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DESCRIPCION
Métodos para la determinacion del grupo sanguineo Vel
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo técnico de la determinaciéon del grupo sanguineo, en particular a la
determinacion del grupo sanguineo Vel y especificamente a herramientas y métodos para distinguir entre individuos
Vel positivos y Vel negativos.

Antecedentes

Ademas de los sistemas de grupos sanguineos humanos, existen antigenos de eritrocitos que no cumplen aun la
definicion de un sistema de grupo sanguineo. La mayoria de estos antigenos o bien son casi universales en sangre
humana (antigenos de alta prevalencia) o extremadamente raros (antigenos de baja prevalencia). Los reactivos para
ensayar para estos antigenos son dificiles de encontrar y muchos no se pueden comprar comercialmente hasta la
fecha.

La identidad genética molecular de muchos antigenos de grupo sanguineo esta bien establecida y existen una
variedad de técnicas basadas en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para su deteccion. Muchos laboratorios
han desarrollado protocolos internos o adoptado los sistemas de prueba de otros para predecir antigenos de grupo
sanguineo por determinacion de acido desoxirribonucleico (ADN) en una base rutinaria.

Los ensayos basados en ADN pueden determinar faciimente la homocigosidad y heterocigosidad, y en algunos casos,
la hemicigosidad de un alelo de grupo sanguineo, que esta mas alla de la capacidad de la serologia convencional.
Otro beneficio afiadido de la determinacion de grupo sanguineo basado en ADN mas alla de las capacidades de la
serologia tradicional es la posibilidad de determinar el grupo sanguineo fetal ensayando ADN derivado de células
fetales en liquido amnidtico o biopsias de vellosidades coriénicas, o crecientemente comun incluso de ADN fetal sin
células en plasma materno.

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

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

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

Entre los grupos sanguineos huérfanos, Vel se considera uno de los mas relevantes clinicamente, ya que los pacientes
Vel negativos, que han sido inmunizado después de una transfusién o embarazo, y posteriormente son transfundidos
con glébulos rojos de donantes Vel positivos estan 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
transfusion. Segun esto es deseable proporcionar una prueba que pueda seleccionar de forma rapida y eficaz
donantes Vel negativos.

El contexto molecular de Vel hasta la fecha ha sido desconocido y por tanto la Unica posibilidad para identificar
donantes de sangre que carecen de Vel ha sido a través de fenotipado usando antisueros de pacientes inmunizados,
un enfoque suboéptimo desde una perspectiva ética, de seguridad y calidad. Las herramientas para el cribado genético
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 identificacion de un gen del que es dependiente la expresion del grupo sanguineo Vel permitiria el posible desarrollo
de un ensayo de cribado que podria identificar donantes de sangre Vel negativa, y también significa determinar
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pacientes en riesgo de producir un anticuerpo indeseado contra el antigeno Vel, o sospechosos de haber fabricado
tales anticuerpos.

Compendio

Casi todos los seres humanos portan el antigeno de grupo sanguineo Vel en la superficie de sus glébulos rojos (GR).
Los individuos que carecen de Vel pueden formar anticuerpos anti-Vel que pueden producir reacciones hemoliticas
graves tras transfusidon sanguinea, y también producen enfermedad hemolitica del feto y recién nacido en embarazos
raros.

Segun esto, es esencial identificar individuos Vel negativos antes de la transfusion sanguinea para evitar dichas
reacciones graves. Como se ha discutido en el presente documento anteriormente, para algunos grupos sanguineos,
se han inmunizado voluntarios contra un cierto antigeno de grupo sanguineo para uso reactivo o médico. Sin embargo,
generar anticuerpos contra un antigeno de alta prevalencia no es una opcion en voluntarios humanos porque las
unidades de sangre que carecen del antigeno correspondiente son raras y el procedimiento podria, por tanto, constituir
una amenaza de seguridad. Los presentes inventores han abordado el problema aplicando ensayos basados en ADN
al grupo sanguineo 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 mutacion (especificamente,
una delecion de 17 pares de bases) en un gen previamente no caracterizado (proteina integral de membrana pequefia
1; Simbolo génico oficial SMIM1, previamente LOC388588; Entrez Gene ID 388588), para la que todos los individuos
Vel negativo ensayados eran homocigotos, verificado por controles genealdgicos Vel negativo y Vel positivo. La
expresion del antigeno de grupo sanguineo Vel en GR depende de la expresion del gen SMIM1, cuyo ARNm codifica
una proteina transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteina no se puede expresar.
Estos resultados revelan el mecanismo molecular previamente desconocido por el que el antigeno del grupo
sanguineo Vel se expresa.

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

Este gen codifica una proteina de membrana evolutivamente conservada de tipo 1 que se coexpresa con genes
conocidos de GR y contiene sitios de unién para factores de transcripcion unidos con desarrollo eritroide.

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

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

La sobreexpresion de SMIM1 de tipo salvaje después de la transfeccion de células hematopoyéticas aumento la
reactividad con sueros que contienen anti-Vel, mientras que el alelo mutante no.

El cribado genético molecular para la delecion entre donantes de sangre del sur de Suecia revelé que 1/17 son
potadores heterocigotos, correspondiente a una frecuencia de homocigotos de aproximadamente 1/1150.

En un aspecto principal la presente divulgacion 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 analisis en una muestra biolégica
de dicho individuo la composicion 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 mutacion resultante en expresion de proteina
abolida, o en expresion de una proteina no funcional, es indicativo de un fenotipo Vel negativo.

El gen SMIM1 tipicamente se define por una secuencia polinucleotidica 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.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de deteccion y/o cuantificacion 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
SEQID NO. 3, 4, 35 0 36, o partes de las mismas y detectar y cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar
la variante de ayuste.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método de identificar un individuo Vel positivo, que comprende las etapas:
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a) realizar la amplificacion de un polinucleétido del sujeto poniendo en contacto un polinucleétido de una célula del
sujeto con un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10
nucleétidos consecutivos de un polinucleétido que codifica el antigeno Vel;

b) detectar un amplicon de la etapa (a), mediante lo cual la deteccion del amplicén identifica el sujeto como un
individuo Vel positivo.

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

a) realizar la amplificacion de un polinucledtido del sujeto poniendo en contacto un polinucleétido de una célula del
sujeto con un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10
nucleétidos consecutivos de un polinucleétido que codifica el antigeno Vel;

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

En otro aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de detectar en una muestra, una célula que expresa
un antigeno Vel que comprende detectar en la muestra un polinucleétido que codifica un antigeno Vel.

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

La expresion del antigeno del grupo sanguineo Vel en GR depende de la expresion del gen SMIM1, cuyo ARNm
codifica una proteina transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteina no se puede
expresar, por ejemplo, debido a la delecion de 17 pares de bases.

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

Por tanto, en un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método para transfusiéon sanguinea que comprende
las etapas:

a) aplicar el método de distincion entre pacientes Vel negativos y Vel positivos definido en el presente documento;

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 divulgacion, el método para la transfusion de sangre es aplicable a un método de
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,
especialmente durante un segundo o posterior embarazo de la mujer Vel negativa. Segun esto, en un aspecto la
presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento profilactico 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-
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 divulgacion es el descubrimiento por los presentes inventores de la base
molecular que distingue individuos Vel negativos y Vel positivos, respectivamente. Segun esto, en un aspecto
importante, la presente divulgacion se refiere a un polinucledtido aislado que comprende una variante de secuencia
de SEQ ID NO. 1, o un polinucledtido 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 mutacion o
polimorfismo, y en donde la mutacién o polimorfismo produce transcripcion y/o traduccion de proteina abolida y/o
ausencia de la proteina en la superficie celular.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un polinucledtido aislado que comprende una variante de

secuencia de SEQ ID NO. 1, o un polinucleoétido 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 mutacion
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o polimorfismo, en donde la mutaciéon o polimorfismo produce traduccién de un antigeno Vel que tiene un epitopo
alterado, en donde el epitopo alterado no es reconocido por anticuerpos anti-Vel.

Los presentes inventores han desarrollado herramientas para realizar los analisis necesarios para distinguir de forma
apropiada entre muestras Vel positivas y Vel negativas. Una de tales herramientas importantes incluye cebadores
oligonucleoctidicos para la produccion de un amplicon que se puede detectar, por ejemplo, mediante electroforesis en
gel. En un aspecto semejante, la presente divulgacion se refiere a un oligonucleétido 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, asi como el
uso de dicho oligonucleoétido aislado en el método definido en el presente documento.

Los inventores han identificado que el antigeno Vel es dependiente de y, por tanto, esta 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
util en los métodos de la presente divulgacion. Segun esto, en un aspecto, la presente divulgacion 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 aminoacidos 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 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, esta O-glucosilado.

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

Un polinucleétido aislado, que codifica tras la expresion 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 divulgacion.

Los presentes inventores han generado anticuerpos capaces de reconocer los fragmentos peptidicos definidos
anteriormente. Segun esto, en un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un
epitopo de un antigeno Vel, en donde el epitopo se define por una secuencia peptidica seleccionada del grupo que
consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9 y 10, o una secuencia peptidica O-glucosilada seleccionada de SEQ ID NO. 6, 7, 8,
9y 10.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un epitopo de un antigeno Vel, en donde
el epitopo 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
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.

Ademas, la presente divulgacion también se refiere a un método de hacer un anticuerpo policlonal, el método
comprende:

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

b) aislar anticuerpos de dicho mamifero;

c) cribar los anticuerpos aislados con el polipéptido o fragmento polipeptidico identificando de esta manera un
anticuerpo policlonal que se une especificamente al polipéptido o fragmento polipeptidico de la etapa a).

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

a) inmunizar un mamifero 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 mamifero, o ii) clonar la secuencia codificante del anticuerpo y
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 especificamente al polipéptido o fragmento polipeptidico
de la etapa a).

Esta dentro del ambito de la presente divulgacion proporcionar herramientas faciles de usar tal como kits, adecuadas
para distinguir entre muestras de individuos Vel negativos y Vel positivos.
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En otro aspecto semejante la divulgacion se refiere a un kit para detectar un antigeno Vel y/o distinguir entre muestras
de individuos Vel negativos y Vel positivos, dicho kit comprende al menos dos cebadores oligonucleotidicos 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 realizacion la presente divulgacion se refiere a un oligonucleétido que es complementario a los
cebadores oligonucleotidicos definidos anteriormente en el presente documento, en donde dicho cebador
oligonucleotidico es un cebador oligonucleotidico 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 realizacion de la presente divulgacion, el cebador oligonucleotidico es un cebador directo de un
cebador oligonucleotidico seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO. 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21,22y 23.

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

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

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

La presente divulgacion es adecuada para adaptacion a escala de alto rendimiento aplicando oligonucleétidos,
péptidos o anticuerpos a una superficie, formando de esta manera un dispositivo para detectar antigenos Vel o
moléculas asociadas a antigenos Vel.

En un aspecto semejante la presente divulgacion se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que
comprende uno o mas polinucledtidos 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 mas fragmentos de dicho polinucledtido.

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

Para ciertos fines, tal como aplicaciones de citologia incluyendo, pero no limitadas a inmunohematologia y deteccion
de anticuerpos, puede ser util proporcionar células que presenten un antigeno Vel. Por tanto, en un aspecto, la
divulgacion se refiere a un kit que comprende células que presentan un antigeno Vel.

En un aspecto adicional, la presente divulgacion se refiere al uso de un polinucledtido aislado, que tras expresion
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 5, o un fragmento o variante de la
misma, como un medicamento o como un marcador diagnostico.

Descripcion de los dibujos

Figura 1: Organizacién genémica de SMIM1. Los exones se muestran como cajas mientras que la secuencia intronica
se representa como una linea. El gris oscuro representa exones no codificantes, excepto para el exén alternativo 1
(marcado ex6n 1a en la figura) que esta en gris claro; el negro representa el marco abierto de lectura. Las posiciones
de los cebadores de amplificacion del ADN genémico se muestran mediante las flechas.

Figura 2. PCR-RFLP del exén 3 de SMIM1 usando Styl. El amplicon de tipo salvaje se digiere en dos fragmentos;
mientras que el amplicon mutado no es digerido por la enzima. Ademas, este amplicon se puede distinguir en el gel
por tamario, basado en la diferencia de 17 pb.

Figura 3. PCR especifica de alelo (ASP) de ADN gendmico de individuos determinados por secuenciacion que son
w/w, w/m o m/m. La banda control se genera por amplificacion de una region de SMIM1 que abarca la delecion de 17
pb en ausencia de amplificacién especifica de alelo.

Figura 4. PCR especifica de gen (GSP). La amplificacion de la region que rodea la delecion de 17 pb permite la
determinacion de muestras w/w, w/m y m/m en gel de agarosa al 3% basado solamente en el tamafio de la banda.

Figura 5. Cribado de medio rendimiento. Se desarrollé un ensayo para detectar seis polimorfismos de grupo sanguineo
clinicamente relevantes para amplificar ADN directamente de sangre completa. Estos alelos se diferencian por el
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tamafio del amplicén y se pueden identificar faciimente mediante electroforesis en gel (mostrado aqui) o por analisis
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.

Figura 6. El panel A es una inmunotransferencia que muestra la capacidad de distinguir el antigeno Vel muy especifica
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 genotipicamente de
tipo salvaje; las muestras Vel negativas con homocigotos genotipicamente mutantes. La muestra Vel débilmente
positiva (V) era un heterocigoto de tipo salvaje/mutante genotipicamente determinado que expresa SMIM1 débilmente.

Figura 7. Analisis de citometria de flujo del antigeno Vel con anti-Vel policlonal humano. 7a: Histograma que muestra
la variacion natural en la expresion del antigeno Vel en GR normales homocigotos para SMIM1 de tipo salvaje. Las
lineas negras representan diferentes ejemplos de GR Vel positivos (marcados AK1, AK8, AK10, AK11), ensayados
con anti-Vel, seguido por un anti-lgG humana marcado con FITC (2° anticuerpo). Los histogramas sombreados indican
reactividad de los GR AK1 ensayados con anti-IlgG humana solo (izquierda), y con anti-Vel (derecha). 7b: Figura para
mostrar la influencia de la cigosidad de SMIM1 en la expresion del antigeno Vel. 7c: La sobreexpresion de SMIM1
(denominado LOC aqui) en células K562 demostro fuerte expresion de antigeno Vel comparada con las construcciones
transfectadas vacia (control) y mutante (Vel negativo). El eje y muestra el nimero relativo de células Vel positivas,
donde el porcentaje de células positivas en el control se ajusté a 1.

Figura 8. Vision general de sangre negativa para antigeno de alta incidencia solicitada durante el periodo de 2005 a
2010 del Programa Americano de Donantes Raros. La barra de sangre Vel negativa esta encerrada por claridad. La
sangre Vel negativa es el tipo de sangre mas frecuentemente solicitado negativo para un grupo sanguineo huérfano,
es decir, donde la determinacion, seleccion y confirmacién no se puede hacer por métodos basados en acidos
nucleicos.

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

Descripcion detallada

La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas. Cualquier forma de realizacién que no esté en el ambito
de las reivindicaciones adjuntas no forma parte de la invencion.

Gen SMIM1

El antigeno del grupo sanguineo Vel esta localizado en los glébulos rojos (GR) y es uno de los varios denominados
antigenos de grupo sanguineo huérfanos para los que la base molecular es desconocida. Es clinicamente importante
y por tanto la identificacion de la molécula portadora permitiria el desarrollo de un ensayo de cribado para identificar
donantes de sangre apropiados para la donacion para pacientes Vel negativo/negativo inmunizados, y también para
pacientes en riesgo de producir un anticuerpo indeseado.

Los presentes inventores proporcionaron entendimiento de la base molecular y genética del antigeno del grupo
sanguineo Vel. Esto se ha alcanzado mediante una gama de investigaciones seroldgicas y bioquimicas, incluyendo
investigaciones de genes candidatos. Estas investigaciones produjeron estimaciones del tamafio de la proteina del
glébulo rojo que lleva el antigeno Vel y una posible configuracion de homodimero.

Una hipodtesis de que el gen que codifica el antigeno del grupo sanguineo Vel podria potencialmente triangularse a
través cribado gendmico del genoma entero usando micromatrices de polimorfismo de nucleétido tnico (SNP) se basé
en tres observaciones:

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

(b) el fenotipo Vel negativo se hereda de una manera aparentemente autosémica recesiva, y

(c) el gen que codifica el antigeno Vel, como varios otros genes de grupos sanguineos, se podria expresar
preferentemente en eritrocitos.

En conjunto, estas observaciones hicieron a los inventores sugerir que el fenotipo Vel negativo podria estar causado

por una Unica mutacién fundadora en la poblacién sueca, en cuyo caso un cribado genético de todo el genoma podria
tener éxito a pesar del numero relativamente limitado de muestras de ADN de individuos Vel negativos disponibles.
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Segun esto, se recogieron perfiles SNP en todo el genoma de donantes Vel negativos usando micromatrices lllumina
Human Omni 2.5M-Quad. Usando una estrategia computacional concebida y ejecutada en colaboracion por los
presentes inventores, se identificd una regiéon en el cromosoma 1 que contiene 5 genes.

Después de la revision de las caracteristicas de estos genes, se determind que SMIM1 era el mas prometedor porque:

(a) su estructura predicha correspondia a una proteina transmembrana,

(b) sutamafio predicho coincidia con las estimaciones de tamafio de los estudios bioquimicos anteriores del inventor,
y '3 T . . s ra . . ’ .

(c) los analisis de datos de micromatrices de expresion génica preexistentes recuperados de bases de datos publicas
indicaban que se expresaba preferentemente en precursores de glébulos rojos.

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

Estudios genéticos posteriores han identificado la misma delecion 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 identificacion de donantes de sangre Vel
negativos por ensayo genético.

La base para el método de la presente divulgacion es el descubrimiento por los presentes inventores de la base
molecular que distingue individuos Vel negativos y Vel positivos, respectivamente. Segun esto, en un aspecto
importante, la presente divulgacion se refiere a un polinucledtido aislado que comprende una variante de secuencia
de SEQ ID NO. 1, o un polinucledtido 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 mutacion sin
sentido, y en donde la mutacion sin sentido produce transcripcion y/o traduccion de proteina abolida, lo que produce
de esta manera la ausencia de la proteina en la superficie celular.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion la mutacion sin sentido es una delecion, tal como una delecion
de entre 1 y 100 nucledtidos, tal como entre 2 y 90 nucledtidos, tal como entre 3 y 80 nucledtidos, tal como entre 4 y
70 nucledtidos, tal como entre 5 y 60 nucleétidos, tal como entre 6 y 50 nucledtidos, tal como entre 7 y 40 nucleétidos,
tal como entre 8 y 30 nucledtidos, tal como entre 9y 25 nucledtidos, tal como entre 10 y 20 nucleétidos, tal como entre
15y 19 nucledtidos, tal como entre 16 y 18 nucleoétidos, tal como 17 nucledtidos.

En una forma de realizacion importante de la presente divulgacion, la delecion es una delecion de 17 nucledtidos.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, la variante de secuencia del nucleétido 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%
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.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, la variante de secuencia del polinucleétido aislado anterior
tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 2 y 4 o una secuencia que es complementaria
a SEQID No.204.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, el polinucleétido aislado tiene la secuencia de SEQ ID NO.
31, y en otra forma de realizacion de la presente divulgacion el polinucleétido aislado comprende la secuencia de SEQ
ID NO. 31.

