),55
Core 2 (GIcNAcβ1-6(Galβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcβ1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 4 (GIcNAcβ1-6(GIcNAcβ1-3)GaINAcαSer/Thr),
Core 5 (GaINAcα1-3GaINAcαSer/Thr),
Core 6 (GIcNAcβ1-6GaINAcαSer/Thr),60
Core 7 (GaINAcα1-6GaINAcαSer/Thr), y
Core 8 (Galα1-3GaINAcαSer/Thr).

En un aspecto de la presente divulgación, el kit descrito en el presente documento anteriormente comprende glóbulos 
rojos que presentan un antígeno Vel.65
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En ciertos aspectos la divulgación se refiere a las siguientes formas de realización.

Forma de realización 1: Un método de determinar el fenotipo Vel de un individuo, dicho método comprende distinguir 
entre fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra biológica la composición de:

5
a) un gen SMIM1, y/o,
b) un transcrito de un gen SMIM1, y/o
c) un polipéptido codificado por un gen SMIM1.

Forma de realización 2: El método según la forma de realización 1 de la presente divulgación, en donde el gen SMIM110
comprende la secuencia de SEQ ID NO: 1 o una variante de secuencia de la misma en donde la variante de secuencia 
es entre al menos el 60%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 90%, tal como 
al menos el 95%, tal como al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al menos 
el 99%, tal como entre el 99,1 y el 99,9%, entre el 99,4 y el 99,6%, tal como el 100% idéntica a i) SEQ ID NO. 1 o ii) 
una secuencia que es complementaria a SEQ ID NO. 1.15

Forma de realización 3: El método según cualquiera de las formas de realización precedentes de la presente 
divulgación, en donde la distinción analizando la composición de SMIM1 comprende identificar:

sujetos cuyo genoma comprende SEQ ID NO. 1, dichos sujetos son Vel positivos,20
y
sujetos cuyo genoma comprende SEQ ID NO. 2,
o un fragmento o variante de la misma,
en donde la variante es al menos el 90% idéntica a dicha SEQ ID NO. 2, dichos sujetos son Vel negativos.

25
Forma de realización 4: El método según la forma de realización 1 de la presente divulgación, en donde el método 
comprende:

a) proporcionar una muestra biológica que comprende un polinucleótido de SMIM1,
b) amplificar al menos un fragmento del polinucleótido de SMIM1, en donde el polinucleótido de SMIM1 tiene una 30

secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35 y 36 o un fragmento o 
variante de la misma en donde la variante es al menos el 90% idéntica a dicha secuencia seleccionada del grupo 
que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35 y 36;

c) obtener un amplicón,
d) analizar la longitud del amplicón, y35
e) distinguir entre fragmentos de polinucleótidos Vel negativos y Vel positivos amplificados basado en la longitud del 

polinucleótido.

Forma de realización 5: El método según la forma de realización 1 de la presente divulgación que comprende las 
etapas:40

i) proporcionar una muestra biológica que comprende ADN genómico,
ii) poner en contacto la muestra que comprende ADN genómico con un primer y un segundo cebador 

oligonucleotídico de PCR,
45

en donde dicho primer cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 
nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO. 1 y localizados antes (5’) 
de la posición de nucleótido 2667 de SEQ ID NO. 1, y

en donde dicho segundo cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 10 50
nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO. 1 y localizados después 
(3’) de la posición de nucleótido 2649 de SEQ ID NO. 1,

con la condición de que dicho primer y dicho segundo cebador no se seleccionen ambos de una secuencia que 
sea complementaria a SEQ ID NO. 31;55

iii) obtener un amplicón;
iv) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de la etapa iii).

Forma de realización 6: Un método de detección y/o cuantificación de una variante de ayuste de SMIM1 en una 60
muestra, el método comprende hacer ADN complementario (ADNc) a partir de ARN mensajero (ARNm) en la muestra, 
amplificar porciones del ADNc correspondientes al gen SMIM1 o partes del mismo y detectar y cuantificar el ADNc 
amplificado para detectar o cuantificar la variante de ayuste.

Forma de realización 7: Un polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia de SEQ ID NO. 1, o un 65
polinucleótido aislado que comprende una variante de secuencia de una secuencia que es complementaria a dicha 
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SEQ ID NO. 1, en donde la variante de secuencia comprende al menos una mutación, en donde la mutación produce 
transcripción y/o traducción de proteínas abolida y/o ausencia de un polipéptido codificado por SEQ ID NO. 1 en la 
superficie de un eritrocito.

Forma de realización 8: El polinucleótido aislado según la forma de realización 7 de la presente divulgación, en donde 5
la variante de secuencia tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 2 y 4.

Forma de realización 9: Un polipéptido aislado que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 5, o un fragmento o una variante 
del mismo, en donde dicho fragmento comprende al menos 20 residuos de aminoácidos consecutivos de SEQ ID NO. 
5, y en donde dicha variante es al menos el 80% idéntica a SEQ ID NO. 5, y en donde dicha variante comprende al 10
menos un residuo de serina y/o treonina, y en donde al menos un residuo de serina y/o treonina de dicha SEQ ID NO. 
5 o dicho fragmento o variante del mismo, está O-glucosilado.

Forma de realización 10: Un péptido aislado que tiene una secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID 
NO. 6, 7, 8, 9 y 10.15

Ejemplos

Ejemplo 1: Secuencias

SEQ ID NO. 1: gen SMIM1

20
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El gris indica exones; el subrayado indica los codones de inicio y terminación; la cursiva negrita indica la deleción de 
17 pb identificada en el fenotipo mutante humano en el exón 3 y también los nucleótidos polimórficos en el intrón 3 
(c.110+193t/c y c.100+194g/a; nucleótidos 2907 & 2908 en la secuencia anterior) ambos de los cuales están5
invariablemente mutados en el fenotipo mutado.

SEQ ID NO. 2: fenotipo mutante de SMIM1 (deleción de 17 pb)
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El gris indica exones basados en la estructura de tipo salvaje, sin embargo, la deleción extiende el marco abierto de 
lectura y la secuencia en azul indica la potencial nueva secuencia traducida hasta el siguiente codón de terminación 
en el mismo marco de lectura. El subrayado indica los codones de inicio y terminación. La cursiva negrita indica los 
nucleótidos polimórficos en el intrón 3 que están invariablemente mutados (c.110+193t/c y c.100+194g/a) en el fenotipo 5
mutante.