Herramientas para amplificar SMIM1

Los presentes inventores han desarrollado herramientas para realizar los analisis necesarios para distinguir de forma
apropiada entre muestras Vel positivas y Vel negativas, métodos que se describen a continuacion en el presente
documento. Una herramienta importante util en dichos métodos incluye cebadores oligonucleotidicos para la
produccion de un amplicén (una secuencia polinucleotidica amplificada) que se puede detectar por métodos
convencionales, por ejemplo, electroforesis en gel. En un aspecto semejante, la presente divulgacion se refiere a un
oligonucledtido 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, asi como el uso de dicho oligonucleétido aislado en el método definido en el
presente documento.
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Métodos para la distincion Vel negativo/Vel positivo

El descubrimiento de la delecion de 17 pb descrita en el presente documento anteriormente es clinicamente muy
importante ya que la Unica 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
inmunizados, cuyo suministro y calidad estan gravemente limitados.

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

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

a) detectar un alelo que comprende una variacion en el gen SMIMT,;
b) determinar si la variacion de a) es homocigota o heterocigota;
c) determinar sila variacion de a) y b) es Vel negativa o Vel positiva.

El analisis 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, espectrometria de masas (por
ejemplo, MALDI-TOF), extension de oligonucleétido marcado con fluorocromo, amplificacion especifica de secuencia
marcada con fluorocromo (por ejemplo, tecnologia xMAP), secuenciacion incluyendo secuenciacién con terminacion
de colorante, y otras técnicas de secuenciacion de siguiente generacion que incluyen, pero no estan limitadas a,
pirosecuenciacion, secuenciacion por ligacion (SOLID) y secuenciacion de semiconductor lon Torrent.

Un individuo Vel negativo segun la presente divulgacion tiene un fenotipo Vel negativo. Un individuo Vel positivo segun
la presente divulgacion tiene un fenotipo Vel positivo. Segun 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 divulgacion tienen el fin de caracterizar el fenotipo del antigeno Vel de un
individuo tal como donante de sangre o receptor de sangre (paciente que recibe sangre, por ejemplo, a través de
transfusion). Un fenotipo de antigeno de grupo sanguineo se define por la presencia o ausencia de antigenos de grupo
sanguineo en la superficie del eritrocito. Los antigenos de grupo sanguineo son diferencias estructurales unicas,
heredadas, encontradas en las proteinas, glucoproteinas y glucolipidos que forman la superficie externa del eritrocito.
Todos los antigenos de grupo sanguineo se han identificado por anticuerpos especificos presentes en el plasma de
diferentes individuos. Con la excepcidon de algunos anticuerpos “naturales”, la mayoria de los anticuerpos hacia
antigenos de grupo sanguineo se han hecho como respuesta a la introduccion, por ejemplo, mediante transfusiéon o
embarazo, de eritrocitos que portan un antigeno de grupo sanguineo que esta ausente de los eritrocitos del paciente.
Estos anticuerpos persisten en la circulacién y pueden producir secuelas clinicas tal como reaccion a transfusion, o
enfermedad hemolitica del recién nacido. Sin embargo, mientras que muchos anticuerpos hacia antigenos de grupo
sanguineo tienen el potencial para producir supervivencia acelerada de eritrocitos y hemolisis, muy pocos anticuerpos
hacia antigenos de grupo sanguineo se encuentran en el marco de transfusion rutinaria.

Se han identificado mas de 300 antigenos de grupo sanguineo. La mayoria de estos se catalogan en uno de los 33
sistemas de grupo sanguineo, segun el componente de membrana del GR en que reside el antigeno. Los antigenos
que no pertenecen a un sistema de grupo sanguineo se asignan a una de seis colecciones de grupo sanguineo (201
series) o a cualquiera de las 700 series (antigenos de baja frecuencia) o de las 901 series (antigenos de alta
frecuencia) definidas por el Partido de Trabajo en Inmunogenética de Glébulos Rojos y Terminologia de Grupos
Sanguineos de la Sociedad Internacional Para la Transfusion de Sangre (ISTB).

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

En un aspecto principal, la presente divulgacion 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
bioldgica de dicho individuo la composicion 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 mutacion que produce expresion de proteina
abolida, o expresion de una proteina no funcional, es indicativo de un fenotipo Vel negativo.

La mutacién descrita en el presente documento anteriormente puede ser cualquier mutacién, sin embargo, en una

forma de realizacion preferida de la presente divulgacion la mutacion es una delecion, tal como una delecion de SEQ
ID NO: 31 del gen SMIM1 de tipo salvaje. La mutacion también puede ser un fragmento o variante de dicha SEQ ID
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NO: 31, en donde dicho fragmento comprende al menos 12 nucledtidos consecutivos de dicha SEQ ID NO: 31, y en
donde en dicha variante, no mas de 5 nucleétidos se han alterado a 5 nucleétidos diferentes.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, la mutacion es un SNP, tal como un intercambio de dinucleétido
2907t>c y 2908g>a de SEQ ID NO: 1.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el gen SMIM1 comprende multiples mutaciones tal como una
combinacién de dicha delecion y dichos SNP.

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

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método segun la presente divulgacion comprende las etapas:

proporcionar una muestra,
detectar en la muestra un alelo que comprende SMIM1,
determinar si la muestra es de un sujeto homocigoto o heterocigoto,

a
b
c
d) determinar si la muestra es de un sujeto con un fenotipo Vel positivo o Vel negativo.

)
)
)
)

En un aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de determinar el fenotipo del grupo sanguineo Vel de un
individuo, dicho método comprende distinguir ente fenotipos Vel positivo y Vel negativo analizando en una muestra
bioldgica la composicion de:

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

En una forma de realizacion la presente divulgacion 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 bioldgica la
composicion de:

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

En otra forma de realizacion la presente divulgacion 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 bioldgica la
composicion de:

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

SMIM1 se define tipicamente por una secuencia polinucleotidica 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
tal como, pero no limitados a, promotores y potenciadores.

En un aspecto la presente divulgacion 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 divulgaciéon donde el método de amplificacion se puede realizar:

i) proporcionando una muestra biolégica que comprende ADN gendmico,
ii) poniendo en contacto la muestra que comprende ADN gendmico con un primer y un segundo cebador
oligonucleotidico de PCR,

en donde dicho primer cebador comprende al menos 10 nucleétidos que son complementarios a al menos 10
nucleétidos consecutivos localizados antes (5°) de la posicion 1 de nucledtido de SEQ ID NO. 1,y

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

con la condicién 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 amplicon;
iv) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de la etapa iii);

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2713162713

comparando la longitud del amplicén, 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 realizacion de la presente divulgacion el gen SMIM1 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%, 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.

En una forma de realizacién de la presente divulgacion 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
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 divulgacion se puede aplicar en principio a cualquier material genético que se origina de
cualquier organismo, sin embargo, la presente divulgacion es particularmente util para detectar sangre Vel negativa.
Por tanto, en una forma de realizacion el método de la presente divulgacion es para la deteccion de sangre Vel
negativa.

En una forma de realizacion el método de la presente divulgacion es para la deteccion o identificacion de un sujeto
Vel negativo tal como un ser humano.

La delecion de 17 pb en el exén 3 de SMIM1 produce que la mayoria de los individuos Vel negativos porten un gen
SMIM1 que comprende SEQ ID NO. 2 mas que SEQ ID NO. 1 que es el caso para individuos Vel positivos ensayados.

Por tanto, en una forma de realizacion de la presente divulgacion el método para distinguir entre muestras, o individuos,
Vel negativas y Vel positivas, analizando la composicion 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.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método para distinguir entre muestras, o individuos, Vel
negativas y Vel positivas, analizando la composicién 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
0 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.

Antes de la fecha de prioridad de la presente solicitud, la inica 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 esta gravemente limitado. Por contraste, el ensayo genético del presente método se puede realizar en
numeros virtualmente ilimitados de individuos a bajo coste, lo que permite el cribado de grandes poblaciones de
donantes de sangre para identificar mas donantes Vel negativos y facilitar la obtenciéon de unidades de sangre Vel
negativa a pacientes en necesidad.

Los métodos de la presente divulgacion 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 cédigo de ADN del gen
SMIM1 se pueden aplicar a distinguir entre individuos Vel negativos y Vel positivos. Esto también incluye preprocesar
el ADN gendmico (ADNg) antes de realizar el analisis, asi como preparar ADNc a partir de ARNm transcrito.

Segun esto, en una forma de realizacion el método de la presente divulgacion que comprende distincion por analisis
de la composicién de SMIM1 comprende las etapas de:

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 polinucledtido que tiene la secuencia de SEQ ID NO. 31;
d) identificar las muestras en donde el ADNc se diferencia del ADNc de SEQ ID NO. 3 035 en al menos un nucleétido;
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.

En otra forma de realizacion el método de la presente divulgacién comprende:
11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2713162713

a) proporcionar una muestra biolégica que comprende un polinucleétido de SMIM1,

b) amplificar al menos un fragmento del polinucleétido de SMIM1, en donde el polinucleétido 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
grupo que consiste en SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36,

c) obtener un amplicon,

d) analizar la longitud de amplicon, y

e) distinguir entre fragmentos de polinucleétidos Vel negativos y Vel positivos amplificados basado en la longitud del
polinucleétido.

Esta dentro del ambito de la presente divulgacion aplicar los métodos anteriormente mencionados a cualquier
polinucledtido de SMIM1 o relacionado con SMIM1 tal como un polinucleétido que es al menos el 50% idéntico a dicha
SEQID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0 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,
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, 0 36, por ejemplo, al menos el 75% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3,
4, 32, 33, 34, 35, 0 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
NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o0 36, por ejemplo, al menos el 84% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34,
35, 0 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, 0 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
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, o0 36, por ejemplo, al menos el 93% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34,
35, 0 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
dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0 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, 0 36.

También esta dentro del ambito de la presente divulgacion aplicar los métodos anteriores a cualquier polinucleétido
que sea complementario a un polinucleétido de SMIM1 o relacionado con SMIM1 tal como un polinucleétido que es
complementario a un polinucleétido que es al menos el 50% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0
36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 55% idéntico a dicha
SEQID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, y 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido
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 polinucledtido
que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 65% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34,
35, 0 36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido 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 polinucleétido que es complementario a un
polinucleétido 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
polinucleétido que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 80% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2,
3,4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido 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 polinucleétido que es
complementario a un polinucleétido que es al menos el 82% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0
36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucledtido que es al menos el 83% idéntico a dicha
SEQID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido
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 polinucledtido
que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 85% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34,
35, 0 36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido 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 polinucleétido que es complementario a un
polinucleétido 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
polinucleétido que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 88% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2,
3,4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido 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 polinucleétido que es
complementario a un polinucleétido que es al menos el 90% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0
36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucledtido que es al menos el 91% idéntico a dicha
SEQID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido
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 polinucledtido
que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 93% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34,
35, 0 36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 94% idéntico
a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, o 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un
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polinucleétido 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
polinucleétido que es complementario a un polinucleétido que es al menos el 96% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2,
3,4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinucleétido que es complementario a un polinucleétido 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 polinucleétido que es
complementario a un polinucleétido que es al menos el 98% idéntico a dicha SEQ ID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0
36, por ejemplo, un polinucledtido que es complementario a un polinucledtido que es al menos el 99% idéntico a dicha
SEQID NO. 1, 2, 3, 4, 32, 33, 34, 35, 0 36, por ejemplo, un polinuclestido que es complementario a un polinucleétido
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
utilizar cualquier herramienta adecuada o método conocido en la técnica, herramienta o método que sea adecuado
para analizar biomoléculas tal como ADN, ARN y proteinas. En una forma de realizacién de la presente divulgacion,
el método usado para analizar la composicion 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 especifica de gen, PCR especifica de alelo, PCR-
RFLP, hibridacién de sonda especifica de alelo, extension de cebador especifico de alelo, amplificacion especifica de
alelo, secuenciacion, digestion con 5 nucleasa, ensayo de balizas moleculares, ensayo de ligacion de
oligonucledtidos, analisis de tamafio, y polimorfismo de conformacion de cadena sencilla.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos y
Vel negativos es PCR especifica de gen.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método de PCR especifica de gen comprende las etapas
de:

i)  proporcionar una muestra bioldgica,

ii)  amplificar un polinucleétido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotidico, obteniendo
asi un amplicon,

iii) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de SMIM1 obtenido en la etapa ii), y

iv) comparar la longitud del amplicon, 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.

Cualquier par de cebadores oligonucleotidicos adecuados capaces de hibridar con el polinucleétido diana estan dentro
del ambito de la presente divulgacion.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, el primer cebador oligonucleotidico es al menos el 80%,
preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97% idéntico, mas preferiblemente al menos el 98% idéntico, mas preferiblemente al
menos el 99%, mas preferiblemente el menos el 100% idéntico a SEQ ID NO: 22 (LOCex3f_screen),

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

En otra forma de realizacion de la presente divulgacion el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos
y Vel negativos es por PCR especifica de alelo.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método de PCR especifica de alelo comprende las etapas
de:

i)  proporcionar una muestra bioldgica,

ii)  amplificar un polinucleétido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotidico, obteniendo
asi un amplicon,

iii) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de SMIM1 obtenido en la etapa ii), y

iv) comparar la longitud del amplicon, 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 realizacion de la presente divulgacion, los cebadores oligonucleotidicos del anterior método de PCR
especifica de alelo, se seleccionan del grupo que consiste en cebadores oligonucleotidicos que son al menos el 80%,
preferiblemente el menos el 90%, mas preferiblemente el menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97% idénticos, mas preferiblemente al menos el 98% idénticos, mas preferiblemente al
menos el 99%, mas 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
hibridacién muy rigurosas, dichos cebadores oligonucleotidicos son capaces de hibridar con dicho polinucleétido de
SMIM1.
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En otra forma de realizacion de la presente divulgacion el método para distinguir muestras o individuos Vel positivos
y Vel negativos es por PCR-RFLP de alelo.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método de PCR-RFLP especifica de gen comprende las
etapas de:

i) amplificar un polinucleétido de SMIM1 aplicando al menos dos cebadores oligonucleotidicos,

ii)  digerir el amplicon de la etapa i) mediante una enzima de restriccion,

iii) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon digerido de la etapa ii), y

iv) comparar la longitud del amplicén(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 restriccion adecuada. En una forma de realizacion de la presente divulgacion la enzima de
restriccion es Styl.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion, los cebadores oligonucleotidicos del anterior método de PCR-
RFLP, el primer cebador oligonucleotidico es al menos el 80%, preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente
al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas preferiblemente al menos el 97% idéntico, mas
preferiblemente al menos el 98% idéntico, mas preferiblemente al menos el 99%, mas preferiblemente el menos el
100% idéntico a SEQ ID NO: 15 (388588int2f), y el segundo cebador oligonucleotidico es al menos el 80%,
preferiblemente al menos el 90%, mas preferiblemente al menos el 95%, mas preferiblemente al menos el 96%, mas
preferiblemente al menos el 97% idéntico, mas preferiblemente al menos el 98% idéntico, mas preferiblemente al
menos el 99%, mas preferiblemente el menos el 100% idéntico a SEQ ID NO: 19 (388588int3R2). En condiciones de
hibridaciéon muy rigurosas, dicho primer y dicho segundo cebador oligonucleotidico son capaces de hibridar con dicho
polinucleétido de SMIM1.

Como se ha mencionado en el presente documento anteriormente, el método de la presente divulgacion se basa en
la distinciéon molecular entre individuos Vel negativos y Vel positivos o0 muestras de tales individuos. Por tanto, en una
forma de realizacién el método de la presente divulgacion comprende las etapas:

i) proporcionar una muestra biolégica que comprende ADN gendmico,
ii) poner en contacto la muestra que comprende ADN gendmico con un primer y un segundo cebador
oligonucleotidico de PCR,

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

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

con la condicién 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 amplicon;

iv) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de la etapa iii);

v)  comparar la longitud del amplicon, 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.

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

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el analisis cualitativo y/o cuantitativo se realiza por
electroforesis en gel.

El control de referencia usado en el método de la presente divulgacion puede ser cualquier marcador molecular
adecuado, tal como un marcador molecular basado en Mw. En una forma de realizacion de la presente divulgacion, el
control de referencia es una composicién de referencia de polinucleétido que comprende uno o mas polinucleétidos
seleccionados de polinucledtidos que consisten en 161 y 178 nucledtidos. En una forma de realizacion de la presente
divulgacion el control Vel positivo es un polinucleétido que comprende el exén 3 (SEQ ID NO. 30) de SMIM1.

Es un objeto de la presente divulgacion amplificar parte del gen SMIM1 de un individuo Vel negativo, parte que
comprende una mutacion sin sentido que produce un antigeno Vel no funcional. Esto significa que el tamafo del
amplicon puede variar dependiendo de como se seleccionan los cebadores oligonucleotidicos. En una forma de
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realizacion de la presente divulgacion el material genético amplificado (amplicén) tiene entre aproximadamente 5y
aproximadamente 4000 nucledtidos de longitud, tal como entre 10 y 100 nucledtidos de longitud, por ejemplo, 17
nucledtidos de longitud.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de deteccion y/o cuantificacion 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 porciones correspondientes al gen SMIM1, tal como
SEQ ID NO. 3 0 4, o partes del mismo y detectar y cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar la variante
de ayuste.

En un aspecto, la divulgacion se refiere a un método de identificar un sujeto que presenta un antigeno Vel, que
comprende las etapas:

a) realizar amplificacion de un polinucledtido del sujeto poniendo en contacto un polinucleétido de una célula del
sujeto con un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10
nucleétidos consecutivos de un polinucleétido que codifica el antigeno Vel;

b) detectar el amplicon de la etapa (a), mediante lo cual la deteccion de un amplicon identifica el sujeto como un
antigeno Vel.

En otro aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de detectar en una muestra una célula que expresa un
antigeno Vel, que comprende la deteccion en la muestra de un polinucleétido que codifica un antigeno Vel.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el método de deteccion y/o cuantificacion 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
cuantificar el ADNc amplificado para detectar o cuantificar la variante de ayuste.

Los presentes inventores han generado datos que caracterizan adicionalmente la proteina codificada por el gen SMIM1
(LOC388588) asi como la distribucion demografica de la mutacion que produce el fenotipo Vel negativo. Hasta ahora,
no se han encontrado homalogos génicos a la proteina Vel humana. Sin embargo, el gen parece estar evolutivamente
conservado ya que tiene homdlogos ortélogos en otras especies, de primates a pez cebra.

El gen SMIM1 que tipicamente comprende SEQ ID NO. 1 o un fragmento o variante de secuencia de la misma, codifica
un polipéptido que se asocia con el antigeno Vel. La expresion del antigeno del grupo sanguineo Vel en glébulos rojos
depende de la expresion del gen SMIM1, cuyo ARNm codifica una proteina transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel
negativo se produce cuando esta proteina no se puede expresar, por ejemplo, debido a la delecion de 17 pb. Mientras
que un aspecto principal de la presente divulgacion es evitar métodos serolégicos tradicionales laboriosos y caros para
identificar muestras o individuos Vel negativos, el descubrimiento de los presentes inventores de la relacion entre
SMIM1 y el antigeno Vel proporciona un nimero de aplicaciones de anticuerpos y celulares que son utiles para, por
ejemplo, fines de ensayos in vitro.

El método segun la presente divulgacion se puede, en principio, aplicar a cualquier muestra biolégica 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 ésea, plasma, suero, liquido cefalorraquideo, saliva, semen, esputo, orina y
heces.

Antigeno Vel y anticuerpos anti-Vel
Los presentes inventores han proporcionado el nexo molecular entre el gen SMIM1 y el antigeno Vel.

Después de este descubrimiento, los inventores también han disefiado y ensayado péptidos correspondientes a la
proteina 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.

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

El antigeno Vel identificado por los presentes inventores esta representado por el polipéptido que tiene SEQ ID NO.
5, o una variante de secuencia o fragmento de la misma. El antigeno es una herramienta util en los métodos de la
presente divulgacion. Segun esto, en un aspecto, la presente divulgacion 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 aminoacidos 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 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, esta O-glucosilado.

La expresion del antigeno del grupo sanguineo Vel en gldbulos rojos depende de la expresion del gen SMIM1, cuyo
ARNmM codifica una proteina transmembrana de tipo 1. El fenotipo Vel negativo se produce cuando esta proteina no
se puede expresar, por ejemplo, debido a la delecién de 17 pb como se ha discutido anteriormente en el presente
documento. Fragmentos polipeptidicos importantes asociado con el antigeno Vel incluyen fragmentos de SEQ ID NO.
5. Por tanto, en un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un péptido aislado que tiene una secuencia
seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 6, 7, 8, 9y 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
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%,
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, 8,9y 10.

En un aspecto la presente divulgacion se refiere a un homodimero que comprende dos cadenas polipeptidicas
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 aminoacidos 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
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.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el fragmento polipeptidico que define el antigeno Vel es un
polinucleétido aislado, que codifica tras la expresion 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 divulgacion.

El antigeno puede en ciertas circunstancias estar glucosilado, tipicamente O-glucosilado en un residuo de serina o
treonina. Por tanto, en un aspecto, la presente divulgacion 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 aminoacidos 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 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.
5 o dicho fragmento o variante de la misma, esta O-glucosilado.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion al menos un residuo de serina y/o treonina del polipéptido
anterior esta O-glucosilado.

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

antigeno Tn (GalNAcaSer/Thr),

antigeno sialil-Tn (Siaa2-6GalNAcaSer/Thr),
STn/sialil-Tn (Neu5Aca2-6GalNAc-a-Ser/Thr),
ST/sialil-T (Neu5Aca2-3GalB3GalNAc-Ser/Thr),
Core 1 o antigeno T (GalB1-3GalNAcaSer/Thr),
Core 2 (GIcNAcB1-6(GalB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcB1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 4 (GIcNAcB1-6(GIcNAcB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 5 (GalNAca1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 6 (GIcNAcB1-6GalNAcaSer/Thr),

Core 7 (GalNAca1-6GalNAcaSer/Thr), y

Core 8 (Gala1-3GalNAcaSer/Thr).

Py
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Como se ha mencionado en el presente documento anteriormente, es un aspecto principal de la presente divulgacion
proporcionar herramientas y métodos para la determinacion de grupo sanguineo genéticamente basado del grupo
sanguineo Vel. Las herramientas para tales fines incluyen anticuerpos, antigenos y fragmentos de antigenos, asi como
células presentadoras de dichos antigenos o fragmentos de antigenos.

Segun esto, en un aspecto semejante, la presente divulgacion se refiere a un método de detectar en una muestra un
anticuerpo dirigido contra un antigeno Vel, que comprende las etapas:

a) poner en contacto glébulos rojos que tienen antigeno Vel con la muestra;
b) detectar aglutinacion de los glébulos rojos, por lo cual la aglutinacion de los glébulos rojos indica la presencia en
la muestra de un anticuerpo hacia el antigeno Vel.

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

a) poner en contacto la muestra con un péptido o polipéptido seleccionado del grupo que consiste en SEQ ID NO.
5,6,7,8,9y 10, o una secuencia peptidica O-glucosilada seleccionada de SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8,9y 10;

b) detectar la interaccion entre i) dicho polipéptido o péptido y i) un anticuerpo anti-Vel, mediante lo cual la interaccion
indica la presencia en la muestra de un anticuerpo hacia un antigeno Vel.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion la interaccion se detecta estudiando la aglutinacion. En otra
forma de realizacion de la presente divulgacion la interaccion se detecta por BIACORE. En otra forma de realizacion
de la presente divulgacion la interaccion se detecta por métodos basados en ELISA. Todos los métodos anteriores de
detectar la interaccion los conocen bien los expertos en la materia.

En otro aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de detectar un antigeno Vel en glébulos rojos, que
comprende las etapas:

a) poner en contacto los glébulos rojos con un anticuerpo dirigido contra el antigeno Vel;
b) detectar aglutinacién de los glébulos rojos, por lo cual la aglutinacion de los glébulos rojos indica la presencia del
antigeno Vel.

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

a) poner en contacto la muestra con un anticuerpo dirigido contra el antigeno Vel
b) detectar un complejo antigeno/anticuerpo, mediante lo cual la deteccidn del complejo antigeno/anticuerpo indica
la presencia del antigeno Vel en la muestra.

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

a) realizar la amplificacion de un polinucleétido del sujeto poniendo en contacto un polinucleétido de una célula del
sujeto con un cebador oligonucleotidico que tiene una secuencia que es complementaria a al menos 10
nucleétidos consecutivos de un polinucleétido que codifica el antigeno Vel;

b) detectar el amplicon de la etapa (a), mediante lo cual la deteccion de un amplicon identifica el sujeto como un
antigeno Vel.

En aun otro aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de detectar en una muestra una célula que expresa
un antigeno Vel que comprende detectar en la muestra un polinucleétido que codifica un antigeno Vel.

También esta dentro del ambito de la presente divulgacion proporcionar anticuerpos para ensayos in vitro, asi como
la verificacion de los métodos genéticos esbozados anteriormente. Por tanto, en un aspecto la presente divulgacion
se refiere a un anticuerpo capaz de reconocer un epitopo de un antigeno Vel, en donde el epitopo se define por una
secuencia peptidica seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9 y 10, o una secuencia peptidica O-
glucosilada seleccionada de SEQ ID NO: 6, 7, 8, 9y 10.

En una forma de realizacion de la presente divulgacion el anticuerpo es capaz de reconocer una secuencia peptidica
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 esta O-glucosilado con un
glicano seleccionado del grupo que consiste en:

antigeno Tn (GalNAcaSer/Thr),

antigeno sialil-Tn (Siaa2-6GalNAcaSer/Thr),
STn/sialil-Tn (Neu5Aca2-6GalNAc-a-Ser/Thr),
ST/sialil-T (Neu5Aca2-3GalB3GalNAc-Ser/Thr),
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Core 1 o antigeno T (GalB1-3GalNAcaSer/Thr),
Core 2 (GIcNAcB1-6(GalB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcB1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 4 (GIcNAcB1-6(GIcNAcB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 5 (GalNAca1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 6 (GIcNAcB1-6GalNAcaSer/Thr),

Core 7 (GalNAca1-6GalNAcaSer/Thr), y

Core 8 (Gala1-3GalNAcaSer/Thr).

Py

El anticuerpo es monoclonal o policlonal.
La presente divulgacion también se refiere a un método de hacer un anticuerpo policlonal, el método comprende:

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

b) aislar anticuerpos de mamifero;

c) cribar los anticuerpos aislados con el polipéptido o fragmento polipeptidico identificando de esta manera un
anticuerpo policlonal que se une especificamente al polipéptido o fragmento polipeptidico de la etapa a).

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

a) inmunizar un mamifero 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 mamifero;

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

d) cultivar las células de hibridoma;

e) aislar del cultivo anticuerpos monoclonales que se unen especificamente al polipéptido o fragmento polipeptidico
de la etapa a).

Transfusion de sangre

El método de la presente divulgacion es particularmente Util en un marco clinico que implica transfusiones de sangre.
Por tanto, en una forma de realizacion de la presente divulgacion los métodos anteriores comprenden ademas las
etapas de:

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).

En un aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de transfusion 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
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 Utiles en el tratamiento de trastornos sanguineos. La presente divulgacion es
particularmente Util durante la terapia en relacién al tratamiento de una enfermedad o trastorno asociado con eritrocitos
en donde la divulgacion se refiere a un método que comprende las etapas:

a) aplicar el método de deteccion/identificacion 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
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 profilactico de mujeres embarazadas
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.
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Segun esto, en un aspecto la presente divulgacion se refiere a un método de tratamiento profilactico 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-
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 divulgacion también se refiere a un anticuerpo anti-Vel para uso en un método de
tratamiento profilactico 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-
Vel, neutralizando de esta manera los eritrocitos Vel positivos originarios del feto Vel positivo portado por dicha
mujer embarazada Vel negativa.

Plataformas de cribado

El uso principal de la presente divulgacion es en campo de la medicina de transfusion donde la delecidn de nucledtidos
descrita se usara como una base para el cribado de donantes de sangre para identificar sangre compatible para
pacientes que han desarrollado anticuerpos hacia el antigeno Vel. Existen plataformas de genotipado de alto
rendimiento para ensayo de donantes en el laboratorio rutinario hoy y, por tanto, en una forma de realizacion la
presente divulgacion se incorpora en estas plataformas.

Segun esto, en un aspecto la presente divulgacion se refiere a un kit para detectar un antigeno Vel, o distinguir entre
muestras Vel negativas y Vel positivas, en donde dicho kit comprende el anticuerpo como se ha definido en el presente
documento anteriormente. El kit tipicamente comprende una matriz de microchip en donde los anticuerpos definidos
anteriormente estan conjugados a la matriz de microchip.

En un aspecto la presente divulgacion se refiere a un kit para detectar un antigeno Vel y/o distinguir entre muestras
de individuos Vel negativos y Vel positivos, dicho kit comprende al menos dos cebadores oligonucleotidicos 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 divulgacion se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que comprende uno o mas
polinucledtidos 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, 35y 36 o uno o mas fragmentos de dicho polinucleostido.

El kit incluyendo o excluyendo la matriz de microchip puede incluir una combinacién de uno o mas polinucleétidos,
oligonucledtidos, péptidos y polipéptidos definidos en el presente documento.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un kit que comprende una matriz de microchip que comprende uno
0 mas péptidos o polipéptidos seleccionados del grupo que consiste en SEQ ID NO. 5, 6, 7, 8, 9, y 10, 0o uno o mas
fragmentos de dicho péptido o polipéptido en donde dicho fragmento comprende al menos 5 aminoacidos consecutivos
de dicha SEQID NO. 5, 6,7, 8,9,y 10.

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

antigeno Tn (GalNAcaSer/Thr),

antigeno sialil-Tn (Siaa2-6GalNAcaSer/Thr),
STn/sialil-Tn (Neu5Aca2-6GalNAc-a-Ser/Thr),
ST/sialil-T (Neu5Aca2-3GalB3GalNAc-Ser/Thr),
Core 1 o antigeno T (GalB1-3GalNAcaSer/Thr),
Core 2 (GIcNAcB1-6(GalB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 3 (GIcNAcB1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 4 (GIcNAcB1-6(GIcNAcB1-3)GalNAcaSer/Thr),
Core 5 (GalNAca1-3GalNAcaSer/Thr),

Core 6 (GIcNAcB1-6GalNAcaSer/Thr),

Core 7 (GalNAca1-6GalNAcaSer/Thr), y

Core 8 (Gala1-3GalNAcaSer/Thr).

Py

En un aspecto de la presente divulgacion, el kit descrito en el presente documento anteriormente comprende glébulos
rojos que presentan un antigeno Vel.
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En ciertos aspectos la divulgacion se refiere a las siguientes formas de realizacion.

Forma de realizacion 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 biolégica la composicién de:

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

Forma de realizacion 2: El método segun la forma de realizacion 1 de la presente divulgacion, en donde el gen SMIM1
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 99,1y 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.

Forma de realizacion 3: El método segun cualquiera de las formas de realizacion precedentes de la presente
divulgacion, en donde la distincion analizando la composicién 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.

Forma de realizacion 4: El método segun la forma de realizacion 1 de la presente divulgacion, en donde el método
comprende:

a) proporcionar una muestra biolégica que comprende un polinucleétido de SMIM1,

b) amplificar al menos un fragmento del polinucleétido de SMIM1, en donde el polinucleétido 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 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, 35y 36;

c) obtener un amplicon,

d) analizar la longitud del amplicon, y

e) distinguir entre fragmentos de polinucleétidos Vel negativos y Vel positivos amplificados basado en la longitud del
polinucleétido.

Forma de realizacion 5: El método segun la forma de realizacién 1 de la presente divulgacion que comprende las
etapas:

i) proporcionar una muestra biolégica que comprende ADN gendmico,
ii) poner en contacto la muestra que comprende ADN gendmico con un primer y un segundo cebador
oligonucleotidico de PCR,

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

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

con la condicién 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 amplicon;
iv) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de la etapa iii).

Forma de realizacion 6: Un método de deteccion y/o cuantificacion 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 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 realizacion 7: Un polinucleétido aislado que comprende una variante de secuencia de SEQ ID NO. 1, o un
polinucleétido 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 mutacion, en donde la mutacién produce
transcripcion y/o traduccion de proteinas abolida y/o ausencia de un polipéptido codificado por SEQ ID NO. 1 en la
superficie de un eritrocito.

Forma de realizacion 8: El polinucleétido aislado segun la forma de realizacion 7 de la presente divulgacion, en donde
la variante de secuencia tiene la secuencia seleccionada del grupo que consiste en SEQ ID NO. 2 y 4.

Forma de realizacion 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 aminoacidos 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
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, esta O-glucosilado.

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

Listado de Secuencias

Ejemplos
Ejemplo 1: Secuencias

SEQ ID NO. 1: gen SMIM1
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mborlafg
Texto escrito a máquina
Listado de Secuencias

mborlafg
Texto escrito a máquina

mborlafg
Texto escrito a máquina


6l

121

181

241

301

361 BEGRANSERES

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

cgcagtgggc

cgtgeccctgyg

ccgecceggcet

cccttececgy

ggggccctga

cttcectgcac

ggggagtccc

cgtttactga
gggtgacttyg
gaacacactg
tggagcctca
gcagctccag
tttcacagaa
tgacttggga
ctggggctgy
gtgaacctcg
cagtagaggc
cgaaggcaca
gcagacatgg
tcttgcaggqg
tcagccttcecce
ccattgcctyg

cccagcagac

aggtgcgact
actgaccccce
ccttgecegg

cccttagcaa

ggcgetgtgg
tcacaagccc
tgatgggttc
gcaagtgagg
ggaacaacgt
ggcttgaccc
gcactcccga
cagctccagc
gcaaactctc
aagcaggggt
cacattgctg
ggtaggcage
tgggcctcte
ctttatggcet
aagtgccggg
gagtggctgce
ccgctggagg
cccgaggacc

cagagagctg

ES2713162 T3

tgaggcgecgce
gtgcgcggec
accggcctaa
cteccttgtgg

gatcggcectte

ggtgaagagg

ccaggaggtyg
ctgccgccac
gaggccagcc
gttctacgtc
ctcccaccgg
gactaatgct
catcacgtcg
ccatccccty
ggtggtatta
ctgggaccag
tgaccgctce
cgggcctgag
ttgagacagc
agtctcagaa
tgtgccttta
gggcccagca
ccactcctgg

accccagtcc

ggggtccggg
tcgctggctg
cccgeggtge
ctgctgggga

tcecggtcacce

tctatggagg
ccaggatccg
acctgtgacc
tcaagggccg
agcaagacag
gaggcccatg
gcgtggatgt
agtctggaag
ctgcaccctg
agcttgtctt
aatgggattc
acatgctccqg
tgccaggetg
tccttetgece
ctgcctgggg
ggcctctgtg
aagcctcagce

gggccagatg

cacagecctgg

22

ctgcggcttc
agaactggcg
ggggccaggg
ccceccgacac

tttatttttt

ggcgectatg
ggagcctccce
atcacatgag
gctctggtgg
gaacccatga
gtgggctgcet
cgggttgcaa
aaggaggtgg
gctcctggac
acccgggtca
tgcacaccag
ggaaaacagc
cactgagcca
tctctgggcet
cctgagtttce
ccgatgacct
tcctagaagt
ctgagagggg

gtgggttgtc

ccggtgegge
ggggtggggy
ccggaactge

cagccacttt

taggetegay

‘gagtaagtgt

tacctagggc
agggcctgga
tgtggagaga
ctgtgcaccg
tcccagagtt
gctgtggact
ggcggctget
ctgctgctgce
cccagctygy
tggctgttac
gcaagagggc
acccatactc
gggctcccac
ttgggggaag
tgagctggcet
gggaggaagyg
gaggggcctg

acactggggg

aacttctcgt



1561

1621

1681

1741

1801

1861

1521

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

gceccecteca
ccagagggta
tagtgcttgg
gccaggcacc
gcccagcagqg
tacgaccctc
tcagtgcatc
caacccacac
cccagacagqg

ccceccececte

aggaggggga
gagggtggca
tgtgctggaa
aattctcgct
gtctaggtca

agtgcccctc

gttttacagl

actcctccac
aaggaggtgc
agttcctget
gagctgagtyg
gagctggect
ctgtctctgt
atgcccccca
aggctgagga
gaccggtcta
ccctggecag
cagttatcag
ggctgtgcag
ggaaacactg
tggtcccatc

cctgttaagt

tcctaacagc

ES2713162 T3

cceccacacce
ttagagtccg
cagtccccgt
ccgagatgca
tggggccggg
agggcctccce
agccccagec
cacagctgct
gctgtaccag
cctcceccaga
gggctgeage
gctccctgat
gcctcccaca
ctcccggect
caggcgacag

agcctcagag

ccttaggtaa
ggctggctca
ggtctcctecg
aagatgagtc
cccctectge
caaggccttqg
ctcctagagqg
gccactgcect
ccgectgecec
ggccagaagg
ctagattggg
aaaagcaccg
tgcctgaggt
gaccctgggc
acccggtgag

ggggtcttga

ataggaggtc
ggccggcecgg
cccectetggg
ccaggtctge
tctgggcage
aatccacccc
tgtgggtggg
ggggccagcec

ggacctgctg

cgccttatceg
ccacaatgtc
gggaagggag
cagggcttgg
aaatgactct
ggagtcagcc

ctgccgccct

gaaacagagg
gcagctgtgc
cacttgggct
aggagttgga
cacccagccc
ggcccecgtge
ggaggggctg
acgcatcctc
ccctgeccca
ggcagggtta
ctcgtctctt
gctcctggag
cctgagatgg
accactttgt
cccgaccctt

ccatccgcett

ccctecagaqg

ggctgggage
ggctgtggge
acccagacca

cacctccagt

acgcctgcecce
ccacggtcca
ggggagagcet
acggccacag

tggttctcac

ggcctgaggg
taacccctge
gcagctcagc

tcctcttgac

tccacttagg

cagcctgcca
taccggcccce
aaaccgcagc
tccagcagaqg

gggcccctca

gccatagcaqg
atcaccctcce
ctttggcctt

cgceccaggec

tgcggececctqg

gctggtgtcet
accccatcct
ccctetggtt

cctcccectg

gCCtggggCt

El gris indica exones; el subrayado indica los codones de inicio y terminacién; la cursiva negrita indica la delecion de
17 pb identificada en el fenotipo mutante humano en el exén 3 y también los nucleétidos polimoérficos en el intron 3
(c.110+193t/c y c.100+194g/a; nucledtidos 2907 & 2908 en la secuencia anterior) ambos de los cuales estan
invariablemente mutados en el fenotipo mutado.