Los nucleótidos (SNP) 2872 y 2873 están invariablemente asociados con Vel negativo, pero individualmente no están 
restringidos a Vel negativo.

10
SEQ ID NO. 3: ADNc basado en SEQ ID NO. 1
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Nota: Esta secuencia de ARNm de longitud completa se ha determinado experimentalmente por 3’ RACE. La cursiva 
negrita indica la deleción identificada en la secuencia genómica de todos los individuos Vel negativos secuenciados 
hasta la fecha. El subrayado indica los codones de inicio y terminación.5

SEQ ID NO. 4: ADNc basado en SEQ ID NO. 2 (la deleción de 17 pb no está presente)

10
SEQ ID NO. 5: Proteína SMIM1 traducida

El gris indica dominio predicho que atraviesa la membrana, predicho por TMHMM (www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/)15

SEQ ID NO. 6: Péptido 1

20
SEQ ID NO. 7: Péptido 2

SEQ ID NO. 8: Péptido 325

SEQ ID NO. 9: Péptido 4
30

SEQ ID NO. 10: Péptido 5 (péptido 1 mezclado)

35
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SEQ ID NO. 11: Cebador de ADNc 388588cDNAf

SEQ ID NO. 12: Cebador de ADNc 388588cDNAr5

SEQ ID NO. 13: Cebador de PCR Vel negativoF
10

SEQ ID NO. 14: Cebador de PCR Vel negativoR2

15

SEQ ID NO. 15: 388588int2f Cebador de PCR

20
SEQ ID NO. 16: 388588ex4r Cebador de PCR

SEQ ID NO. 17: 388588int3f Cebador de PCR25

SEQ ID NO. 18: 388588int3r Cebador de PCR
30

SEQ ID NO. 19: 388588int3r2 Cebador de PCR

35

SEQ ID NO. 20: Cebador de PCR específica de alelo – 388588wtex3f

40
SEQ ID NO. 21: Cebador de PCR específica de alelo – 388588mutex3f

SEQ ID NO. 22: LOCex3f_screen cebador de PCR45

SEQ ID NO. 23: LOCex3r_screen cebador de PCR
50

SEQ ID NO. 24: Cebador de RACE Vel 59F

55

SEQ ID NO. 25: Cebador de RACE Vel 176F

60
SEQ ID NO. 26: Cebador de RACE Vel 280F
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SEQ ID NO. 27: Cebador de RACE Vel 332R

5

SEQ ID NO. 28: Cebador de RACE Vel 355R

10
SEQ ID NO. 29: Cebador de RACE Vel 376R

SEQ ID NO. 30: Exón 3 de SMIM115

SEQ ID NO. 31: Deleción de 17 pb
20

SEQ ID NO. 32: Fenotipo mutante de SMIM1 extendido al posterior codón de terminación

25
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En esta secuencia mutante, el codón de terminación wt está abolido y la premisa es que el transcrito se extiende hasta 
el siguiente codón de terminación predicho; en este caso 590 pb después del codón de terminación de tipo salvaje.

5
SEQ ID NO. 33: var 1 de SMIM1 (chr1:3691980 A/G)
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SEQ ID NO. 34: var 2 de SMIM1 (chr1:3691980 A/G)

5
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SEQ ID NO. 35: ADNc de la variante de SMIM1 (transcrito según 5’ y 3’ RACE en sangre)

5
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SEQ ID NO. 36: ADNc de la variante de SMIM1 (transcrito según 5’ y 3’ RACE en sangre; deleción de 17 pb)

Ejemplo 2: Identificación del antígeno Vel5

Antecedentes

El antígeno de grupo sanguíneo Vel está localizado en glóbulos rojos y es uno de unos pocos denominados antígenos 
de grupo sanguíneo huérfanos para los que la base molecular es desconocida. Es clínicamente importante y por tanto 10
la identificación de la molécula portadora permitiría el desarrollo de un ensayo de cribado para identificar donantes de 
sangre apropiados para pacientes Vel negativo/negativo inmunizados, y también pacientes en riesgo de producir un
anticuerpo indeseado.

Los presentes inventores proporcionaron entendimiento de la base molecular y genética del antígeno del grupo 15
sanguíneo Vel. Esto se ha logrado mediante una gama de investigaciones serológicas y bioquímicas, incluyendo 
investigaciones de genes candidatos. Estas investigaciones produjeron estimaciones del tamaño de la proteína de 
glóbulos rojos que porta el antígeno Vel y una configura probablemente de homodímero.

Una hipótesis de que el gen que codifica el antígeno de grupo sanguíneo Vel se podría potencialmente triangular a 20
través de cribado genético de todo el genoma usando matrices de polimorfismo de nucleótido único (SNP) se basó en 
tres observaciones:

(a) se cree que el fenotipo Vel negativo/negativo es más común en Suecia (1:1700, comparado con aprox. 1:4000 en 
otras poblaciones),25
(b) el fenotipo Vel negativo se hereda de una manera autosómica recesiva, y
(c) el gen que codifica el antígeno Vel, como varios otros genes de grupo sanguíneo, se podría expresar 
preferentemente en eritrocitos.

En conjunto, estas observaciones hicieron a los inventores sugerir que el fenotipo Vel negativo podría estar causado 30
por una única mutación fundadora en la población sueca, en cuyo caso un cribado genético de todo el genoma podría 
tener éxito a pesar del número relativamente limitado de muestras de ADN de individuos Vel negativos disponibles.

Según esto, se recogieron perfiles de SNP en todo el genoma de donantes Vel negativos usando micromatrices 
Illumina Human Omni 2.5M-Quad. Usando una estrategia computacional concebida y ejecutada en colaboración por 35
los presentes inventores, se identificó una región en el cromosoma 1 que contiene 5 genes.

Después de la revisión de las características de estos genes, se determinó que SMIM1 (LOC388588) era el más 
prometedor porque:

40
(a) su estructura predicha corresponde a una proteína transmembrana,
(b) su tamaño predicho coincidía con las estimaciones de tamaño de los estudios bioquímicos anteriores del inventor, 

y
(c) análisis de datos preexistentes de micromatrices de expresión génica recuperados de bases de datos públicas 

indicaban que se expresaba preferentemente en precursores de glóbulos rojos.45

Con esta información en mano, los inventores determinaron la secuencia de ADN de SMIM1 (LOC388588) en 
donantes Vel negativos y encontraron una deleción de 17 pares de bases que destruye la proteína, produciendo un 
denominado fenotipo nulo o inactivado.

50
Estudios genéticos posteriores han identificado la misma deleción exacta de 17 pares de bases en todos los donantes 
Vel negativos de Suecia, RU, Suiza, Israel y los EE UU ensayados hasta la fecha, lo que sugiere que es en efecto la 
causa predominante del fenotipo Vel negativo. Análisis de secuencia adicionales revelaron homocigosidad para la 
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deleción de 17 pares de bases en cinco muestras más Vel- de origen suizo y 2 muestras de origen israelí. Esto ha 
sentado las bases para la identificación de donantes de sangre Vel negativos por ensayo genético.

Muestras
5

Se obtuvieron las aprobaciones del Comité Regional de Revisión de Ética en la Universidad de Lund para recogida de 
médula ósea y análisis de grupo sanguíneo genético en muestras de sangre de donantes de sangre. Se sacaron 
muestras de sangre anticoaguladas de donantes suecos Vel negativos y Vel positivos con consentimiento informado 
según la práctica de donación de sangre rutinaria. Otras muestras Vel negativas usadas fueron de una colección de 
donantes raros ensamblada de un esquema internacional de intercambio de muestras raras, SCARF 10
(http://scarfex.jove.prohosting.com/); o enviadas directamente a nuestro laboratorio de referencia para investigación 
por otros laboratorios de referencia. Los paneles de muestras de ADN usados para cribado para establecer prevalencia 
de mutación eran muestras anónimas de donantes de sangre suecos normales.

Tabla 1: Cohorte de descubrimiento de muestras Vel negativas y Vel positivas analizadas en la micromatriz Illumina 15
Human Omni 2.5M BeadChip.

Extracción de ácidos nucleicos

El ADN genómico se preparó usando un procedimiento de precipitación con sal modificado y se diluyó a 100 ng/ul en 20
agua; o usando el kit QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen AB, Sollentuna, Suecia) y se usó sin diluir. Se extrajo ARN 
total de sangre completa o de líneas celulares usando el reactivo Trizol® LS (Life Technologies Europe BV, Estocolmo, 
Suecia) según las instrucciones del fabricante.

Generación y análisis de datos de matriz de polimorfismo de nucleótido único25

Se sometió ADN genómico de 20 muestras Vel negativas y 8 Vel positivas (Tabla 1) a genotipado de todo el genoma 
con respecto a 2.443.179 polimorfismos de nucleótido único (SNP) usando micromatrices Illumina HumanOmni 2.5M 
BeadChip (Illumina Inc, San Diego, CA, EE UU; el genotipado y asignación genotipo se realizaron en la instalación 
SCIBLU, Universidad de Lund, Suecia). Los genotipos se asignaron en GenomeStudio (Illumina Inc). El índice de 30
asignación era al menos el 99,5% para todas las muestras. Cuatro muestras se genotiparon dos veces en matrices 
separadas con una concordancia de al menos el 99,3%. Solo el resultado en una de las matrices se analizó 
posteriormente.
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Se seleccionaron SNP autosómicos no ambiguos para ensayo de asociación. Para encontrar SNP compatibles con 
una herencia autosómica recesiva, se aplicó después un filtro que seleccionó SNP donde las muestras Vel negativas 
en cada familia eran homocigotas e idénticas mientras que los miembros de su familia Vel positivos eran heterocigotos 
u homocigotos, pero no idénticos. Después de aplicar este filtro, permanecieron 8.780 SNP. Todas las muestras Vel 
negativas familiares (n=5) se retiraron antes del ensayo de asociación. El ensayo de asociación se llevó a cabo usando 5
los sujetos del panel EUR (n=379) en la publicación de la fase final 1 del Proyecto de 1000 Genomas como controles. 
Las frecuencias de genotipo en las muestras Vel negativas sin parentesco (n=15) se compararon con los controles 
usando la prueba exacta de Fisher en R2.14.1.

Se estimaron puntos de ruptura del bloque de haplotipo detectado de inspección de datos de asignación de genotipo 10
sin filtrar.

Secuenciación de SMIM1

El ADN genómico de 31 muestras Vel negativas y 10 Vel positivas se amplificó y secuenció con los cebadores 15
388588int2f (SEQ ID NO. 15) y 388588ex4r (SEQ ID NO. 16) que flanqueaban los exones 3 y 4 y contenían el marco 
abierto de lectura de SMIM1 (véase, Tabla 2; Figura 1).

Los productos amplificados se corrieron en un gel de agarosa al 3%, se cortaron, eluyeron, y secuenciaron usando el 
kit BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Life Technologies) en un analizador genético ABI 20
3500 Dx. El análisis de secuencia se realizó con software SeqEd v1.0 (Applied Biosystems).

El ARN total aislado de sangre completa o líneas celulares se convirtió a ADNc usando el kit High Capacity (Applied 
Biosystems) según el protocolo. La amplificación del ARNm se realizó con el kit Expand High Fidelity PCR (Roche 
Diagnostics Corporation, Indianápolis, In, EE UU) usando los cebadores 388588cDNAf (SEQ ID NO. 11) y 25
388588cDNAr (SEQ ID NO. 12). Los productos se secuenciaron como se ha descrito anteriormente.