SEQ ID NO. 2: fenotipo mutante de SMIM1 (delecion de 17 pb)

23



6l

121

181

241

301

cgcagtgggce

cgtgccctgg
ccgececggcet

cccttccoccgg

aggtgcgact
actgaccccc
ccttgccecgg

cccttagcaa

ES2713162 T3

tgaggcgcgce
gtgcgcggcec
accggcctaa
ctecttgtgg

gatcggcttc

ggggtccggg
tcgectggetg
cccgcggtge
ctgctgggga

tccggtcacc

ctgcggcttc
agaactggcg
ggggccaggyg
ccceccgacac

tttatttttt

ccggtgegge
9999tgggygy

ccggaactgc

cagccacttt

361 gcetgal

421

481

541

601

661

721

781

841

901

961

1021

1081

1141

1201

1261

1321

1381

1441

1501

1561

ggggeccctga

cttecctgecac

ggggagtccce

cgtttactga
gggtgacttg
gaacacactg
tggagcctca
gcagctccag
tttcacagaa
tgacttggga
ctggggctag
gtgaacctcg
cagtagaggc
cgaaggcaca
gcagacatqgqg
tcttgcaggqg
tcagcecttce
ccattgecctg
cccagcagac

gcccecteca

ggcgctgtgg
tcacaagccc
tgatgggttce
gcaagtgagg
ggaacaacgt
ggcttgacce
gcactcccga
cagctccagc
gcaaactctc
aagcaggggt
cacattgctg
ggtaggcagc
tgggcctcte
ctttatggct
aagtgccggg
gagtggctgce
ccgctggagqg
cccgaggacce
cagagagctg

actcctccac

ggtgaagagg
ccaggaggtg
ctgccgecac
gaggccagec
gttctacgtc
ctcccaccgg
gactaatgct
catcacgtcg
ccatcccectyg
ggtggtatta
ctgggaccag
tgaccgctcc
cgggcctgag
ttgagacagc
agtctcagaa
tgtgccttta
gggcccagca
ccactcctgg
accccagtcce

ccccacaccce

tctatggagqg
ccaggatccqg
acctgtgacc
tcaagggccg
agcaagacag
gaggcccatg
gcgtggatgt
agtctggaag
ctgcaccctg
agcttgtctt
aatgggattc
acatgctccg
tgccaggcetg
tccttctgec
ctgcectgggg
ggcctctgtg
aagcctcagce
gggccagatqg
cacagcctgg

ccttaggtaa

24

ggcgcctgtg
ggagcctecce
atcacatgag
gctctggtgg
gaacccatga
gtgggctgct
cgggttgcaa
aaggaggtgg
gctcctggac
acccgggtca
tgcacaccag
ggaaaacagc
cactgagcca
tctctgggct
cctgagttte
ccgatgacct
tcctagaagt
ctgagagggqg
gtgggttgtc

ataggaggtc

[gotaagtgt
tacctagggc
agggcctgga
tgtggagaga
ctgtgcaccg
tcccagagtt
gctgtggact
ggcggetget
ctgctgctgce
cccagctyggy
tggctgttac
gcaagagggc
acccatactc
gggctcccac
ttgggggaag
tgagctggcet
gggaggaagqg
gaggggccty
acactggggqg

aacttctcgt

gaaacagagg



10

1621

1681

1741

1801

1861

1921

1981

2041

2101

2161

2221

2281

2341

2401

2461

2521

2581

2641

ccagagggta
tagtgcttygyg
gccaggcacc
gcccagecagy
tacgaccctc
tcagtgcatc
caacccacac
cccagacagqg
cccocecccoccte
aggaggggga
gagggtggca
tgtgctggaa
aattctcget
gtctaggtca
agtgcccectce

gttttacag

2684 Eed

2744

2804

2864

2924

2984

3044

3104

SRS L5 v P Dy
El gris indica exones basados en la estructura de tipo salvaje, sin embargo, la delecion extiende el marco abierto de
lectura y la secuencia en azul indica la potencial nueva secuencia traducida hasta el siguiente codén de terminacion
en el mismo marco de lectura. El subrayado indica los codones de inicio y terminaciéon. La cursiva negrita indica los
nucleotidos polimorficos en el intrén 3 que estan invariablemente mutados (c.110+193t/c y ¢.100+194g/a) en el fenotipo

mutante.

Los nucledtidos (SNP) 2872 y 2873 estan invariablemente asociados con Vel negativo, pero individualmente no estan

ccctecagaqg

ggctgggagce
ggctgtgggce
acccagacca

cacctccagt

aaggaggtgc
agttcctgcet
gagctgagtg
gagctggect
ctgtctctgt
atgcccccca
aggctgagga
gaccggtcta
ccctggccaqg
cagttatcag
ggctgtgecag
ggaaacactg
tggtcccatce

cctgttaagt

tcctaacagce

acgcctgece
ccacggtcca
ggggagagcet
acggccacaqg

tggttctcac

ES 2713162 T3

ttagagtccg
cagtcccecgt
ccgagatgca
tggggccggg
agggcctccc
agccccagcec
cacagctgct
gctgtaccag
cctccccaga
gggctgcage
gctcecctgat
gcctcccaca
ctccecggect
caggcgacag

agcctcagag

ggcctgagygyg

taacccctgce
gcagctcagc

tcctcteaac

tccacttagg

ggctggctca
ggtctecteg
aagatgagtc
ccecctectyge
caaggccttg
ctcctagagqg
gccactgect
cecgetgecce
ggccagaaqq
ctagattggg
aaaagcaccqg
tgcctgaggt
gaccctgggce
acccggtgag

ggggtcttga

cagcctgeca
taccggcccce
aaaccgcagc
tccagcagag

gggcccctca

ggccggcecgg

cccectetggg
ccaggtctgce
tctgggcage
aatccacccc
tgtgggtggg
ggggccagcc
ggacctgctg
cgccttateg
ccacaatgtc
gggaagggag

cagggcttgg

aaatgactct
ggagtcagcc

ctgccgecct

gccatagcag
atcaccctce
ctttggecctt

cgcccaggcece

tgcggcectg

gcagctgtgc
cacttyggygct
aggagttgga
cacccagccce
ggccccgtge
ggaggggcty
acgcatcctc
ccctgeccca
ggcagggtta
ctcgtctcett
gctcctggag
cctgagatgg
accactttgt
cccgaccctt

ccatccgett

gctggtgtct
accccatcct
ccctctggtt

cctcccectg

gCCtgqggCt

restringidos a Vel negativo.

SEQ ID NO. 3: ADNc basado en SEQ ID NO. 1

25



10

15

20

25

30

35

1
61
121
181
241
301
361
421
481

Nota: Esta secuencia de ARNm de longitud completa se ha determinado experimentalmente por 3' RACE. La cursiva
negrita indica la delecion identificada en la secuencia genémica de todos los individuos Vel negativos secuenciados

GGTGAGGCGC
GGCGTCTGCC
GCCCTGACCG
ACAGCCTGGC

GCGGGGTCCG
GCACCTCAGC
CAACCTGGCC
CACCTGTCTT

CCCACAGCAT GCAGCCCCAG
GGGACGGAGT CAGCCTAGGG
TCTCCCAGAG GCTGTGCACG
CCCTCTTCTG GATCATCTIC

AATARATGCT GCCCCGCATG

ES 2713

GGCTGCGGCT
CCACGACCTG
CAGAGGCCCC
GATCTCCCCA
GAGAGCCACG
GCTGTGTCCA
GGCAAGCTGG
ATCCTGGGCT
CACGCGGGGG

162 T3

TCCCGGTGCG
CCCCGCTGGG
AGCCCTCAGG
CCGAGAAGGC
TCCACTATAG
GCACAGAAGA
GCATCGCCAT
ACCTCACAGG
GCTGGCCGCA

hasta la fecha. El subrayado indica los codones de inicio y terminacion.

SEQ ID NO.

1
61
121
181
241
301
361
421
481

SEQ ID NO.

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

SEQ ID NO.

MQPQESHVHYSRWEDG

GCCGCAGTGG
AGGTGCGGGC
CARAGGTTCTC
CCCGCCCCTC
TAGGTGGGAG
GGCCTCACGC
GAAGGTGCTG
CTACTATGTG
ARAARRRARR

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

GGTGAGGCGC GCGGGGTICCG
GGCGTCTGCC GCACCTCAGC
GCCCTGACCG CAACCTGGCC
ACAGCCTGGC CACCTGTCTT
CCCACAGCAT GCAGCCCCAG
GGGACGGAGT CCAGCACAGA
ACGGGCAAGC TGGGCATCGC
TTCATCCTGG GCTACCTCAC
ATGCACGCGG GGGGCTGGCC

5: Proteina SMIM1 traducida

HKCK

6: Péptido 1

MQPQESHVHYSRWED

SEQ ID NO.

7: Péptido 2

SRWEDGSRDGVSLGA

SEQ ID NO.

8: Péptido 3

GVSLGAVSSTEEASR

SEQ ID NO.

9: Péptido 4

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

GGCTGCGGCT
CCACGACCTG
CAGAGGCCCC
GATCTCCCCA
GAGAGCCACG
AGAGGCCTCA
CATGAAGGTG
AGGCTACTAT
GCRAARAARAR

TCCCGGTGCG
CCCCGCTGGG
AGCCCTCAGG
CCGAGAAGGC
TCCACTATAG
CGCTGCCGCA
CTGGGCGGCG
GTGCACAAGT
ARA

26

GCCGCAGTGG
AGGTGCGGGC
CAAGGTTCTC
CCCGCCCCTC
TAGGTGGGAG
GGATCTCCCA
TGGCCCTCTT

GCAAATAAAT

GCAGGCTCGA
CGCTGGCCAG
CGGTGAAGCC
CCGCTGCAGC
GACGGCAGCA
TGCCGCAGGA
GGCGGCGTGG
CACAAGTGCA

GCAGGCTCGA
CGCTGGCCAG
CGGTGAAGCC
CCGCTGCAGC
GACGGCAGCA
GAGGCTGTGC
CTGGATCATC
GCTGCCCCGC

SRDGVSLGAVSSTEEASRCRRISQRLCTGKLGIAMKVLGE
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55

60

ES 2713162713

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

SEQ ID NO. 12: Cebador de ADNc 388588cDNAr
TCCAGGCCTGTGCTCTCAC

SEQ ID NO. 13: Cebador de PCR Vel negativoF

GCCGAATTCGCCACCATGCAGCCCCAGGAGAGC
SEQ ID NO. 14: Cebador de PCR Vel negativoR2

GCCGGATCCCCCTTATTTGCACTTGTGCACATA

SEQ ID NO. 15: 388588int2f Cebador de PCR
TCTCCTAACAGCAGCCTCAG

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

SEQ ID NO. 17: 388588int3f Cebador de PCR
CAGCTCAGCAAACCGCAGC

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

SEQ ID NO. 19: 388588int3r2 Cebador de PCR
CTGGGCGCTCTGCTGGAG

SEQ ID NO. 20: Cebador de PCR especifica de alelo — 388588wtex3f
CGGAGTCAGCCTAGGGGC

SEQ ID NO. 21: Cebador de PCR especifica de alelo — 388588mutex3f
GGACGGAGTCCAGCACAG

SEQ ID NO. 22: LOCex3f_screen cebador de PCR
ACAGCCTGGCCACCTGTCTTG

SEQ ID NO. 23: LOCex3r_screen cebador de PCR
CTGCGGCAGCGTGAGGC

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

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

SEQ ID NO. 26: Cebador de RACE Vel 280F

27
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15

20

25

AGGAGAGCCACGTCCACTATAG

ES 2713162 T3

SEQ ID NO. 27: Cebador de RACE Vel 332R

GCAGCGTGAGGCCTCTTCTGTG

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

CACAGCCTCTGGGAGATCCTGC

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

SEQ ID NO. 30: Ex6n 3 de SMIM1

TGAAGCCAC AGCCTGGCCA CCTGTCTTGA TCTCCCCACC GAGAAGGCCC CGCCCCTCCC
GCTGCAGCCC CACAGCATGC AGCCCCAGGA GAGCCACGTC CACTATAGTA GGTGGGAGGA
CGGCAGCAGG GACGGAGTCA GCCTAGGGGC TGTGTCCAGC ACAGAAGAGG CCTCACGCTG

CCGCAG

SEQ ID NO. 31: Delecion de 17 pb
AGCCTAG GGGCTGTGTC

SEQ ID NO. 32: Fenotipo mutante de SMIM1 extendido al posterior codén de terminacion

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261

ctgtgcgcygg
ccaccggcct
ggcteccttgt
aagatcgget

~ “ g
s 0=

ggggtgaaga

ccccaggagg
tcctgecgee

gggaggccag
gtgttctacg
cecteccacce
gagactaatg
gccatcacygt
tcccatcccce
gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccget
tccgggectg
ctttgagaca
ggagtctcag

tctceggtca

cctcgectgge
aacccgcggt
ggctgctggg

ggtctatgga
tgccaggatc
acacctgtga
cctcaagggc
tcagcaagac
gggaggccca
ctgcgtggat
cgagtctgga
tgctgcaccc
taagcttgtce
agaatgggat
ccacatgctce
agtgccaggc
gctccttcetg
aactgcctgqg

tgagaactgg
gcggggccayg
gacccccgac

cctttatttt

ggggcgectyg
cgggagcctc
ccatcacatg
cggctctggt
aggaacccat
tggtgggcty
gtcgggttge
agaaggaggt
tggctcctgg
ttacccgggt
tctgcacacc
cgggaaaaca
tgcactgagc
cctctctggg
ggcctgagtt

cgggggtggyg
ggccggaact

accagccact

tgtacctagg

ccagggcctg
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag
ctgctygtygga
aaggcggcetg
ggctgctgcet
accccagctg
catggctgtt
aggcaagagg
gcacccatac
cagggctccce

ctttggggga
tctgagectgy

28

ggcgtgccct
gccecgecegqg

gccttectge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac
cttggagcecct
ctgcagctcc
gctttcacag
ggtgacttgg
acctggggct
gcgtgaacct
tccagtagag
accgaaggca
aggcagacat

cttecttgcag

ggactgaccc

ctccttgecc

gaggcgctgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac
cagcactcec
agcagctcca
aagcaaactc
gaaagcaggg
ggcacattgc
cgggtaggca
gctgggecto
cactttatagg
ggaagtgccg
gggagtggcet



1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

gctgtgccectt
gggggcccag
ccccactcct
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtc
ctcagtcccc
tgccgagatg
cttggggccg
gtagggcctc
caagccccag
gacacagctg
tagctgtacce
agcctcccca
aggggctgea
aggctccctg
tggcctccca
teccteececgge

gtcaggcgac

gcagcctcag

2521 HGe

2581 f

2641
2701
2761
2821
2881
2941

3001 HEGE
3061 €9

tgccagccat
gccccatcac
gcagcctttg
cagagcgccc

cctecatgcgg

3121 Efges

3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721

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

ccecttgtac
gcacacgcgce
cacgggggcg
cacgtggctqg
gccctgeggce
ttgtgaaggc
cececeggyy
tggcectgygg
getatgtgte
ttcttcctag

taggcctctyg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcect
ccccttaggt
cgggctgget
gtggtctcct
caaagatgag
ggcccctect
cccaaggcect
ccctectaga
ctgccactgc
agccgctgece
gaggccagaa
gcctagattg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgaccctgg

agacccggtg
agggggtctt

agcaggctgg
ccteccacccec
gccttececte
aggcccctcc

ccctggectg

acatggaccce

tggcagceccaqg
cacaaacacc
ggaggcctgg
ctggagcccc
caggatgagg
tgggateccte
caggccectg
cecegeccett

gcagcccacc

ES2713162 T3

tgccgatgac
gctcctagaa
tgctgagagg
gggtgggttyg
aaataggagg
caggccggcc
cgcccctectyg
tcccaggtct
gctctgggca
tgaatccacc
ggtgtgggty
ctggggccag
ccggacctgce
ggcgeccttat
ggccacaatg
cggggaaggyg
gtcagggctt
gcaaatgact
agggagtcag
gactgcecgec

tgtctcecte
atcctggcety
tggttggctg
ccctgaccca

gggctcacct

ccccacagac
gcacacgaag
tggcacacag
gcccagectc
cagctacagc
ggttccttca
ccggetgett
tcctectetgg
gtctcagatyg
acgcgcagag

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

ctgggaggaa
gtgaggggcce
ggacactggg
tcaacttctce
tcgaaacaga
gggcagcetgt
ggcacttggg
gcaggagttg
gccacccagc
ccggcccegt
ggggaggggc
ccacgcatcc
tgccctgece
cgggcagggt
tcectegtete
aggctcctygy
ggcctgagat
ctaccacttt
cccccgaccc

cteccatcege

cagagacgcc
ggagcccacy
tgggcgggga

gaccaacggc

adaute hombiont~ B Bned

acggacccty
acaccaggtyg
cccttcaaag
agcaggagct
ctcctctcte
gcggacaaac
tccteegtgy
gcctttctga

caccatatct

gctgggtgtg

29

ccagttggtt

ggtcagccectt
tgcecattgece
ggcccagcag
gtgcccectce
ggccagaggg
gctagtgett
ctgccaggca
gagcccagca
cctacgaccce
gctcagtgca
tgcaacccac
tccccagaca
caccecccecce
taaggagggyg
ttgagggtgg
agtgtgctygg
ggaattctcg
gtgtctaggt
ttagtgcccc

ttgttttaca

tgaggggcct
tgccctaacc
gtccagcagce
gagcttcctce

cacagtccac

ctcaccccagl g

cggcacacac
cacagctgtce
gacctacaaa
gcaggacaca
ccagggccca
cgagcccacc
gagcagtgtg
ctecectggttt
tecttagtaa
tccctecttgg

cccecgetgga
tgcccgagga
accagagagc
caactcctcec
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctggce
tcctgtcetet
tcatgccccc
acaggctgag
gggaccggtc
tccectggee
gacagttatc
caggctgtgce
aaggaaacac
cttggtccca
cacctgttaa

tctcctaaca

gagggcagcec
cctgctacceg
tcagcaaacc

tecaactccag

ttagggggcc

273

agcgcacagqg
atcggcccca
cagctgggca
cccaggctgg
gccccttoce
tccectggeag
cagagctgtyg
tgtaagggtg
gtgggcacag
ggccggceg. -



61
121
181
241

301 gecacgal
361

421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

ctgtgcgcyg
ccaccggect
ggctccttgt
aagatcggcet

ggggtgaaga
cecccaggagyg
tecctgecgece
gggaggccag
gtgttctacg
ccctcccacc
gagactaatg
gccatcacgt
tcececatccece
gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccget
tccgggectg
ctttgagaca
ggagtctcag
gctgtgectt
gggggcccag
ccccactect
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtc
ctcagtcccc
tgccgagatg
cttggggccy
gtagggcctc
caagccccag
gacacagctg

tagctgtacc

cctecgectgge

aacccgeggt

ggctgctggg
tctccggtca

ggtctatgga
tgccaggatc
acacctgtga
cctcaagggc
tcagcaagac
gggaggccca
ctgcgtggat
cgagtctgga
tgctgcaccce
taagcttgtc
agaatgggat
ccacatgctce
agtgccaggc
gctccttectg
aactgcctgg
taggcctctg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcect
ccccttaggt
cgggctggcect
gtggtctcct
caaagatgag
ggcccectecet
cccaaggcct
ccctectaga
ctgccactgce

agccgctgec

ES2713162 T3

tgagaactgg
gcggggcecag
gacccccgac

cctttatttt

ggggcgectg
cgggagcctc

ccatcacatg
cggctctyggt
aggaacccat
tggtgggctyg
gtcgggttge
agaaggaggt
tggctcctgg
ttacccgggt
tctgcacacc
cgggaaaaca
tgcactgagc
cctctctggg
ggcctgagtt
tgccgatgac
gctcctagaa
tgctgagagg
gggtgggttyg
aaataggagg
caggceggcec
cgcccctetyg
tcccaggtcet
gctctgggca
tgaatccacc
ggtgtgggty
ctggggccag

ccggacctgce

€gggggtygy
ggccggaact

accagccact

ggcgtgcect
gccecgecegg

ttceccttece

tttaggeted dggey

tgtacctagg
ccagggccty
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag
ctgctgtgga
aaggcggctyg
ggctgctgcet
accccagctg
catggctgtt
aggcaagagyg
gcacccatac
cagggctccc
ctttggggga
tctgagectgy
ctgggaggaa
gtgaggggcce
ggacactggg
tcaacttctce
tcgaaacaga
gggcagctgt
ggcacttggg
gcaggagttg
gccacccagce
ccggeccegt
ggggaggggc
ccacgcatcc

tgccctgecec

30

gtggggcect
gccttectge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac
cttggagcct
ctgcagctcc
gctttcacaqg
ggtgacttgg
acctggggcet
gcgtgaacct
tccagtagag
accgaaggca
aggcagacat
cttcttgcag
ggtcagcctt
tgccattgee
ggcccagcag
gtgcccecte
ggccagaggg
gctagtgett
ctgccaggca
gagcccagca
cctacgaccc
gctcagtgca
tgcaacccac
tccccagaca

cacccccccc

St ocga
ggactgaccc
ctccttgecec

ggcccttage

gaggcgetgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac
cagcactccc
agcagctcca
aagcaaactc
gaaagcaggg
ggcacattgce
cgggtaggca
gctgggectce
cactttatgg
ggaagtgccg
gggagtgget
cccecgetgga
tgcccgagga
accagagagc
caactcctcee
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctgagc
tcctgtetet
tcatgcccce
acaggctgag
gggaccggtc

tccecctggece



2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461

2521

2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

agcctcccca
aggggctgcea
aggctccctg
tggcctccca
tcctcccgge
gtcaggcgac

gcagcctcag

cctaacccct
cagcagctca
cttcctettg

agtccactta

3061 GeggeEy

3121
3181

SEQ ID NO.