Ensayos de genotipado

Se diseñaron ensayos para distinguir los alelos de tipo salvaje y mutante. Todos los cebadores fueron sintetizados por 30
Life Tecnologies y usados a una concentración de 10 pM a menos que se indique de otra manera. Véase la tabla 2 
para las secuencias de cebadores.

i) PCR-RFLP: se amplificó ADN genómico con los cebadores 388588int2f (SEQ ID NO. 15) y 388588int3R2 (SEQ 
ID NO. 19). En este ensayo, las bandas amplificadas eran de 459 y 442 pb respectivamente, sin embargo, el 35
tamaño del amplicón es arbitrario y el experto en la materia podría haber diseñado otros cebadores específicos 
de gen que rodean la deleción. Los productos se digirieron con StyI a 37ºC durante dos horas. Los productos se 
analizaron en un gel de agarosa al 3% (véase la figura 2). El sitio de restricción se abolía en la secuencia mutada. 
En este ensayo, las bandas amplificadas eran de 459 y 442 pb respectivamente, sin embargo, el tamaño del 
amplicón es arbitrario y se podrían haber usado otros cebadores específicos de gen que rodean la deleción.40

ii) PCR específica de alelo (ASP): se amplificó ADN genómico con los cebadores 388588int2f (SEQ ID NO. 15) (1 
pM), 388588int3R2 (SEQ ID NO. 19) y o bien 388588wtex3f (SEQ ID NO. 20) o 388588mutex3f (SEQ ID NO. 
21). Se proporcionó una banda de control interno mediante la amplificación de un producto de 460 pb (tipo 
salvaje) o 443 pb (mutante). Se amplificaron específicamente bandas específicas de alelo de 266 pb (tipo salvaje) 
o 249 (mutante) por sus respectivos cebadores (véase la figura 3).45

iii) PCR específica de gen (GSP): se amplificó ADN genómico con los cebadores LOCex3f_screen (SEQ ID NO. 22) 
y LOCex3r_screen (SEQ ID NO. 23) que flanqueaban el exón 3 de SMIM1. Se distinguieron productos de PCR 
específicos de alelo de 178 pb (tipo salvaje) o 161 pb (mutante) basado en el tamaño mediante electroforesis 
durante 75 minutos a 165 V en un gel de agarosa al 3% (véase la figura 4). Se ensayaron un total de 520 muestras 
de ADN genómico aleatorias mediante GSP. Se identificaron treinta muestras heterocigotas. Por tanto, la 50
frecuencia alélica en la población sueca del sur es 1 en 17 y la frecuencia calculada de individuos homocigotos 
para la mutación Vel es 1 en 1200.

PCR a tiempo real y análisis de datos
55

Se realizó PCR cuantitativa en tiempo real en 3 µl de ADNc con sondas TaqMan y el sistema de detección de 
secuencias 7500 (Applied Biosystems), según las instrucciones del fabricante. Los datos se analizaron usando el 
Software de detección de secuencia 7500 versión 1.3.1 (Applied Biosystems). Se detectaron transcritos de SMIM1
con un ensayo de expresión génica TaqMan® (Hs01369635_g1, Applied Biosystems, que se une al límite exón 3-4). 
Las cantidades diana de transcrito se normalizaron respecto al ARN ribosómico 18S (en sayo Hs99999901_s1). Todas 60
las muestras se corrieron en triplicados. La muestra con el menor valor CT se usó como calibrador. Se consideraron 
como positivos los resultados de cualquier muestra con al menos dos valores (CT <40) detectados en el triplicado.

Amplificación rápida de extremos de ADNc (RACE)
65
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Se aisló ARN mensajero a partir del ARN total extraído de células de médula ósea cultivadas hacia maduración 
eritropoyética como se ha descrito previamente mediante un kit de aislamiento de ARNm (Roche Diagnostics 
Corporation). Se realizó RACE con el kit FirstChoice RLM-RACE (Ambion) según las recomendaciones del fabricante. 
En 5’-RACE, se sintetizó ADNc con cebadores aleatorios proporcionados con el kit. Se usaron los cebadores 
específicos de gen Vel 332R (SEQ ID NO. 27), Vel 355R (SEQ ID NO. 28) y Vel 376R (SEQ ID NO. 29) para 5
amplificación por PCR junto con los cebadores de 5’-RACE proporcionados en el kit. Para 3’-RACE, se realizó PCR 
con los cebadores VEL 59F (SEQ ID NO. 24), VEL 176F (SEQ ID NO. 25) y VEL 280F (SEQ ID NO. 26), junto con los 
cebadores 3’ incluidos en el kit. Las secuencias de los cebadores se muestran en la tabla 2.

Atenuación de SMIM1 con clones lentivíricos de ARNhc10

SMIM1 se atenuó de forma estable en líneas celulares eritroleucémica humana (HEL) y JK-1 mediante vectores de 
ARNhc basados en lentivirus específicos para SMIM1.  Se compraron las siguientes bibliotecas de Sigma: 
TRCN0000365551, TRCN0000365607, TRCN0000365620, TRCN0000376652, TRCN0000376653, 
TRCN0000376654, TRCN0000422700 a un título de 106 en el vector pLKO.1. La transducción se realizó según las 15
instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron 1,6 x 104 de células HEL y JK-1 que expresaban establemente 
SMIM1 en una placa de 96 pocillos en 100 µl de medio de crecimiento por pocillo en el día de la transducción. Se 
añadió bromuro de hexadimetirina a cada pocillo a una concentración final de 8 µg/ml. La transducción con clones 
lentivíricos de ARNhc se llevó a cabo a una MOI (multiplicidad de infección) que variaba entre 0,5 y 5. Se añadieron 
partículas de lentivirus de un control de transducción no humano (SH202V, SIGMA), un control de eficacia de 20
transducción (SHC203V, SIGMA), y partículas lentivíricas de ARNhc para SMIM1 a los pocillos que contenían las 
células. La placa se centrifugó a 2300 rpm durante 30 min a 37ºC. 4-5 horas después de la transducción, los pocillos
se rellenaron con RPMI-1640 con SFT al 10 y al 20% para células HEL y JK-1, respectivamente. Las células 
transducidas se incubaron a 37ºC en un incubador humidificado en una atmósfera de CO2 al 5% durante 48 horas. El 
medio que contenía partículas lentivíricas se retiró y se añadió medio nuevo. Se añadió puromicina a una 25
concentración de 1,75 µg/ml y 0,25 µg/ml para células HEL y JK-1, respectivamente. El medio que contenía fármaco 
se sustituyó después cada dos días durante un periodo de 8 días. Después de ello, los clones se dejaron proliferar 
hasta confluencia para análisis adicional, Las líneas celulares se analizaron por PCR en tiempo real, 
inmunotransferencia y citometría de flujo (figura 9).