1
61
121
181
241

301 EEg

ggggcctgag

gaggccagaa
gcctagattg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgaccctgg
agacccggtg
agggggtctt

ggcagectge
gctaccggcc
gcaaaccgca

actccagcag

gggggcccct

ES2713162 T3

ggcgecttat
ggccacaatg
cggggaaggg
gtcagggctt
gcaaatgact
agggagtcag
gactgccgcc

cagccatage
ccatcaccct
gcctttggee
agcgcccagy

catgcggccec

34: var 2 de SMIM1 (chr1:3691980 A/G)

ctgtgcgcgyg
ccaccggcect
ggctcecttgt
aagatcgget

561 geagagge

421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201

ggggtgaaga
ccccaggagg
tcctgecgece
gggaggccag
gtgttctacg
ccctecccace
gagactaatg
gccatcacgt
tcccatcccc
gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccgcet
tcecgggectyg
ctttgagaca

tctccggtcea

cctcgctgge
aacccgeggt

ggctgctggg

ggtctatgga

tgccaggatc
acacctgtga
cctcaagggc
tcagcaagac
gggaggcccea
ctgcgtggat
cgagtctgga
tgctgcaccc
taagcttgtce
agaatgggat
ccacatgctce
agtgccaggce
gctccttectg

tgagaactgg
gcggggccag
gacccccgac

cctttatttt

ggggcgectyg
cgggagcctc
ccatcacatg
cggctctggt
aggaacccat
tggtgggcty
gtcgggttge
agaaggaggt
tggctcctgg
ttaccecgggt
tctgcacacc
cgggaaaaca
tgcactgagc
cctctectggy

cgggcagggt
tcctegtete

aggctcctgg
ggcctgagat
ctaccacttt
cccccgacce

ctccatccge

ccaccccatc
ttccctctgg

cccctececccce

tggcetaggy

cgggggtyggyg
ggccggaact

accagccact

taaggagggyg
ttgagggtygg
agtgtgctgg
ggaattctecqg
gtgtctaggt
ttagtgcccce

ttgttttaca

aggctggtgt ctccctecag

ctggctggga
ttggctgtgg
tgacccagac

ctcacctcca

ggcgtgcect

gccecgeecegqg
ttceccttece

bt tagNREE RS S

tgtacctagg
ccagggcctg
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag
ctgctgtgga
aaggcggctg
ggctgctgcet
accccagctg
catggctgtt
aggcaagagg
gcacccatac

cagggctccce

ctttggggga

31

gtggggccct
gcctteoctge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac
cttggagcct
ctgcagctcc
gctttcacaqg
ggtgacttgg
acctggggct
gcgtgaacct
tccagtagag
accgaaggca

aggcagacat

gttggttcte

ggcccttage

gacagttatc
caggctgtge
aaggaaacac
cttggtcccea
cacctgttaa

tctcctaaca

agacgcecctge
gcccacggtc
gcggggagag

caacggccac

[caggtgcga
ggactgaccc

ctccttgecece

gaggcgctgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac
cagcactccc
agcagctcca
aagcaaactc
gaaagcaggyg
ggcacattgc
cgggtaggca
gctgggcecte
cactttatgg

ggaagtgccg



1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161l
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

ggagtctcag
gctgtgeett
gggggcccag
ccccactect
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtc
ctcagtcccc
tgccgagatg
cttggggccg
gtagggcctc

caagccccag
gacacagctqg
tagctgtacc
agcctcccca
aggggctgea
aggctccctg
tggccteccca
tcctccecgge
gtcaggcgac

gcagcctcag

ggggcctgag
cctaacccct
cagcagctca

cttcctettg

agtccactta

3061 Fegge

3121

3181 ac¢

aactgcctgg
taggcctctg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcct
ccccttaggt
cgggctggcet
gtggtctcct
caaagatgag
ggcccctect
cccaaggcect
ccctcctaga
ctgccactge
agccgctgcc
gaggccagaa
gcctagattyg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgaccctgg
agacccggtqg

agggggtctt

ggcagectge
gctaccggcec
gcaaaccgca

actccagcag

gggggcccct

ES2713162 T3

ggcctgagtt
tgccgatgac
gctcctagaa
tgctgagagyg
gggtgggtty
aaataggagg
caggccggcc
cgcccctetg
tcccaggtct
gctctgggca
tgaatccacc
ggtgtgggtyg
ctggggccag
ccggacctgce
ggcgecttat
ggccacaatg
cggggaaggg
gtcagggett

gcaaatgact

agggagtcag

gactgccgec

cagccatagce
ccatcaccct
gcctttggee
agcgcccagg
catgecggecce

tctgagetgg
ctgggaggaa
gtgaggggcc
ggacactggg
tcaacttctc
tcgaaacaga
gggcagctgt
ggcacttggy
gcaggagttyg
gccacccagc
ccggeccegt
ggggaggggc
ccacgcatce
tgccctgeccce
cgggcagggt
tcectegtecte
aggctcctgg
ggcctgagat
ctaccacttt

cccccgaccco

cteccatccge

aggctggtgt

ccaccccatc
ttcecctctgyg

ccecctecceccce

tggcetgggyg

cttcttgcag
ggtcagecett
tgccattgcec
ggcccagcag
gtgccccctce
ggccagaggg
gctagtgctt
ctgccaggca
gagcccagca
cctacgaccc
gctcagtgca
tgcaacccac
tccccagaca
cacccccccc
taaggagggqg
ttgagggtyg
agtgtgctgg
ggaattctcg
gtgtctaggt
ttagtgccce
ttgttttaca

ctcectecag
ctggctggga
ttggctatgg

tgacccagac

ctcacctcca

gggagtggct
cccegetgga
tgcccgagga
accagagagc
caactcctcc
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctgge
tcctgtetcet
tcatgccecce
acaggctgag
gggaccggte
tcccctggece
gacagttatc
caggctgtgce
aaggaaacac
cttggtccca

cacctgttaa

tctcctaaca

agacgectge
gcccacggte
gcggggagag
caacggccac

gttggttcte

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

1 CAGAGACGCG GGGACACAGg ctcgaggcgt

61
121
181
241
301
361
421
481

ctgggaggtyg
tcaggcaagg
aaggcccecgce
tatagtaggt
gaagaggcct
gccatgaagg
acaggctact

ccgcaaaaaa

cgggccgetyg
ttctccggtg
ccctececeget
gggaggacgg
cacgctgcecg
tgctgggcygg
atgtgcacaa

aaaaaaa

gccaggccect
aagccacagc
gcagccccac
cagcagggac
caggatctcc
cgtggcececcte

gtgcaaataa

ctgccgcacc
gaccgcaacc
ctggccacct
agcatgcagc
ggagtcagcc
cagaggctgt
ttctggatca

atgctgcccc

32

tcagcccacg
tggcccagag
gtcttgatct
cccaggagag
taggggctgt

gcacgggcaa
tcttcatcct

gcatgcacgc

acctgccccg
gccccagcecce
ccccaccgag
ccacgtccac
gtccagcaca
gctgggcatce
gggctacctce

ggg9gggctyy
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SEQ ID NO. 36: ADNc de la variante de SMIM1 (transcrito segun 5’ y 3' RACE en sangre; delecion de 17 pb)

1 CAGAGACGCG GGGACACAGg ctcgaggcgt ctgccgcacc tcagcccacg acctgccccg

61
121
181
241
284
344
404
464

ctgggaggtyg
tcaggcaagg
aaggccccgce
tatagtaggt
gaagaggcct
gccatgaagg
acaggctact

ccgcaaaaaa

cgggccgcectyg
ttctccggtg
cccteccegcet
gggaggacgg
cacgctgccg
tgctgggcgyg
atgtgcacaa

dadadaa

gccaggcecct
aagccacagc
gcagccccac
cagcagggac
caggatctcc
cgtggccctce

gtgcaaataa

gaccgcaacc
ctggccacct
agcatgcagc
ggagtc

cagaggctgt
ttctggatca

atgctgcccc

tggcccagag
gtcttgatct

cccaggagaqg

gcacgggcaa
tcttcatcct

gcatgcacgc

gccccagccc
ccccaccgag
ccacgtccac

cagcaca
gectgaggecatc
gggctacctc

ggggggctgg

Ejemplo 2: Identificacion del antigeno Vel
Antecedentes

El antigeno de grupo sanguineo Vel esta localizado en glébulos rojos y es uno de unos pocos denominados antigenos
de grupo sanguineo huérfanos para los que la base molecular es desconocida. Es clinicamente importante y por tanto
la identificacion de la molécula portadora permitiria 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 antigeno del grupo
sanguineo Vel. Esto se ha logrado mediante una gama de investigaciones seroldgicas y bioquimicas, incluyendo
investigaciones de genes candidatos. Estas investigaciones produjeron estimaciones del tamafo de la proteina de
gldbulos rojos que porta el antigeno Vel y una configura probablemente de homodimero.

Una hipodtesis de que el gen que codifica el antigeno de grupo sanguineo Vel se podria potencialmente triangular a
través de cribado genético de todo el genoma usando matrices de polimorfismo de nucleétido Unico (SNP) se baso6 en
tres observaciones:

(a) se cree que el fenotipo Vel negativo/negativo es mas comun en Suecia (1:1700, comparado con aprox. 1:4000 en
otras poblaciones),

(b) el fenotipo Vel negativo se hereda de una manera autosémica recesiva, y

(c) el gen que codifica el antigeno Vel, como varios otros genes de grupo sanguineo, se podria expresar
preferentemente en eritrocitos.

En conjunto, estas observaciones hicieron a los inventores sugerir que el fenotipo Vel negativo podria estar causado
por una unica mutacién fundadora en la poblacién sueca, en cuyo caso un cribado genético de todo el genoma podria
tener éxito a pesar del numero relativamente limitado de muestras de ADN de individuos Vel negativos disponibles.

Segun esto, se recogieron perfiles de SNP en todo el genoma de donantes Vel negativos usando micromatrices
lllumina Human Omni 2.5M-Quad. Usando una estrategia computacional concebida y ejecutada en colaboracion por
los presentes inventores, se identificd una regidn en el cromosoma 1 que contiene 5 genes.

Después de la revision de las caracteristicas de estos genes, se determind que SMIM1 (LOC388588) era el mas
prometedor porque:

(a) su estructura predicha corresponde a una proteina transmembrana,
(b) su tamario predicho coincidia con las estimaciones de tamafo de los estudios bioquimicos anteriores del inventor,

(c) analisis de datos preexistentes de micromatrices de expresion génica recuperados de bases de datos publicas
indicaban que se expresaba preferentemente en precursores de glébulos rojos.

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

Estudios genéticos posteriores han identificado la misma delecion 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. Analisis de secuencia adicionales revelaron homocigosidad para la
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delecion de 17 pares de bases en cinco muestras mas Vel- de origen suizo y 2 muestras de origen israeli. Esto ha
sentado las bases para la identificacion de donantes de sangre Vel negativos por ensayo genético.

Muestras

Se obtuvieron las aprobaciones del Comité Regional de Revisién de Etica en la Universidad de Lund para recogida de
médula 6sea y analisis de grupo sanguineo 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
segun la practica de donacién de sangre rutinaria. Otras muestras Vel negativas usadas fueron de una coleccion de
donantes raros ensamblada de un esquema internacional de intercambio de muestras raras, SCARF
(http://scarfex.jove.prohosting.com/); o enviadas directamente a nuestro laboratorio de referencia para investigacion
por otros laboratorios de referencia. Los paneles de muestras de ADN usados para cribado para establecer prevalencia
de mutacién eran muestras anénimas de donantes de sangre suecos normales.

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

Numero de muestra Fenotipo Vel Comentarios Origen

Numero de muestra Fenotipo Vel Comentarios

1 Vel negativo Donante de sangre Suecia
2 Vel negativo Hermano de #1 Suecia
3 Vel positivo Hermano de #1 Suecia
4 Vel positivo Hijo de #1 Suecia
5 Vel positivo Hijo de #1 Suecia
6 Vel negativo Donante de sangre Suecia
7 Vel negativo Hermano de #6 Suecia
8 Vel negativo Hermano de #6 Suecia
9 Vel positivo Hermano de #6 Suecia
10 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
11 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
12 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
13 Vel positivo Donante de sangre sin parentesco Suecia
14 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
15 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
16 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
17 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
18 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
19 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
20 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
21 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
22 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco Suecia
23 Vel positivo Donante de sangre sin parentesco Suecia
24 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco EE UU
25 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco EE UU
26 Vel negativo Donante de sangre sin parentesco EE UU
27 Vel positivo Donante de sangre sin parentesco EE UU
28 Vel positivo Donante de sangre sin parentesco Suecia

Extraccion de acidos nucleicos

El ADN gendémico se prepard usando un procedimiento de precipitacion con sal modificado y se diluy6 a 100 ng/ul en
agua; o usando el kit QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen AB, Sollentuna, Suecia) y se uso sin diluir. Se extrajo ARN
total de sangre completa o de lineas celulares usando el reactivo Trizol® LS (Life Technologies Europe BV, Estocolmo,
Suecia) segun las instrucciones del fabricante.

Generacion y andlisis de datos de matriz de polimorfismo de nucleétido tnico

Se sometiéo ADN gendmico 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 nucledtido unico (SNP) usando micromatrices lllumina HumanOmni 2.5M
BeadChip (lllumina Inc, San Diego, CA, EE UU; el genotipado y asignacion genotipo se realizaron en la instalacion
SCIBLU, Universidad de Lund, Suecia). Los genotipos se asignaron en GenomeStudio (lllumina Inc). El indice de
asignacion 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 analizd
posteriormente.
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Se seleccionaron SNP autosémicos no ambiguos para ensayo de asociacion. Para encontrar SNP compatibles con
una herencia autosémica recesiva, se aplicé después un filiro que selecciond 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 asociacion. El ensayo de asociacion se llevé a cabo usando
los sujetos del panel EUR (n=379) en la publicacién 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 inspeccion de datos de asignacion de genotipo
sin filtrar.

Secuenciacion de SMIM1

El ADN genomico de 31 muestras Vel negativas y 10 Vel positivas se amplificé y secuencioé con los cebadores
388588int2f (SEQ ID NO. 15) y 388588ex4r (SEQ ID NO. 16) que flanqueaban los exones 3 y 4 y contenian 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
3500 Dx. El analisis de secuencia se realiz6 con software SeqEd v1.0 (Applied Biosystems).

El ARN total aislado de sangre completa o lineas celulares se convirti6 a ADNc usando el kit High Capacity (Applied
Biosystems) segun el protocolo. La amplificacion del ARNm se realizd con el kit Expand High Fidelity PCR (Roche
Diagnostics Corporation, Indianapolis, In, EE UU) usando los cebadores 388588cDNAf (SEQ ID NO. 11) y
388588cDNAr (SEQ ID NO. 12). Los productos se secuenciaron como se ha descrito anteriormente.

Ensayos de genotipado

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

i)  PCR-RFLP: se amplific6 ADN gendmico 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
tamafio del amplicon es arbitrario y el experto en la materia podria haber disefiado otros cebadores especificos
de gen que rodean la delecion. Los productos se digirieron con Styl a 37°C durante dos horas. Los productos se
analizaron en un gel de agarosa al 3% (véase la figura 2). El sitio de restriccion se abolia en la secuencia mutada.
En este ensayo, las bandas amplificadas eran de 459 y 442 pb respectivamente, sin embargo, el tamario del
amplicon es arbitrario y se podrian haber usado otros cebadores especificos de gen que rodean la delecion.

ii) PCR especifica de alelo (ASP): se amplific6 ADN genémico 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 proporcioné una banda de control interno mediante la amplificacion de un producto de 460 pb (tipo
salvaje) 0 443 pb (mutante). Se amplificaron especificamente bandas especificas de alelo de 266 pb (tipo salvaje)
0 249 (mutante) por sus respectivos cebadores (véase la figura 3).

iii) PCR especifica de gen (GSP): se amplific6 ADN gendmico con los cebadores LOCex3f_screen (SEQ ID NO. 22)
y LOCex3r_screen (SEQ ID NO. 23) que flanqueaban el exén 3 de SMIM1. Se distinguieron productos de PCR
especificos de alelo de 178 pb (tipo salvaje) o 161 pb (mutante) basado en el tamafio 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 genodmico aleatorias mediante GSP. Se identificaron treinta muestras heterocigotas. Por tanto, la
frecuencia alélica en la poblacion sueca del sur es 1 en 17 y la frecuencia calculada de individuos homocigotos
para la mutaciéon Vel es 1 en 1200.

PCR a tiempo real y analisis de datos

Se realizé PCR cuantitativa en tiempo real en 3 pyl de ADNc con sondas TagMan y el sistema de deteccion de
secuencias 7500 (Applied Biosystems), segun las instrucciones del fabricante. Los datos se analizaron usando el
Software de deteccion de secuencia 7500 version 1.3.1 (Applied Biosystems). Se detectaron transcritos de SMIM1
con un ensayo de expresion génica TagMan® (Hs01369635_g1, Applied Biosystems, que se une al limite exén 3-4).
Las cantidades diana de transcrito se normalizaron respecto al ARN ribosémico 18S (en sayo Hs99999901_s1). Todas
las muestras se corrieron en triplicados. La muestra con el menor valor Ct se usé como calibrador. Se consideraron
como positivos los resultados de cualquier muestra con al menos dos valores (Cy <40) detectados en el triplicado.

Amplificacion rapida de extremos de ADNc (RACE)
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Se aisld6 ARN mensajero a partir del ARN total extraido de células de médula 6sea cultivadas hacia maduracion
eritropoyética como se ha descrito previamente mediante un kit de aislamiento de ARNm (Roche Diagnostics
Corporation). Se realizé RACE con el kit FirstChoice RLM-RACE (Ambion) segun las recomendaciones del fabricante.
En 5-RACE, se sintetiz6 ADNc con cebadores aleatorios proporcionados con el kit. Se usaron los cebadores
especificos de gen Vel 332R (SEQ ID NO. 27), Vel 355R (SEQ ID NO. 28) y Vel 376R (SEQ ID NO. 29) para
amplificacion por PCR junto con los cebadores de 5’-RACE proporcionados en el kit. Para 3-RACE, se realiz6 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.

Atenuacion de SMIM1 con clones lentiviricos de ARNhc

SMIM1 se atenud de forma estable en lineas celulares eritroleucémica humana (HEL) y JK-1 mediante vectores de
ARNhc basados en lentivirus especificos para SMIM1. Se compraron las siguientes bibliotecas de Sigma:
TRCNO0000365551, TRCNO0000365607, TRCNO0000365620, TRCNO0000376652, TRCNO0000376653,
TRCNO0000376654, TRCN0000422700 a un titulo de 108 en el vector pLKO.1. La transduccién se realizé segun las
instrucciones del fabricante. Brevemente, se sembraron 1,6 x 10* de células HEL y JK-1 que expresaban establemente
SMIM1 en una placa de 96 pocillos en 100 ul de medio de crecimiento por pocillo en el dia de la transduccién. Se
afadié bromuro de hexadimetirina a cada pocillo a una concentracion final de 8 pg/ml. La transduccion con clones
lentiviricos de ARNhc se llevd a cabo a una MOI (multiplicidad de infeccion) que variaba entre 0,5 y 5. Se afiadieron
particulas de lentivirus de un control de transduccion no humano (SH202V, SIGMA), un control de eficacia de
transduccion (SHC203V, SIGMA), y particulas lentiviricas de ARNhc para SMIM1 a los pocillos que contenian las
células. La placa se centrifugd a 2300 rpm durante 30 min a 37°C. 4-5 horas después de la transduccion, 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 37°C en un incubador humidificado en una atmésfera de CO- al 5% durante 48 horas. El
medio que contenia particulas lentiviricas se retird y se afiadi6 medio nuevo. Se afiadi®é puromicina a una
concentracion de 1,75 pg/ml y 0,25 ug/ml para células HEL y JK-1, respectivamente. El medio que contenia farmaco
se sustituyé después cada dos dias durante un periodo de 8 dias. Después de ello, los clones se dejaron proliferar
hasta confluencia para analisis adicional, Las lineas celulares se analizaron por PCR en tiempo real,
inmunotransferencia y citometria de flujo (figura 9).

Tabla 2. Cebadores usados en la investigacion de SMIM1
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Tamano
Nombrelge':)gtli)or (SEQ Secuencia5’ a 3’ Fin prc;g:;l)cto
wt/mut

388588cDNAf CGCACCTCAGCCCACGAC Amplificacion 472/455
(SEQID NO. 11) &

Secuenciacion
388588cDNAr TCCAGGCCTGTGCTCTCAC
(SEQID NO. 12)
Vel negativoF GCCGAATTCGCCACCATGCAGCCCCAGGAGAGC | Clonacion & | 257/240
(SEQ ID NO. 13) Expresion
Vel negativoR2 GCCGGATCCCCCTTATTTGCACTTGTGCACATA
(SEQ ID NO. 14)
388588i nt2f TCTCCTAACAGCAGCCTCAG Amplificaciony | 745/728
(SEQ ID NO. 15) secuenciacion
388588ex4r TGTCTCCAGGCCTGTGCTC
(SEQ ID NO. 16)
?gg%g%nrt\?(f) - CAGCTCAGCAAACCGCAGC Secuenciacion
388588int3r GGCGCTCTGCTGGAGTCA
(SEQ ID NO. 18)
388588int3r2 CTGGGCGCTCTGCTGGAG Secuenciacion | 266
(SEQ ID NO. 19) ASP
388588wtex3f CGGAGTCAGCCTAGGGGC Cribado por
(SEQ ID NO. 20) ASP
388588mutex3f GGACGGAGTCCAGCACAG 249
(SEQ ID NO. 21)
LOCex3f_screen ACAGCCTGGCCACCTGTCTTG Cribado por 178/161
(SEQ ID NO. 22) GSP
LOCex3r_screen CTGCGGCAGCGTGAGGC
(SEQ ID NO. 23)
cebador RACE Vel 59F GGCCGCAGTGGGCAGGCTC 3 RACE
(SEQ ID NO. 24)
cebador RACE Vel 176F | CTCAGGCAAGGTTCTCCGGTGA
(SEQ ID NO. 25)
cebador RACE Vel 280F | AGGAGAGCCACGTCCACTATAG
(SEQ ID NO. 26)
cebador RACE Vel 332R | GCAGCGTGAGGCCTCTTCTGTG 5 RACE
(SEQ ID NO. 27)
cebador RACE Vel 355R | CACAGCCTCTGGGAGATCCTGC
(SEQ ID NO. 28)
cebador RACE Vel 376R | GATGCCCAGCTTGCCCGTGC
(SEQ ID NO. 29)

Ejemplo 3: Generacion de anticuerpos de conejo

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

Péptido 1
Péptido 2
Péptido 3
Péptido 4
Péptido 5

MQPQESHVHYSRWED (SEQ ID NO.6)
SRWEDGSRDGVSLGA (SEQ ID NO.7)

GVSLGAVSSTEEASR (SEQ ID NO.8)

EASRCRRISQRLCTG (SEQ ID NO.9)
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 proteina predicha.
La sintesis de péptidos y la produccién de anticuerpos se compré como un servicio de Innovagen AB (Lund, Suecia).
Los sueros post-inmunizacion se ensayaron por hemaglutinacién e inmunotransferencia. Ningun anticuerpo era
especificamente reactivo por técnicas de hemaglutinacion serolégica rutinaria (descritas posteriormente), sin embargo,

anti-péptido 1 e
posteriormente.

ELISA

ra muy especifico como se indica en la seccidn que describe los experimentos de inmunotransferencia
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Se realizé ELISA para determinar si el anti-Vel policlonal reconocia especificamente los péptidos lineales 1-4. El
péptido 5 era una secuencia mezclada del péptido 1. Se usé una concentracion de 0,01 ug/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 relacién anti-K y plasma inerte (suero
AB). El anticuerpo no unido se lavd, y la placa se incubé con anti-lgG humana de cabra marcado con HRP (BioRad
Laboratories). Después de lavar, las reacciones se desarrollaron con cromégeno TMB Single Solution para ELISA
(Invitrogen) y se pararon con HCI 1 M. Las reacciones se leyeron a 450 nm mediante un lector de ELISA.

SDS-PAGE y analisis de inmunotransferencia del anti-péptido 1 de conejo

Se prepararon membranas de eritrocitos como se ha descrito previamente; y se solubilizaron con Nodidet P-40 al 1%.
El solubilizado se mezclé con voliumenes iguales de tampon de muestra de Laemmli con o sin la adiciéon de
mercaptoetanol al 5% dependiendo de las condiciones requeridas. Antes de cargar, las muestras se calentaron a 95°C
durante 5 minutos. Las membranas de GR solubilizadas (15 pl) 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 alcanzé la parte inferior del
gel. El gel se tifié con SimplyBlue™ SafeStain (Life Technologies), o las proteinas se transfirieron a membranas de
difluoruro de polivinilideno (PVDF). Las membranas se bloquearon en leche desnatada al 5%/solucion salina
tamponada en fosfato (PBS) durante 1 hora a temperatura ambiente, después se enjuagaron en PBS antes de la
incubacién con anti-péptido 1 (sangrado #2, diluido 1:20.000) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de la
incubacion, las membranas se lavaron 3 x 10 minutos en PBS/Tween (PBST), después se incubaron durante 1 hora
a temperatura ambiente con anti-IgG de conejo de cabra marcado con peroxidasa de rabano (HRP) (Agrisera, Vannas,
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) segun las instrucciones del fabricante. Las membranas marcadas se sellaron en
plastico y después se expusieron a pelicula (Hyperfiim ECL, Life, Technologies) durante un tiempo apropiado,
determinado por una exposicion inicial de 60 segundos, y se revelaron manualmente. Las membranas se volvieron a
probar con un anti-GAPDH murino (clone 6C5, Millipore, Solna, Suecia), diluido 1:5000, se lavaron e incubaron con
anti-lgG de ratdn 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 proteinas SMIM1 reconocia
especificamente una proteina que estaba presente en individuos Vel positivos, pero ausente en individuos Vel
negativos.

Ejemplo 4: Citometria de flujo

Se realizé citometria de flujo en GR, lineas celulares y células transfectadas. Una suspension de aproximadamente
0,5 x 10° GR o 10° células cultivadas en PBS que contenia seroalbimina bovina al 1% (PBS/BSA) se ensay6 con anti-
Vel humano policlonal, diluido 1:4 en PBS/BSA. Se incluyé suero AB como control para union inespecifica. Después
de lavar el anticuerpo primario sin unir, las células se incubaron con fragmento F(ab’); de conejo anti-IgG humana
conjugado a FITC (Dako, Electra-Box Diagnostica AB, Estocolmo) diluido 1:4 (GR) o con fragmento F(ab’), de cabra
AffiniPure anti-lgG humana conjugado con ficoeritrina (PE) (Jackson Immunoresearch Europe Ltd, Newmarket,
Inglaterra) diluido 1:40 (lineas celulares y células transfectadas). Las células se lavaron dos veces como antes y se
resuspendieron en 300 ul de PBS. El analisis se realiz6 con el citrometro 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 compensacion positivos en analisis por FACS tricolor de células K562 transfectadas. Las células
viables se seleccionaron para sefal doble positiva en los canales de GFP y PE y se asumié que eran Vel positivas.

Se sabe bien en el campo que la expresion del antigeno Vel varia entre los GR de un individuo Vel positivo y otro. La
figura 7a muestra la variacion entre los GR de donantes de sangre normal que se sabe son homocigotos para SMIM1
de tipo salvaje. La figura 7b muestra la expresion media del antigeno obtenida por analisis de citometria de flujo de
muestras de 37 donantes de sangre (genotipo 16 w/m; 21 w/w). La figura 7c muestra la expresién del antigeno Vel
después de la sobreexpresion de SMIM1 de longitud completa.

Anadlisis serolégico

Se usaron técnicas de aglutinacion estandar para la identificacion de anti-Vel, fenotipado de GR y ensayos de
hemaglutinacién/inhibicion. Anti-Vel se purificé por afinidad mediante adsorcién a y elucion de GR Vel positivos. Se
prepararon eluatos usando el kit Elu-Kit Il (Immucor Inc., Norcross, EE UU).

Ejemplo 5: Expresion de SMIM1 en células K562
Plasmidos

La secuencia de ADNc entera (exones 1-4) del gen SMIM1 se amplificé de donantes de sangre Vel positivos y Vel
negativos y se insertd en el vector plasmido positivo para proteina fluorescente verde (GFP) pIRES2-ZsGreen1 por
digestion con enzimas de restriccion usando EcoR1 y BamH1. Después de la religacion, células de E. coli
quimicamente 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 contenian kanamicina. Se amplificaron colonias por PCR y se
secuenciaron para confirmar la presencia y orientacion del inserto. Las colonias que contenian la secuencia de tipo
salvaje (pEF10-LOCwt), la secuencia mutante (pEF1a-LOCmut) o el vector vacio (pEF1a-IRES-ZsGreen1) se
cultivaron durante la noche en mudltiples tubos de 15 ml que contenian 5 ml de medio LB y 5 pl de kanamicina. Se
prepararon minipreps usando el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific, #K0502). Se evaluaron medidas de
la concentracion y pureza del ADN de plasmido 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 transfeccion

Las células K562 se cultivaron en medio RPMI 1640 (Gibco, Life Technologies) suplementado con suero bovino fetal
(SBF; Gibco) al 10% a 37°C en una atmésfera humidificada que contenia CO- al 5%. Las células K562 cultivadas se
mezclaron con 10 ug de plasmido que contenia vectores de tipo salvaje, mutante o control y se electroporaron usando
el sistema de electroporacién Gene Pulser Il (BioRad Inc. Carlsbad, CA) y se incubaron durante 48 h antes de ser
analizadas por citometria de flujo.

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

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

1) PCR especifica de gen (GSP): se puede amplificar ADN genémico con los cebadores LOCex3f_screen (SEQ ID
NO. 22) y LOCex3r_screen (SEQ ID NO. 23) que flanqueaban el exén 3 de SMIM1. Se distinguen facilmente
productos de PCR especificos de alelo de 178 pb (tipo salvaje) o 161 pb (mutante) basado en el tamafio 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 gendmico con los cebadores 388588int2f (SEQ ID NO. 15) y 388588int3R2
(SEQ ID NO. 19).

En este ensayo, las bandas amplificadas son de 459 y 442 pb respectivamente, sin embargo, el tamafo del
amplicon es arbitrario y se podrian usar otros cebadores especificos de gen que rodean la delecion.

Los productos se digirieron con Styl a 37°C durante dos horas. Los productos se analizaron en un gel de agarosa
al 3% (véase la figura 2). El sitio de restriccion se abolia en la secuencia mutada.

3) PCR especifica de alelo (ASP): se puede amplificar ADN gendmico 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 proporcioné una banda de control interno mediante la amplificacion de un producto de 460 pb (tipo
salvaje) 0 443 pb (mutante). Se amplificaron especificamente bandas especificas de alelo de 266 pb (tipo salvaje)
0 249 (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 sanguineo de alta prevalencia (véase la figura 5). Los individuos Vel-, es decir, mutantes de SMIM1
homocigotos se identifican por la ausencia de la banda especifica de SMIM1 en presencia de las restantes cinco
bandas especificas para otros loci de grupo sanguineo.

Métodos adicionales utiles incluyen ensayos basados en genotipado semiautomatizados (medio y alto rendimiento)
que incorporan facilmente cribado para Vel en sus plataformas. Esto se logra incorporando una sonda que abarca la
secuencia delecionada de modo que el genotipado rutinario da una sefal negativa en ausencia de la secuencia de
tipo salvaje. Este es el método mas sencillo para detectar muestras Vel negativas, sin embargo, software que distingue
homocigotos de heterocigotos podria subir el nivel de sofisticacion mediante la incorporacion de una sonda de tipo
salvaje y normal en la tecnologia. Las secuencias de sondas que son utiles (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)
y 388588mutex3f (SEQ ID NO. 21).

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

BLODChip (Progenika Biopharma, SA) es una plataforma de micromatriz que incorpora sondas especificas de alelo
(habitualmente basadas en polimorfismos de nucleétido Unico) que capturan productos de PCR marcados que
contienen el alelo de interés. Por ejemplo, una reaccion de PCR multiplex amplifica del ADN gendmico regiones
seleccionadas de diferentes genes de grupos sanguineos que contienen polimorfismos que definen antigenos. Los
productos de PCR se marcan e hibridan a la micromatriz que esta impresa con ambas permutaciones en un alelo. El
producto de PCR hibridara con la sonda que contiene el SNP especifico de alelo en una posicién especifica. Las
reacciones positivas se determinan por un lector laser. Las secuencias de las sondas que se podrian incorporar en tal
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plataforma incluirian SEQ ID NO. 20 para la deteccion del alelo de tipo salvaje de Vel (es decir, Vel+), y SEQ ID NO.
21 para la deteccion del alelo mutante de Vel (es decir, Vel negativo). Dependiendo de los requisitos del sistema, es
decir, cebadores oligonucleotidicos mas largos de 18 pares de bases, las sondas se podrian elongar en cualquier
extremo con la secuencia consenso sin afectar la especificidad.

El kit HEA BeadChip™ (Immucor, Inc.) es una tecnologia que emplea bolas a las que sondas oligonucleotidicas
especificas de alelo se han unido a bolas de colores. El color determina la firma de cada bola, y tras la produccion, se
ordenan a una oblea de silicona que es la plataforma de prueba. Como antes, una reaccion de PCR multiplex amplifica
del ADN gendmico regiones seleccionadas de diferentes genes de grupos sanguineos que contienen polimorfismos
que definen antigenos. Estos productos se mezclan con las bolas, y en contraste con lo anterior, la tecnologia se basa
en la extension especifica de alelo de la hebra de ADN e incorporacion del producto de PCR marcado. De nuevo, la
delecion de 17 pb en SMIM1 se podria explotar por esta tecnologia usando sondas que incorporan SEQ ID NO. 20 o
SEQ ID NO. 21 en el sitio de sintesis activa.

La tecnologia MassARRAY® iPLEX® (Sequenom® GmbH) ha desarrollado una plataforma de espectrometria de
masas por desorcidn/ionizacion laser asistida por matriz tiempo de vuelo (MALDI-TOF) para la deteccién de alelos de
grupo sanguineo especificos. Esta tecnologia basa la deteccion de un alelo especifico en la diferencia de masa entre
un alelo y su homdlogo y se ha mostrado que es muy especifica [5]. Es una tecnologia flexible que permite la
incorporacion rapida de alelos deseables. Actualmente, Sequenom® GmbH tiene una plataforma a punto para la
deteccion de alelos de grupo sanguineo comunes y estan buscando expandir la deteccidon de alelos que codifican
otros antigenos de grupo sanguineo clinicamente significativos.

Ademas de las tres plataformas mencionadas anteriormente, la presente divulgacion se podria integrar en y hacer uso
de cualquier matriz de fase sdlida o liquida para el genotipado que se basa en la hibridacion especifica de alelo,
extension o reconocimiento podria incorporar sondas que incluyen SEQ ID NO. 20 o SEQ ID NO. 21 para la
determinacion especifica del fenotipo Vel positivo y Vel negativo respectivamente.