30
Tabla 2. Cebadores usados en la investigación de SMIM1

E13773677
25-02-2019ES 2 713 162 T3

 



37

Ejemplo 3: Generación de anticuerpos de conejo

Se diseñaron cuatro péptidos solapantes del dominio extracelular predicho de SMIM1 (SEQ ID NO. 5) como sigue:5

Péptido 1 MQPQESHVHYSRWED (SEQ ID NO.6)
Péptido 2 SRWEDGSRDGVSLGA (SEQ ID NO.7)
Péptido 3 GVSLGAVSSTEEASR (SEQ ID NO.8)
Péptido 4 EASRCRRISQRLCTG (SEQ ID NO.9)10
Péptido 5 CPESWHSYMRVQHEQD (péptido 1 mezclado) (SEQ ID NO.10)

Los péptidos 1 y 3 se usaron para inmunizar conejos para producir un anticuerpo policlonal hacia la proteína predicha. 
La síntesis de péptidos y la producción de anticuerpos se compró como un servicio de Innovagen AB (Lund, Suecia). 
Los sueros post-inmunización se ensayaron por hemaglutinación e inmunotransferencia. Ningún anticuerpo era 15
específicamente reactivo por técnicas de hemaglutinación serológica rutinaria (descritas posteriormente), sin embargo, 
anti-péptido 1 era muy específico como se indica en la sección que describe los experimentos de inmunotransferencia 
posteriormente.

ELISA20
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Se realizó ELISA para determinar si el anti-Vel policlonal reconocía específicamente los péptidos lineales 1-4. El 
péptido 5 era una secuencia mezclada del péptido 1. Se usó una concentración de 0,01 µg/ml de cada péptido para 
recubrir microplacas durante la noche. Después del recubrimiento, las placas se bloquearon en PBS/BSA al 1%, se 
lavaron e incubaron con anti-Vel. Se usaron como controles un anticuerpo sin relación anti-K y plasma inerte (suero 
AB). El anticuerpo no unido se lavó, y la placa se incubó con anti-IgG humana de cabra marcado con HRP (BioRad 5
Laboratories). Después de lavar, las reacciones se desarrollaron con cromógeno TMB Single Solution para ELISA 
(Invitrogen) y se pararon con HCl 1 M. Las reacciones se leyeron a 450 nm mediante un lector de ELISA.

SDS-PAGE y análisis de inmunotransferencia del anti-péptido 1 de conejo
10

Se prepararon membranas de eritrocitos como se ha descrito previamente; y se solubilizaron con Nodidet P-40 al 1%. 
El solubilizado se mezcló con volúmenes iguales de tampón de muestra de Laemmli con o sin la adición de 
mercaptoetanol al 5% dependiendo de las condiciones requeridas. Antes de cargar, las muestras se calentaron a 95ºC 
durante 5 minutos. Las membranas de GR solubilizadas (15 µl) se corrieron en geles NuPAGE® Bis-Tris del 4-12% 
(Novex, Life Technologies) durante ~ 75 minutos a 150 v hasta que el frente del colorante alcanzó la parte inferior del 15
gel. El gel se tiñó con SimplyBlue™ SafeStain (Life Technologies), o las proteínas se transfirieron a membranas de 
difluoruro de polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloquearon en leche desnatada al 5%/solución salina 
tamponada en fosfato (PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, después se enjuagaron en PBS antes de la 
incubación con anti-péptido 1 (sangrado #2, diluido 1:20.000) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la 
incubación, las membranas se lavaron 3 x 10 minutos en PBS/Tween (PBST), después se incubaron durante 1 hora 20
a temperatura ambiente con anti-IgG de conejo de cabra marcado con peroxidasa de rábano (HRP) (Agrisera, Vännäs, 
Suecia) diluido 1:10000 en PBS-T. Las membranas de PVDF se lavaron como antes y después se revelaron con el 
reactivo ECL (Life Technologies) según las instrucciones del fabricante. Las membranas marcadas se sellaron en 
plástico y después se expusieron a película (Hyperfilm ECL, Life, Technologies) durante un tiempo apropiado, 
determinado por una exposición inicial de 60 segundos, y se revelaron manualmente. Las membranas se volvieron a 25
probar con un anti-GAPDH murino (clone 6C5, Millipore, Solna, Suecia), diluido 1:5000, se lavaron e incubaron con 
anti-IgG de ratón de cabra marcado con HRP diluido 1:10000 en PBS-T; y se visualizaron como antes (Figura 6). Los 
resultados muestran que el anticuerpo generado hacia la secuencia N-terminal de las proteínas SMIM1 reconocía 
específicamente una proteína que estaba presente en individuos Vel positivos, pero ausente en individuos Vel 
negativos.30

Ejemplo 4: Citometría de flujo

Se realizó citometría de flujo en GR, líneas celulares y células transfectadas. Una suspensión de aproximadamente 
0,5 x 106 GR o 106 células cultivadas en PBS que contenía seroalbúmina bovina al 1% (PBS/BSA) se ensayó con anti-35
Vel humano policlonal, diluido 1:4 en PBS/BSA. Se incluyó suero AB como control para unión inespecífica. Después 
de lavar el anticuerpo primario sin unir, las células se incubaron con fragmento F(ab’)2 de conejo anti-IgG humana 
conjugado a FITC (Dako, Electra-Box Diagnostica AB, Estocolmo) diluido 1:4 (GR) o con fragmento F(ab’)2 de cabra 
AffiniPure anti-IgG humana conjugado con ficoeritrina (PE) (Jackson Immunoresearch Europe Ltd, Newmarket, 
Inglaterra) diluido 1:40 (líneas celulares y células transfectadas). Las células se lavaron dos veces como antes y se 40
resuspendieron en 300 µl de PBS. El análisis se realizó con el citrómetro celular FACSCalibur (Becton Dickinson, CA, 
EE UU) usando software CellQuest™ 3.3 (Becton Dickinson); se analizaron 10.000 sucesos para GR y 50.000 sucesos 
para células transfectadas. Se usaron anti-CD33 conjugado a PE (Dako, Life Technologies) y 7AAD (BD Pharmingen) 
como controles de compensación positivos en análisis por FACS tricolor de células K562 transfectadas. Las células 
viables se seleccionaron para señal doble positiva en los canales de GFP y PE y se asumió que eran Vel positivas.45

Se sabe bien en el campo que la expresión del antígeno Vel varía entre los GR de un individuo Vel positivo y otro. La 
figura 7a muestra la variación entre los GR de donantes de sangre normal que se sabe son homocigotos para SMIM1
de tipo salvaje. La figura 7b muestra la expresión media del antígeno obtenida por análisis de citometría de flujo de 
muestras de 37 donantes de sangre (genotipo 16 w/m; 21 w/w). La figura 7c muestra la expresión del antígeno Vel 50
después de la sobreexpresión de SMIM1 de longitud completa.

Análisis serológico

Se usaron técnicas de aglutinación estándar para la identificación de anti-Vel, fenotipado de GR y ensayos de 55
hemaglutinación/inhibición. Anti-Vel se purificó por afinidad mediante adsorción a y elución de GR Vel positivos. Se 
prepararon eluatos usando el kit Elu-Kit II (Immucor Inc., Norcross, EE UU).

Ejemplo 5: Expresión de SMIM1 en células K562
60

Plásmidos

La secuencia de ADNc entera (exones 1-4) del gen SMIM1 se amplificó de donantes de sangre Vel positivos y Vel 
negativos y se insertó en el vector plásmido positivo para proteína fluorescente verde (GFP) pIRES2-ZsGreen1 por 
digestión con enzimas de restricción usando EcoR1 y BamH1. Después de la religación, células de E. coli65
químicamente competentes One Shot® TOP10 (Invitrogen) se transformaron con las nuevas construcciones y se 
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incubaron durante la noche en placas de agar que contenían kanamicina. Se amplificaron colonias por PCR y se 
secuenciaron para confirmar la presencia y orientación del inserto. Las colonias que contenían la secuencia de tipo 
salvaje (pEF1α-LOCwt), la secuencia mutante (pEF1α-LOCmut) o el vector vacío (pEF1α-IRES-ZsGreen1) se 
cultivaron durante la noche en múltiples tubos de 15 ml que contenían 5 ml de medio LB y 5 µl de kanamicina. Se 
prepararon minipreps usando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, #K0502). Se evaluaron medidas de 5
la concentración y pureza del ADN de plásmido usando el kit Quant-iT™ dsDNS Broad-Range Assay (Invitrogen, Life 
Technologies), y se volvieron a secuenciar para confirmar la presencia del inserto correcto.

Cultivo celular y transfección
10

Las células K562 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) suplementado con suero bovino fetal 
(SBF; Gibco) al 10% a 37ºC en una atmósfera humidificada que contenía CO2 al 5%. Las células K562 cultivadas se 
mezclaron con 10 µg de plásmido que contenía vectores de tipo salvaje, mutante o control y se electroporaron usando 
el sistema de electroporación Gene Pulser II (BioRad Inc. Carlsbad, CA) y se incubaron durante 48 h antes de ser 
analizadas por citometría de flujo.15

Ejemplo 6: Método para cribar (donantes/receptores de) sangre Vel negativa/negativa

Se han diseñado ensayos para distinguir los alelos de tipo salvaje y mutante. Es importante indicar que los cebadores 
dados en la tabla 2 no son los únicos cebadores que se pueden usar para los ensayos 1 y 2, sin embargo, es importante 20
que el amplicón contenga la secuencia en la que se produce la deleción de 17 pb para obtener especificidad. Ya están 
en uso tres métodos manuales:

1) PCR específica de gen (GSP): se puede amplificar ADN genómico con los cebadores LOCex3f_screen (SEQ ID 
NO. 22) y LOCex3r_screen (SEQ ID NO. 23) que flanqueaban el exón 3 de SMIM1. Se distinguen fácilmente 25
productos de PCR específicos de alelo de 178 pb (tipo salvaje) o 161 pb (mutante) basado en el tamaño mediante 
electroforesis durante 75 minutos a 165 V en un gel de agarosa al 3% (véase la figura 4).

2) PCR-RFLP: se puede amplificar ADN genómico con los cebadores 388588int2f (SEQ ID NO. 15) y 388588int3R2 
(SEQ ID NO. 19). 30

En este ensayo, las bandas amplificadas son de 459 y 442 pb respectivamente, sin embargo, el tamaño del 
amplicón es arbitrario y se podrían usar otros cebadores específicos de gen que rodean la deleción. 

Los productos se digirieron con StyI a 37ºC durante dos horas. Los productos se analizaron en un gel de agarosa 35
al 3% (véase la figura 2). El sitio de restricción se abolía en la secuencia mutada.

3) PCR específica de alelo (ASP): se puede amplificar ADN genómico con los cebadores 388588int2f (SEQ ID NO. 
15) (1 pM), 388588int3R2 (SEQ ID NO. 19) y o bien 388588wtex3f (SEQ ID NO. 20) o 388588mutex3f (SEQ ID 
NO. 21). Se proporcionó una banda de control interno mediante la amplificación de un producto de 460 pb (tipo 40
salvaje) o 443 pb (mutante). Se amplificaron específicamente bandas específicas de alelo de 266 pb (tipo salvaje) 
o 249 (mutante) por sus respectivos cebadores (véase la figura 3). Basado en este principio, cebadores que 
amplifican el fragmento de SMIM1 de tipo salvaje de 266 pb (388588int3R2 (SEQ ID NO. 19) y 388588wtex3f 
(SEQ ID NO. 20)) se han incorporado en un método de cribado de medio rendimiento, aunque manual, para alelos 
de grupo sanguíneo de alta prevalencia (véase la figura 5). Los individuos Vel-, es decir, mutantes de SMIM145
homocigotos se identifican por la ausencia de la banda específica de SMIM1 en presencia de las restantes cinco 
bandas específicas para otros loci de grupo sanguíneo.

Métodos adicionales útiles incluyen ensayos basados en genotipado semiautomatizados (medio y alto rendimiento) 
que incorporan fácilmente cribado para Vel en sus plataformas. Esto se logra incorporando una sonda que abarca la 50
secuencia delecionada de modo que el genotipado rutinario da una señal negativa en ausencia de la secuencia de 
tipo salvaje. Este es el método más sencillo para detectar muestras Vel negativas, sin embargo, software que distingue 
homocigotos de heterocigotos podría subir el nivel de sofisticación mediante la incorporación de una sonda de tipo 
salvaje y normal en la tecnología. Las secuencias de sondas que son útiles (y que ya han demostrado especificidad 
de alelo en el ejemplo 6, método 3, anteriormente) son las secuencias de cebadores 388588wtex3f (SEQ ID NO. 20) 55
y 388588mutex3f (SEQ ID NO. 21).