Ejemplo 8. Caso clinico |

Una mujer de 72 afios de edad, grupo sanguineo B, RhD positivo, esta programada para la reparacion de una arteria
carétida con poco riesgo asociado de hemorragia. Se le habia transfundido ocho afios antes, después de traumatismo
ortopédico en otro hospital regional, aunque los detalles no estaban disponibles. En ese momento, se habian detectado
anticuerpos irregulares en su plasma y se atribuyeron lo mas probable debido a un autoanticuerpo. Debido a la baja
probabilidad de que la paciente requiriera sangre, la cirugia se empieza incluso aunque la investigacion seroldgica
actual no estd completa y como se ha demostrado previamente la presencia de anticuerpos irregulares hacia un
antigeno indeterminado. La hemorragia preoperatoria es modesta, pero la paciente padece un infarto de miocardio el
dia 1 posoperatorio y se inicia una transfusion de sangre con una unidad de eritrocitos compatibles. Después de 50
ml de sangre, la paciente tiene una reaccion a la transfusion, con escalofrios y vomitos y la transfusion se para. La
investigacion serologica extendida demuestra que la paciente tiene un anti-Vel que era la causa de su reaccion a la
transfusion. La expresion variable conocida del antigeno Vel en eritrocitos y la reactividad relativamente débil del
anticuerpo de la paciente in vitro contribuyeron a que la paciente recibiera una unidad de sangre Vel positiva. El
presente caso clinico ejemplifica la necesidad para los ensayos genéticos de grupo sanguineo Vel mejorados
proporcionados utilizando los métodos de la presente divulgacion.

Ejemplo 9: Caso clinico Il

Se pidieron dos unidades de GR para una mujer de 44 afios de edad con insuficiencia renal y cancer. Un cribado de
anticuerpos pretransfusion revel6 que su plasma contenia 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 calent6é a 37°C. Basado en estos resultados, el laboratorio juzgdé que el anticuerpo no era clinicamente
significativo (“anticuerpo reactivo en frio”), y la paciente se transfundié con 2 unidades de sangre. La paciente muri6 8
horas después tras una reaccion hemolitica a la transfusion. Una investigacion de anticuerpos post-mortem realizada
por un laboratorio de referencia demostré que el plasma de la paciente contenia un potente anti-Vel hemolitico que
fue la causa de la reaccion a la transfusion letal [6]. El presente caso clinico es un ejemplo adicional de la necesidad
largamente sentida para pruebas de grupo sanguineo Vel mejoradas tal como la prueba genética proporcionada por
la presente divulgacion para evitar consecuencias potencialmente letales de las herramientas y métodos actualmente
insatisfactorias disponibles para el fenotipado de Vel e identificacion de anti-Vel.
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cagagacgcg
cgcagtgggce
cgtgccctgg
ccgeeegget
ccectteecegg
gcgtetgecg
ccctgaccge
ggggccctga
cttcctgeac
ggggagtccce
cgtttactga
gggtgacttg
gaacacactg
tggagcctca
gcagctccag
tttcacagaa
tgacttggga
ctggggctgg
gtgaacctcg

cagtagaggc

gggacacagg
aggtgcgact
actgaccccce
ccttgecegg
cccttagcecaa
cacctcagcce
aacctggccce
ggcgetgtgg
tcacaagcce
tgatgggttce
gcaagtgagg
ggaacaacgt
ggcttgaccc
gcactcececga
cagctccage
gcaaactctce
aagcaggggt
cacattgctg
ggtaggcage

tgggcctcte
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tgaggcgege
gtgcgeggece
accggcectaa
ctcettgtgg
gatcggcette
cacgacctgce
agaggcccca
ggtgaagagg
ccaggaggtg
ctgecegecac
gaggccagcc
gttctacgte
ctcccaccgg
gactaatgct
catcacgtcg
ccatccectg
ggtggtatta
ctgggaccag

tgaccgctece

cgggcctgag

ggggtccggg
tcgectggetg
ccecgeggtge
ctgctgggga
tcecggtecace
cccgctggga
gccctcagge
tctatggagg
ccaggatccg
acctgtgacc
tcaagggccg
agcaagacag
gaggcccatg
gcgtggatgt
agtctggaag
ctgcaccctg
agcttgtett
aatgggattc
acatgctccg

tgccaggctg

42

ctgcggctte
agaactggcg
ggggccaggg
ccceccgacac
tttatttttt
ggtgcgggcece
aaggttctcc
ggcgectgtg
ggagcctcce
atcacatgag
gctctggtgg
gaacccatga
gtgggctgcet
cgggttgcaa
aaggaggtgg
gctectggac
acccgggtca
tgcacaccag
ggaaaacagc

cactgagcca

ccggtgegge
g9ggtggggg
ccggaactge
cagccacttt
taggctcgag
gctggccagg
gggtaagtgt
tacctagggce
agggcctgga
tgtggagaga
ctgtgcaccg
tcccagagtt
gctgtggact
ggcggetget
ctgctgectge
cccagcetggg
tggctgttac
gcaagagggce
acccatactc

gggctcccac

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



cgaaggcaca
gcagacatgg
tcttgcaggg
tcagececttcece
ccattgectg
cccagcagac
gceecctececa
ccagagggta
tagtgcttgg
gccaggcacce
gcccageagg
tacgaccctce
tcagtgcatc
caacccacac
cccagacagg
ccececccecte
aggaggggga
gagggtggca
tgtgctggaa
aattctcgcet
gtctaggtca
agtgcccctce
gttttacagt
ccecteeccege
tgggaggacg
tcacgctgece
ccectecagag
ggctgggage
ggctgtggge
acccagacca

caccteccagt

tcgccatgaa

tcacaggcta

ggccgea

ctttatggcet

aagtgccggg
gagtggctge
ccgctggagg
cccgaggacce
cagagagctg
actcctceccac
aaggaggtgc
agttcctget
gagctgagtg
gagctggect
ctgtctectgt
atgccceccca
aggctgagga
gaccggtcta
ccctggecag
cagttatcag
ggctgtgcag
ggaaacactg
tggtcccatce
cctgttaagt
tcctaacage
gaagccacag
tgcagcccecceca
gcagcaggga
gcaggtgagg
acgcctgece
ccacggtcca
ggggagagct
acggccacag

tggttctcac
ggtgctggge

ctatgtgcac
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ttgagacagce
agtctcagaa
tgtgeccttta
gggcccagca
ccactectgg
accccagtcce
ccccacacce
ttagagtccg
cagtccecegt
ccgagatgca
tggggceggg
agggcctccce
agccccagec
cacagctgct
gctgtaccag
cctcecccaga
gggctgcage
gctcectgat
gcctcececcaca
ctceceggect
caggcgacag
agcctcagag
cctggecace
cagcatgcag
cggagtcagce
ggcctgaggg
taacccctge
gcagctcage
tcctettgac
tccacttagg

cccaggatct
ggcgtggecce

aagtgcaaat

tcecttetgee

ctgcctgggg
ggcctetgtg
aagcctcagce
gggccagatg
cacagcctgg
ccttaggtaa
ggctggctca
ggtctccteg
aagatgagtc
ccecctectge
caaggccttg
ctcctagagg
gccactgect
ccgctgeeee
ggccagaagg
ctagattggg
aaaagcaccg
tgcctgaggt
gaccctggge
acccggtgag
ggggtcttga
tgtcttgate
ccccaggaga
ctaggggctg
cagcctgcecca
taccggcececcece
aaaccgcagc
tccagcagag
gggcceccteca

cccagaggct

tcttctggat

aaatgctgcece
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tctctggget
cctgagttte
ccgatgacct
tcctagaagt
ctgagagggg
gtgggttgtc
ataggaggtc
ggccggecgg
cccctetggg
ccaggtctge
tctgggcage
aatccacccc
tgtgggtggg
ggggccagcec
ggacctgctg
cgccttateg
ccacaatgtce
gggaagggag

cagggcttgg

aaatgactct
ggagtcagce
ctgccgecect
tcceccaccega
gccacgtcca
tgtccagcac
gccatagcag
atcaccctce
ctttggectt
cgcccaggece
tgcggececctg

gtgcacgggce

catcttcatc

ccgcatgcac

ttgggggaag
tgagctggcet
gggaggaagg
gaggggcctg
acactggggg
aacttctcgt
gaaacagagg
gcagctgtge
cacttgggct
aggagttgga
cacccagcece
ggcccegtge

ggaggggctg

acgcatccte
ccctgeececa
ggcagggtta
ctegtctett
gctcctggag
cctgagatgg
accactttgt
cccgaccectt
ccatccgett
gaaggccceg
ctatagtagg
agaagaggcc
gctggtgtct
accccatcecct
ccctetggtt
cctececectg

gcctgggget

aagctgggca
ctgggctacc

gcggggggcet

1260

1320

1380

1440

1500
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1740

1800
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2100
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2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580
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2880

2940
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3060
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3180
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<210> 2
<211> 3170
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
cagagacgcg

cgcagtgggce
cgtgccectgg
ccgeecgget
ccecttecegg
gcgtctgececg
ccctgaccge
ggggccctga
cttcectgeac
ggggagtccc
cgtttactga
gggtgacttg
gaacacactg
tggagcctca
gcagctccag
tttcacagaa
tgacttggga
ctggggctgg
gtgaacctcg
cagtagaggc
cgaaggcaca
gcagacatgg
tcttgcaggg
tcagcecettece

ccattgectg

gggacacagg
aggtgcgact
actgacccce
ccttgcecegg
cccttageaa
cacctcagcc
aacctggcce
ggcgetgtgg
tcacaagcce
tgatgggttec
gcaagtgagg
ggaacaacgt
ggcttgacce
gcactcccga
cagctccage
gcaaactctc
aagcaggggt
cacattgctg
ggtaggcagc
tgggcctcete
ctttatggcet
aagtgccggg
gagtggctge
ccgetggagg

cccgaggace
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tgaggcgcege
gtgcgcggec
accggcctaa
ctcecttgtgg
gatcggctte
cacgacctgce
agaggcccca
ggtgaagagg
ccaggaggtg
ctgcecgecac
gaggccagece
gttctacgtc
ctceccacegg
gactaatgct
catcacgtcg
ccatcccctg
ggtggtatta
ctgggaccag
tgaccgctce
cgggcctgag
ttgagacagc
agtctcagaa
tgtgccttta
gggcccagca

ccactcctgg

ggggtceggg
tcgcectggetg
cccgeggtge
ctgctgggga
tcecggteace
cccgctggga
gccctecagge
tctatggagg
ccaggatccg
acctgtgacc
tcaagggcceg
agcaagacag
gaggcccatg
gcgtggatgt
agtctggaag
ctgcaccctg
agcttgtett
aatgggattc
acatgctcecg
tgccaggcetg
tccttetgee
ctgcctgggg
ggcctetgtg

aagcctcage

gggccagatg

44

ctgcggette
agaactggcg
ggggccaggg
cccccgacac
tttatttttt
ggtgcgggec
aaggttctcce
ggcgectgtg
ggagcctece
atcacatgag
gctetggtgg
gaacccatga
gtgggetget
cgggttgcaa
aaggaggtgg
gctcecctggac
acccgggtcea
tgcacaccag
ggaaaacagc
cactgagcca
tctectggget
cctgagtttce
ccgatgacct

tcctagaagt

ctgagagggg

ccggtgegge
gg9g9g9tggggg
ccggaactge
cagccacttt
taggctcgag
gctggccagg
gggtaagtgt
tacctagggce
agggcctgga
tgtggagaga
ctgtgcaccg
tcccagagtt
gctgtggact
ggcggctget
ctgctgetge
cccagctggg
tggctgttac
gcaagagggc
acccatactc
gggctcccac
ttgggggaag
tgagctggcet
gggaggaagg
gaggggcctg

acactggggg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



cccagcagac
gcceecteca
ccagagggta
tagtgcettgg
gccaggcacc
gcccagcagg
tacgaccctc
tcagtgcatc
caacccacac
cccagacagg
ccececcececte
aggaggggga
gagggtggca
tgtgctggaa
aattctecget
gtctaggtca
agtgcccctce
gttttacagt
ccccteccge
tgggaggacg
aggggcctga
ccctaacccee
ccagcagctc
gcttectcte
cagtccactt
caccccagga
ggcggegtgg
cacaagtgca
<210>3

<211> 530
<212> ADN

cagagagctg
actcctccac
aaggaggtgc
agttcctget
gagctgagtg
gagctggect
ctgtctetgt
atgccccccea
aggctgagga
gaccggtcta
ccctggceecag
cagttatcag
ggctgtgcag
ggaaacactg
tggtccecate
cctgttaagt
tcctaacage
gaagccacag
tgcagcccca
gcagcaggga
gggcagcectg
tgctacegge
agcaaaccgc
aactccagca
agggggcccc
tctececcagag
ccctettetg

aataaatgct

<213> Homo sapiens

<400> 3
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accccagtcce
ccccacacce
ttagagtccg
cagtcceegt
ccgagatgca
tggggceggg
agggcctccce
agccccagcec
cacagctgcet
gctgtaccag
cctecccaga
gggctgcage
gctcectgat
gcctecccaca
ctceceggect
caggcgacag
agcctcagag
cctggceccace
cagcatgcag
cggagtccag
ccagccatag
cccatcacce
agcctttgge
gagcgcccag
tcatgcggece
gctgtgcacg
gatcatcttc

gccecegeatg

cacagcctgg
ccttaggtaa
ggctggctca
ggtctecteg
aagatgagtc
cccctectge
caaggccttg
ctcctagagg
gccactgcect
ccgectgecee
ggccagaagg
ctagattggg
aaaagcaccg
tgcectgaggt
gaccctggge
acccggtgag
ggggtcttga
tgtcttgate
ccccaggaga
cacagaagag
caggctggtg
tccaccccat
cttcecctetg
gccectecee
ctggcctggg
ggcaagctgg
atcctgggcet

cacgcggggg
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gtgggttgtc
ataggaggtc
ggccggecgyg
cccctetggg
ccaggtctge
tctgggcagce
aatccacccc
tgtgggtggg
ggggccagcec
ggacctgctg
cgeecttateg
ccacaatgtc
gggaagggag
cagggcttgg
aaatgactct
ggagtcagce
ctgcegecct
tccccaccga
gccacgtcca
gcctcacget
tctcecteca
cctggetggg
gttggctgtg
ctgacccaga
gctcacctece
gcatcgccat
acctcacagg

gctggeegea

aacttctcgt
gaaacagagg
gcagctgtge
cacttgggcet
aggagttgga
cacccagccce
ggccccgtge

ggaggggctg

acgcatccte
ccctgececa
ggcagggtta
ctecgtctett
gctcctggag
cctgagatgg
accactttgt
cccgaccectt
ccatcecgett
gaaggccccg
ctatagtagg
gccgecaggtg
gagacgcctg
agcccacggt
ggcggggaga
ccaacggcca
agttggttct
gaaggtgctg

ctactatgtg

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3170



10

15

ggtgaggcgce
ggcgtetgece
gcecctgaceg
acagcctgge
cccacagcat
gggacggagt
tctceccagag
ccctettetg

aataaatgct

<210> 4
<211> 513
<212> ADN

gcggggteceg
gcacctcage
caacctggcce
cacctgtctt
gcagccccag
cagcctaggg
gctgtgcacg
gatcatctte

gcceegeatg

<213> Homo sapiens

<400> 4

ggtgaggcge gcggggtcecg

ggcgtetgece
gccctgaceg
acagcctggce
cccacagceat
gggacggagt
acgggcaagc
ttcatcctgg

atgcacgcgg

<210>5
<211>78
<212> PRT

gcacctcagc
caacctggcc
cacctgtett
gcagccccag
ccagcacaga
tgggcatcge
gctacctcac

ggggctggee

<213> Homo sapiens

<400> 5
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ggctgcgget
ccacgacctg
cagaggccce
gatctcceca
gagagccacg
gctgtgteca
ggcaagctgg
atcctgggcet

cacgcggggg

ggctgegget
ccacgacctg
cagaggcccce
gatctcccca
gagagccacg
agaggcctca
catgaaggtg
aggctactat

gcaaaaaaaa

tceceggtgeg
cceegetggg
agccctcagg
ccgagaaggce
tccactatag
gcacagaaga
gcatcgccat
acctcacagg

gctggcegea

tcceggtgeg

ccccgetggg
agccctcagg
ccgagaaggce
tccactatag
cgctgecegea
ctgggcggceg
gtgcacaagt

aaa

gccgeagtgg
aggtgcggge
caaggttcte
ccegececte
taggtgggag
ggcctcacge
gaaggtgctg
ctactatgtg

daaaaaaaaa

gccgeagtgg
aggtgcggge
caaggttctce
ccecgeccecte
taggtgggag
ggatctccca
tggccctett

gcaaataaat

gcaggctcga
cgctggecag
cggtgaagcce
ccgetgeage
gacggcagca
tgccgcagga
ggcggegtygg

cacaagtgca

gcaggctcga
cgctggeccag
cggtgaagcce
ccgctgcage
gacggcagca
gaggctgtge
ctggatcatc

gctgecceege

Met Gln Pro Gln Glu Ser His Val His Tyr Ser Arg Trp Glu Asp Gly

1

5

10

15

Ser Arg Asp Gly Val Ser Leu Gly Ala Val Ser Ser Thr Glu Glu Ala

20

25

30

Ser Arg Cys Arg Arg Ile Ser Gln Arg Leu Cys Thr Gly Lys Leu Gly
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360
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480
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Ile Ala Met Lys Val Leu Gly Gly Val Ala Leu Phe Trp Ile Ile Phe

50 55

60

Ile Leu Gly Tyr Leu Thr Gly Tyr Tyr Val His Lys Cys Lys

65 70

<210> 6

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

75

Met Gln Pro Gln Glu Ser His Val His Tyr Ser Arg Trp Glu Asp

1 5

<210>7

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 7
Ser Arg Trp Glu Asp Gly Ser Arg Asp
1 5

<210>8

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8
Gly Val Ser Leu Gly Ala Val Ser Ser
1 5

<210>9

<211>15

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Glu Ala Ser Arg Cys Arg Arg Ile Ser
1 5

<210>10

<211>16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

Cys Pro Glu Ser Trp His Ser Tyr Met
1 5

<210> 11

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de ADNc 388588cDNAf

<400> 11
cgcacctcag cccacgac

<210> 12

10 15

Gly Val Ser Leu Gly Ala
10 15

Thr Glu Glu Ala Ser Arg
10 15

Gln Arg Leu Cys Thr Gly
10 15

Arg Val Gln His Glu Gln Asp
10 15

47

18
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<211>19
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de ADNc 388588cDNAr

<400> 12
tccaggectg tgcectetcecac

<210> 13

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR Vel negativoF

<400> 13
gccgaatteg ccaccatgca geccccaggag age

<210> 14

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR Vel negativoR2

<400> 14
gcecggatcecece ccttatttge acttgtgecac ata

<210> 15

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR 388588int2f

<400> 15
tctecctaaca gcagectcag

<210> 16

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR 388588ex4r

<400> 16
tgtctccagg cctgtgete

<210> 17

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR 388588int3f

<400> 17
cagctcageca aaccgcage

19

33

33

20

19

19

48
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<210> 18

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR 388588int3r

<400> 18
ggcgetetge tggagtca

<210> 19

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR 388588int3r2

<400> 19
ctgggcgete tgctggag

<210> 20

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR especifica de alelo —

<400> 20
cggagtcagc ctaggggce

<210> 21

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> cebador de PCR especifica de alelo —

<400> 21
ggacggagtc cagcacag

<210> 22

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR LOCex3f_screen

<400> 22
acagcctgge cacctgtett g

<210> 23

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de PCR LOCex3r_screen

<400> 23

ES 2713162713

388588wtex3f

388588mutex3f

49
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18
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ctgcggcage gtgagge