Ejemplo 7: Integración de los métodos presentes en plataformas de cribado

BLODChip (Progenika Biopharma, SA) es una plataforma de micromatriz que incorpora sondas específicas de alelo 60
(habitualmente basadas en polimorfismos de nucleótido único) que capturan productos de PCR marcados que 
contienen el alelo de interés. Por ejemplo, una reacción de PCR multiplex amplifica del ADN genómico regiones 
seleccionadas de diferentes genes de grupos sanguíneos que contienen polimorfismos que definen antígenos. Los 
productos de PCR se marcan e hibridan a la micromatriz que está impresa con ambas permutaciones en un alelo. El 
producto de PCR hibridará con la sonda que contiene el SNP específico de alelo en una posición específica. Las 65
reacciones positivas se determinan por un lector laser. Las secuencias de las sondas que se podrían incorporar en tal 
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plataforma incluirían SEQ ID NO. 20 para la detección del alelo de tipo salvaje de Vel (es decir, Vel+), y SEQ ID NO. 
21 para la detección del alelo mutante de Vel (es decir, Vel negativo). Dependiendo de los requisitos del sistema, es 
decir, cebadores oligonucleotídicos más largos de 18 pares de bases, las sondas se podrían elongar en cualquier 
extremo con la secuencia consenso sin afectar la especificidad.

5
El kit HEA BeadChip™ (Immucor, Inc.) es una tecnología que emplea bolas a las que sondas oligonucleotídicas 
específicas de alelo se han unido a bolas de colores. El color determina la firma de cada bola, y tras la producción, se 
ordenan a una oblea de silicona que es la plataforma de prueba. Como antes, una reacción de PCR multiplex amplifica 
del ADN genómico regiones seleccionadas de diferentes genes de grupos sanguíneos que contienen polimorfismos 
que definen antígenos. Estos productos se mezclan con las bolas, y en contraste con lo anterior, la tecnología se basa 10
en la extensión específica de alelo de la hebra de ADN e incorporación del producto de PCR marcado. De nuevo, la 
deleción de 17 pb en SMIM1 se podría explotar por esta tecnología usando sondas que incorporan SEQ ID NO. 20 o 
SEQ ID NO. 21 en el sitio de síntesis activa.

La tecnología MassARRAY® iPLEX® (Sequenom® GmbH) ha desarrollado una plataforma de espectrometría de 15
masas por desorción/ionización láser asistida por matriz tiempo de vuelo (MALDI-TOF) para la detección de alelos de 
grupo sanguíneo específicos. Esta tecnología basa la detección de un alelo específico en la diferencia de masa entre 
un alelo y su homólogo y se ha mostrado que es muy específica [5]. Es una tecnología flexible que permite la 
incorporación rápida de alelos deseables. Actualmente, Sequenom® GmbH tiene una plataforma a punto para la 
detección de alelos de grupo sanguíneo comunes y están buscando expandir la detección de alelos que codifican 20
otros antígenos de grupo sanguíneo clínicamente significativos.

Además de las tres plataformas mencionadas anteriormente, la presente divulgación se podría integrar en y hacer uso 
de cualquier matriz de fase sólida o líquida para el genotipado que se basa en la hibridación específica de alelo, 
extensión o reconocimiento podría incorporar sondas que incluyen SEQ ID NO. 20 o SEQ ID NO. 21 para la 25
determinación específica del fenotipo Vel positivo y Vel negativo respectivamente.

Ejemplo 8. Caso clínico I

Una mujer de 72 años de edad, grupo sanguíneo B, RhD positivo, está programada para la reparación de una arteria 30
carótida con poco riesgo asociado de hemorragia. Se le había transfundido ocho años antes, después de traumatismo 
ortopédico en otro hospital regional, aunque los detalles no estaban disponibles. En ese momento, se habían detectado 
anticuerpos irregulares en su plasma y se atribuyeron lo más probable debido a un autoanticuerpo. Debido a la baja 
probabilidad de que la paciente requiriera sangre, la cirugía se empieza incluso aunque la investigación serológica 
actual no está completa y como se ha demostrado previamente la presencia de anticuerpos irregulares hacia un 35
antígeno indeterminado. La hemorragia preoperatoria es modesta, pero la paciente padece un infarto de miocardio el 
día 1 posoperatorio y se inicia una transfusión de sangre con una unidad de eritrocitos compatibles. Después de 50 
ml de sangre, la paciente tiene una reacción a la transfusión, con escalofríos y vómitos y la transfusión se para. La 
investigación serológica extendida demuestra que la paciente tiene un anti-Vel que era la causa de su reacción a la 
transfusión. La expresión variable conocida del antígeno Vel en eritrocitos y la reactividad relativamente débil del 40
anticuerpo de la paciente in vitro contribuyeron a que la paciente recibiera una unidad de sangre Vel positiva. El 
presente caso clínico ejemplifica la necesidad para los ensayos genéticos de grupo sanguíneo Vel mejorados 
proporcionados utilizando los métodos de la presente divulgación.

Ejemplo 9: Caso clínico II45

Se pidieron dos unidades de GR para una mujer de 44 años de edad con insuficiencia renal y cáncer. Un cribado de 
anticuerpos pretransfusión reveló que su plasma contenía un anticuerpo irregular reactivo con todos los GR ensayados 
mediante una prueba de antiglobulina indirecta rutinaria, sin embargo, la reactividad se pudo eliminar una vez que el 
plasma se calentó a 37ºC. Basado en estos resultados, el laboratorio juzgó que el anticuerpo no era clínicamente 50
significativo (“anticuerpo reactivo en frío”), y la paciente se transfundió con 2 unidades de sangre. La paciente murió 8 
horas después tras una reacción hemolítica a la transfusión. Una investigación de anticuerpos post-mortem realizada 
por un laboratorio de referencia demostró que el plasma de la paciente contenía un potente anti-Vel hemolítico que 
fue la causa de la reacción a la transfusión letal [6]. El presente caso clínico es un ejemplo adicional de la necesidad 
largamente sentida para pruebas de grupo sanguíneo Vel mejoradas tal como la prueba genética proporcionada por 55
la presente divulgación para evitar consecuencias potencialmente letales de las herramientas y métodos actualmente 
insatisfactorias disponibles para el fenotipado de Vel e identificación de anti-Vel.
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<222> (1)..(3195)
<223> SMIM1 var 2 (chr1:3691980 A/G)10

<400> 34
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<210> 35
<211> 497
<212> ADN5
<213> Homo sapiens

<220>
<221> característica_misc
<222> (1)..(497)10
<223> ADNc de variante de SMIM1 (transcrito según RACE 5’ y 3’ en sangre)

<400> 35

15
<210> 36
<211> 480
<212> ADN
<213> Homo sapiens

20
<220>
<221> característica_misc
<222> (1)..(497)
<223> ADNc de variante de SMIM1 (transcrito según RACE 5’ y 3’ en sangre; deleción de 17 pb)

25
<400> 36
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REIVINDICACIONES

1. Un método de identificar el fenotipo Vel de un individuo, dicho método comprende distinguir entre fenotipos Vel 
positivo y Vel negativo analizando en una muestra biológica de dicho individuo la composición del gen SMIM1,

5
en donde al menos un gen SMIM1 intacto es indicativo de un fenotipo Vel positivo, y
en donde un gen SMIM1 que comprende una mutación que produce expresión abolida de una proteína Vel es 
indicativo de un fenotipo Vel negativo.

2. El método según la reivindicación 1, en donde la mutación es una deleción.10

3. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la mutación es una deleción de SEQ 
ID NO: 31, o un fragmento o variante de la misma en donde dicho fragmento comprende al menos 12 nucleótidos 
consecutivos de dicha SEQ ID NO: 31, y en donde en dicha variante, no más de 5 nucleótidos se han alterado 
a 5 nucleótidos diferentes.15

4. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composición del gen SMIM1 se 
determina analizando al menos un fragmento de:

a) un gen SMIM1, y/o20
b) un transcrito de un gen SMIM1, y/o
c) un ADNc derivado de un gen SMIM1, y/o
d) un polinucleótido que es complementario a cualquiera de a) a c).

5. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:25

a) una muestra biológica que se ha proporcionado
b) amplificar al menos un fragmento de:

(i) un gen SMIM1, con la condición de que un fragmento comprenda al menos los residuos de 
nucleótidos 2658 a 2667 (ggacggagtc) y los residuos de nucleótidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de 30
SEQ ID NO: 1 de un gen SMIM1

(ii) un transcrito de un gen SMIM1, con la condición de que un fragmento comprenda al menos los 
residuos de nucleótidos del trasncrito de gen correspondiente a los residuos de nucleótidos 2658 a 
2667 (ggacggagtc) y los residuos de nucleótidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de SEQ ID NO: 1 del 
que deriva el transcrito del gen, o35

(iii) un ADNc derivado de un gen SMIM1, con la condición de que un fragmento comprenda al menos 
los residuos de nucleótidos del ADNc correspondientes a los residuos de nucleótidos 2658 a 2667 
(ggacggagtc) y los residuos de nucleótidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de SEQ ID NO: 1 del que 
deriva el ADNc, o

(iv) un polinucleótido que es complementario a cualquiera de (i) a (iii),40
c) obtener un amplicón,
d) analizar la longitud del amplicón, y
e) distinguir entre amplicones que se diferencian en longitud en aproximadamente 17 pb,

en donde amplicones que son aproximadamente 17 pb más cortos que un control Vel positivo es indicativo 45
de un fenotipo Vel negativo, y
en donde amplicones que son aproximadamente 17 pb más largos que un control Vel negativo es indicativo 
de un fenotipo Vel positivo.

6. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el gen SMIM1 comprende la 50
secuencia de SEQ ID NO: 1, o una variante de secuencia de la misma en donde la variante de secuencia es al 
menos el 60%, tal como al menos el 70%, tal como al menos el 80%, tal como al menos el 90%, tal como al 
menos el 95%, tal como al menos el 96%, tal como al menos el 97%, tal como al menos el 98%, tal como al 
menos el 99%, tal como al menos el 99,1, al menos el 99,9%, tal como al menos el 100% idéntica a SEQ ID 
NO. 1 o una secuencia que es complementaria a SEQ ID NO. 1.55

7. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde dicho método es para la 
identificación de sangre Vel negativa y/o Vel positiva.

8. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:60

a) una muestra biológica que se ha proporcionado
b) amplificar un polinucleótido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotídico, 

obteniendo de esta manera un amplicón,
c) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de SMIM1 obtenido en la etapa b), y65

E13773677
25-02-2019ES 2 713 162 T3

 

mborlafg
Texto escrito a máquina



61

d) comparar la longitud del amplicón, a al menos un control Vel positivo, en donde una longitud que se 
diferencia del control Vel positivo indica que la muestra es un sujeto Vel negativo.

9. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:
5

a) una muestra biológica que se ha proporcionado y que contiene ADN genómico,
b) poner en contacto la muestra que comprende ADN genómico con un primer y un segundo cebador 

oligonucleotídico,
en donde dicho primer cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al menos 
10 nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO. 1 y localizados 10
antes (5’) de la posición del nucleótido 2667 de SEQ ID NO. 1, y
en donde dicho segundo cebador comprende al menos 10 nucleótidos que son complementarios a al 
menos 10 nucleótidos consecutivos seleccionados de la secuencia identificada como SEQ ID NO: 1 y 
localizados después (3’) de la posición del nucleótido 2649 de SEQ ID NO. 1,
con la condición de que dicho primer y dicho segundo cebador no se seleccionen ambos de una secuencia 15
que sea complementaria a SEQ ID NO. 31;

c) obtener un amplicón;
d) realizar análisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicón de la etapa iii).

10. El método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la muestra se selecciona del grupo 20
que consiste en raspados celulares, un tejido de biopsia o un fluido corporal.

11. El método según la reivindicación 10, en donde el fluido corporal se selecciona de sangre, plasma, suero, líquido 
cefalorraquídeo, saliva, semen, esputo, orina y heces.

25
12. Uso de un oligonucleótido aislado seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19, 20, 21, 22 y 23, en el método según cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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