<210> 24

<211>19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 59F

<400> 24
ggccgecagtg ggcaggcte

<210> 25

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 176F

<400> 25
ctcaggcaag gttctceggt ga

<210> 26

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 280F

<400> 26
aggagagcca cgtccactat ag

<210> 27

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 332R

<400> 27
gcagcgtgag gecctcettetg tg

<210> 28

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 355R

<400> 28
cacagcctct gggagatcct gc

<210> 29

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador de RACE Vel 376R

ES 2713162713

50

17

19

22

22

22
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<400> 29
gatgcccage ttgeccegtge 20

<210> 30

<211>185

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(185)

<223> exo6n 3 de SMIM1

<400> 30
tgaagccaca gcctggceccac ctgtcttgat ctccccacecg agaaggcccce gcccectecceg 60

ctgcagccece acagcatgca geccccaggag agccacgtcece actatagtag gtgggaggac 120

ggcagcaggg acggagtcag cctaggggct gtgtccagca cagaagaggc ctcacgctge 180

15

20

25

30

35

40

cgcag

<210> 31

<211>17

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(17)

<223> Secuencia de la delecién de 17 pb

<400> 31
agcctagggg ctgtgte

<210> 32

<211> 3778

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(3778)

<223> Fenotipo SMIM1 mutante extendido al posterior codén de terminacion

<400> 32

51

185

17



ggtgaggcgce
ctgtgcgegg
ccaccggect
ggctecttgt
aagatcggct
cccacgacct
ccagaggccc
ggggtgaaga
ccccaggagg
tcetgecegece
gggaggccag
gtgttctacg
cccteccace
gagactaatg
gccatcacgt
tccecatecee
gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccget

tccgggectg

gcggggtecg
cctegetgge
aacccgeggt

ggctgetggg

tcteceggtea
gccecgetgg
cagccctecag
ggtctatgga
tgccaggatc
acacctgtga
cctcaaggge
tcagcaagac
gggaggccca
ctgcgtggat
cgagtctgga
tgctgcacce
taagcttgtce
agaatgggat

ccacatgctc

agtgccaggc

ggctgcggcet
tgagaactgg
gcggggccag
gaccecccgac
cctttatttt
gaggtgcggg
gcaaggttct
ggggcgectg
cgggagcectce
ccatcacatg
cggctctggt
aggaacccat
tggtgggctg
gtcgggttge
agaaggaggt
tggctectgg
ttacccgggt
tctgcacacc
cgggaaaaca

tgcactgagc

ES 2713162 T3

tccecggtgeg
cgggggtggg
ggccggaact
accagccact
tttaggcteg
ccgctggeca
ccgggtaagt
tgtacctagg
ccagggcctg
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag
ctgctgtgga
aaggcggcetg
ggctgetget
accccagetg
catggctgtt
aggcaagagg
gcacccatac

cagggctccc

52

gccgeagtgg
ggcgtgccct
gccegecegg
ttcecttece
aggcgtctge
ggccctgacce
gtggggcect
gecettectge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac
cttggagccet
ctgcagctece
gctttcacag
ggtgacttgg
acctggggcet
gcgtgaacct
tccagtagag

accgaaggca

gcaggtgcga
ggactgaccc
ctcecttgecece
ggcecttage
cgcacctcag
gcaacctggce
gaggcgctgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac
cagcactcce
agcagctcca
aagcaaactc
gaaagcaggg
ggcacattgce
cgggtaggca
gctgggecte

cactttatgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



ctttgagaca
ggagtctcag
gctgtgectt
gggggcccag
ccccactect
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtc
ctcagtccce
tgccgagatg
cttggggceg
gtagggcctc
caagccccag
gacacagctg
tagctgtacc
agcctcccca
aggggctgea
aggctccctg
tggcctecea
tccteeegge
gtcaggcgac
gcagcctcag
agcctggeca
cacagcatgc
gacggagtcc
tgccagcecat
gccccatcac
gcagcctttg
cagagcgcecec
cctcatgegg

aggctgtgca

gcteccttetg
aactgcctgg
taggcctctg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcct
cccettaggt
cgggctgget
gtggtctecct
caaagatgag
ggcecectect
cccaaggcct
ccctectaga
ctgccactgce
agccgctgee
gaggccagaa
gcctagattg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgaccctgg
agacccggtg
agggggtctt
cctgtettga
agccccagga
agcacagaag
agcaggctgg
cctcecaccee
gccttececte
aggccectee
ccectggectg

cgggcaagct

cctetetggg
ggcctgagtt
tgcecgatgac
gctcctagaa
tgctgagagg
gggtgggttg
aaataggagg
caggccggcc
cgcccectetg
tcccaggtcet
gctctgggea
tgaatccacc
ggtgtgggtg
ctggggccag
ccggacctge
ggcgecttat
ggccacaatg
€ggggaaggg
gtcagggcett
gcaaatgact
agggagtcag
gactgccgcece
tcteeccace
gagccacgtce
aggcctcacg
tgtctececte
atcctggetg
tggttggctg
ccctgaccca
gggctcacct

gggcatcgcece
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ctttggggga
tctgagctgg
ctgggaggaa
gtgaggggce

ggacactggg

tcaacttctc
tcgaaacaga
gggcagctgt
ggcacttggg
gcaggagttg
gccacccage
ccggceccecegt

ggggaggggc

ccacgcatcc
tgcectgecece
cgggcagggt
tcctegtete
aggctcctgg
ggcctgagat
ctaccacttt
cccececgaccee
ctccatccge
gagaaggccce
cactatagta
ctgcecgecagg
cagagacgcc
ggagcccacg
tgggcgggga
gaccaacggce
ccagttggtt

atgaaggtgce

53

aggcagacat
cttcttgcag
ggtcagcctt
tgccattgee
ggcccageag
gtgcccececte
ggccagaggyg
gctagtgett
ctgccaggeca
gagcccagca
cctacgacce
gctcagtgeca
tgcaacccac
tccccagaca
caccceceece
taaggagggg
ttgagggtgg
agtgtgctgg
ggaattctcg
gtgtctaggt
ttagtgccce
ttgttttaca
cgccectece
ggtgggagga

tgaggggcct

tgccctaacce
gtccagcage
gagcttcctce
cacagtccac
ctcacccecag

tgggeggegt

ggaagtgccg
gggagtggct
cccegetgga
tgcccgagga
accagagagc
caactcctce
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctgge
tcctgtectet
tcatgcccecece
acaggctgag
gggaccggte
tcecectggee
gacagttatc
caggctgtge
aaggaaacac
cttggtccca
cacctgttaa
tctectaaca
gtgaagccac
gctgcagecce
cggcagcagg
gagggcagcece
cctgctaccg
tcagcaaacc
tcaactccag
ttagggggcece
gatctcccag

ggcectette

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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tggatcatct
ctgccecegea
cccettgtac
gcacacgegce
cacgggggcg
cacgtggctg
gccctgegge
ttgtgaaggce
ccceeegggg
tggcectggg
gctatgtgtce

ttcttectag

<210> 33
<211> 3195
<212> ADN

tcatcctggg
tgcacgeggg
acatggaccc
tggcagccag
cacaaacacc
ggaggcctgg
ctggagccce
caggatgagg
tgggatcctce
caggccectg
ccecegececett

gcagcccace

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222>(1)..(3195)
<223> SMIM1 var 1 (chr1:3691980 A/G)

<400> 33
ggtgaggcge

ctgtgcgegg
ccaccggcect
ggctccttgt
aagatcggcet
cccacgacct
ccagaggccce
ggggtgaaga
ccccaggagg
tcectgecgece
gggaggccag
gtgttctacg

cccteccace

gcggggteceg
cctecgetgge
aacccgeggt
ggctgetggg
tcteeggtea
gceceecgetgg
cagcccteag
ggtctatgga
tgccaggatce
acacctgtga
cctcaaggge

tcagcaagac

gggaggccca

ES 2713162713

ctacctcaca
gggctggeceg
ccccacagac
gcacacgaag
tggcacacag
gcccagecte
cagctacagc
ggttcctteca
ccggetgett
tcetetetgg
gtctcagatg

acgcgcagag

ggctgegget
tgagaactgg
gcggggcecag
gacccccgac
cctttatttt
gaggtgcggg
gcaaggttct
ggggcgectg
cgggagccte
ccatcacatg
cggctetggt

aggaacccat

tggtgggctg

ggctactatg
cacacgtgag
acggaccctg
acaccaggtg
cccttcaaag
agcaggagct
ctcctetete
gcggacaaac
tccteegtgg
gcctttetga

caccatatct

gctgggtgtg

tceceggtgeg
cgggggtggg

ggccggaact

accagccact
tttaggcteg
ccgectggeca
ccgggtaagt
tgtacctagg
ccagggcctg
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag

ctgctgtgga

54

tgcacaagtg
agcacaggcc
cggcacacac
cacagctgte
gacctacaaa
gcaggacaca
ccagggccca
cgagcccace
gagcagtgtg
ctecectggttt
tcecttagtaa

tcecctettgg

gcecgeagtgg
ggcgtgeecct
gccegeccegg
ttccecttece
aggcgtetge
ggccctgace
gtggggccect
gcctteetge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac

cttggagecct

caaataaatg
tggagacaca
agcgcacagg
atcggcccca
cagctgggca
cccaggctgg
gccccttece
tcecectggeag
cagagctgtg
tgtaagggtg
gtgggcacag

ggccggeg

gcaggtgega
ggactgaccc
cteccttgeece
ggcccttage
cgcacctcag
gcaacctggce
gaggcgetgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac

cagcactcce

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3778

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



gagactaatg
gccatcacgt
tccecatcecce
gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccget
tcecgggectg
ctttgagaca
ggagtctcag
gctgtgectt
gggggcccag
ccccactect
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtce
ctcagtccce
tgcecgagatg
cttggggeeg
gtagggcctc
caagccccag
gacacagctg
tagctgtacc
agcctceccceca
aggggctgca
aggctccctg
tggcctceccea
tccteecegge
gtcaggcgac
gcagcctcag
agcctggceca
cacagcatgc

gacggagtca

ctgcgtggat
cgagtctgga
tgctgecacce
taagcttgtce
agaatgggat
ccacatgctc
agtgccaggce
gcteccttetg
aactgcctgg
taggcctcetg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcect
ccececttaggt
cgggctgget
gtggtctect
caaagatgag
ggcccctect
cccaaggcect
ccctectaga
ctgccactge
agccgetgec
gaggccagaa
gcctagattg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgaccectgg
agacccggtg
agggggtctt
cctgtecttga
agccccagga

gcctagggge
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gtcgggttge
agaaggaggt
tggctectgg
ttaccegggt
tctgcacacce
cgggaaaaca
tgcactgagc
cctectetggg
ggcctgagtt
tgccgatgac
gctectagaa
tgctgagagg
gggtgggttg
aaataggagg
caggccggec
cgccectetg
tccecaggtet
gctctgggea
tgaatccacc
ggtgtgggtg
ctggggccag
ccggacctge
ggcgccttat
ggccacaatg
cggggaaggg
gtcagggctt
gcaaatgact
agggagtcag
gactgcegec
tctececccace
gagccacgtc

tgtgtccage

aaggcggctg
ggctgectget
accccagctg
catggctgtt
aggcaagagg
gcacccatac
cagggctccc
ctttggggga
tctgagctgg
ctgggaggaa
gtgaggggce

ggacactggg

tcaacttcte
tcgaaacaga
gggcagetgt
ggcacttggg
gcaggagttg
gccacccagce
ccggcceegt
ggggaggggc
ccacgcatce
tgcecctgece
cgggcagggt
tcctegtete
aggctcctgg
ggcctgagat
ctaccacttt
cccececgacee
ctccatceege
gagaaggccce
cactatagta

acagaagagg

55

ctgcagctcce
gctttcacag
ggtgacttgg
acctggggcet
gcgtgaacct
tccagtagag
accgaaggca
aggcagacat
cttcttgcag
ggtcagccett
tgccattgee
ggcccagcag
gtgceceecte
ggccagaggg
gctagtgett
ctgccaggcea
gagcccagca
cctacgaccce
gctcagtgca
tgcaacccac
tcccececagaca
caccccceece
taaggagggg
ttgagggtgg
agtgtgctgg
ggaattctcg
gtgtctaggt
ttagtgccce
ttgttttaca
cgcccectece
ggtgggagaa

cctcacgcetg

agcagctcca
aagcaaactc
gaaagcaggg
ggcacattgce
cgggtaggca
gctgggecte
cactttatgg
ggaagtgccg
gggagtgget
cccegetgga
tgceccgagga
accagagagc
caactcctce
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctgge
tcctgtetet
tcatgceccce
acaggctgag
gggaccggte
tccectggee
gacagttatc
caggctgtge
aaggaaacac
cttggtcceca
cacctgttaa
tctcctaaca
gtgaagccac
gctgcagcce
cggcagcagg

ccgcaggtga

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700
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ggggcctgag
cctaacccct
cagcagctca
cttecctettg
agtccactta
accccaggat
gcggegtgge
acaagtgcaa
acaggcctgg
<210> 34

<211> 3195
<212> ADN

ggcagcctge
gctaccggcce
gcaaaccgca
actccagcag
gggggcccct
ctccecagagg
cctettetgg
ataaatgctg

agaca

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(3195)
<223> SMIM1 var 2 (chr1:3691980 A/G)

<400> 34
ggtgaggcge

ctgtgcgegg
ccaccggcct
ggcteccttgt
aagatcggct
cccacgacct
ccagaggccc
ggggtgaaga
ccccaggagg
tcctgecgee
gggaggccag
gtgttctacg
cccteeccace
gagactaatg
gccatcacgt

tcccatcecece

gcggggtceg
cctegetgge
aacccgeggt

ggctgctggg

tcteceggtea
gcceegetgg
cagccctecag
ggtctatgga
tgccaggatc
acacctgtga
cctcaaggge
tcagcaagac
gggaggccca
ctgcgtggat
cgagtctgga

tgctgcacce

ES 2713162713

cagccatage
ccatcaccct
gcectttggee
agcgcccagg
catgeggece
ctgtgcacgg
atcatcttca

cccegeatge

ggctgegget
tgagaactgg
gcggggccag
gacccecgac
cctttatttt
gaggtgcggg
gcaaggttct
ggggcgcctg
cgggagcctc
ccatcacatg
cggctetggt
aggaacccat
tggtgggctg
gtcgggttge
agaaggaggt

tggctecctgg

aggctggtgt

ccaccccatc
ttcectetgg
ccccteecce
tggecctgggg
gcaagctggg

tcctgggceta

acgcgggggg

tceceggtgeg
cgggggtggg

ggccggaact

accagccact
tttaggctecg
ccgctggeca
ccgggtaagt
tgtacctagg
ccagggcctg
agtgtggaga
ggctgtgcac
gatcccagag
ctgctgtgga
aaggcggcetg
ggctgctget

accccagctg

56

ctcecctecag
ctggctggga
ttggctgtgg
tgacccagac
ctcaccteca
catcgccatg
cctcacaggce

ctggccgceac

gccgeagtgg
ggcgtgeecct
gcccegeccgg
ttccecttece
aggcgtetge
ggccctgace
gtggggccct
gcecttectge
gaggggagtc
gacgtttact
cggggtgact
ttgaacacac
cttggagect
ctgcagctce

gctttcacag

ggtgacttgg

agacgcctge
gcccacggte
gcggggagag
caacggccac
gttggttcte
aaggtgctgg

tactatgtge

acgtgagagc

gcaggtgcga
ggactgaccc
ctccttgecee
ggcccttage
cgcacctcag
gcaacctgge
gaggcgetgt
actcacaagc
cctgatgggt
gagcaagtga
tgggaacaac
tgggcttgac
cagcactcce
agcagctcca

aagcaaactc

gaaagcaggg

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3195

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960



gtggtggtat
tgctgggacc
gctgaccget
tcegggectg
ctttgagaca
ggagtctcag
gctgtgectt
gggggcccag
ccccactcect
tgaccccagt
acccccacac
gcttagagtc
ctcagtcccece
tgccgagatg
cttggggceg
gtagggcctc
caagccccag
gacacagctg
tagctgtacc
agcctcccca
aggggctgcea
aggctccctg
tggcctecca
tceteeegge
gtcaggecgac
gcagcctcag
agcctggeca
cacagcatgc
gacggagtca
ggggcctgag

cctaacccect

taagcttgtce
agaatgggat
ccacatgctc
agtgccaggce
gctecttetg
aactgcctgg
taggcctcectg
caaagcctca
gggggccaga
cccacagcect
cccettaggt
cgggctgget
gtggtctecct
caaagatgag
ggccectect
cccaaggcect
ccctectaga
ctgccactge
agccgctgece
gaggccagaa
gcctagattg
ataaaagcac
catgcctgag
ctgacccetgg
agacccggtg
agggggtctt
cctgtcttga
agccccagga
gcctagggge
ggcagcctge

gctacecggece
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ttaccegggt
tctgcacacc
cgggaaaaca
tgcactgagce
cctetetggg
ggcctgagtt
tgcegatgac
gctcctagaa
tgctgagagg
gggtgggttyg
aaataggagg
caggccggcec
cgccectetg
tcccaggtet
gctctgggea
tgaatccacc
ggtgtgggtg
ctggggccag
ccggacctge
ggcgccttat
ggccacaatg
cggggaaggg
gtcagggett
gcaaatgact
agggagtcag
gactgcecgece
tctcececace
gagccacgtc
tgtgtccage
cagccatagce

ccatcaccct

catggctgtt
aggcaagagg
gcacccatac
cagggctecce
ctttggggga
tctgagctgg
ctgggaggaa
gtgaggggce

ggacactggg

tcaacttcte
tcgaaacaga
gggcagctgt
ggcacttggg
gcaggagttg
gccacccagce
ccggcceegt

ggggaggggc

ccacgcatcc
tgcectgece
cgggcagggt
tcctegtete
aggctcctgg
ggcctgagat
ctaccacttt
cccccgacec
ctccatecege
gagaaggccc
cactatagta
acagaagagg
aggctggtgt

ccaccccate
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acctggggcet
gcgtgaacct
tccagtagag
accgaaggca
aggcagacat
cttcttgcag
ggtcageccett
tgccattgee
ggcccageag
gtgceceecte
ggccagaggg
gctagtgett
ctgccaggceca
gagcccagca
cctacgacce
gctcagtgea
tgcaacccac
tcceccagaca
cacccccecece
taaggagggg
ttgagggtgg
agtgtgctgg
ggaattcteg
gtgtctaggt
ttagtgcccce
ttgttttaca
cgcccctece
ggtgggagga
cctcacgetg

ctccctecag

ctggctggga

ggcacattgc
cgggtaggca
gctgggecte
cactttatgg
ggaagtgccg
gggagtggct
cccegectgga
tgcccgagga
accagagagc
caactcctce
taaaggaggt
ggagttcctg
ccgagctgag
gggagctgge
tcctgtetet
tcatgceccce
acaggctgag
gggaccggte
tcecectggece
gacagttatc
caggctgtge
aaggaaacac
cttggtccca
cacctgttaa
tctcctaaca
gtgaagccac
gctgcagcce
cggcagcagg
ccgcaggtga
agacgcctge

gcccacggte

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820
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cagcagctca
cttcctettg
agtccactta
accccaggat
gcggegtgge
acaagtgcaa

acaggcctgg

<210> 35
<211> 497
<212> ADN

gcaaaccgca
actccagcag
gggggccect
ctceccagagg
cctettetgg
ataaatgctg

agaca

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(497)
<223> ADNCc de variante de SMIM1 (transcrito segun RACE 5’ y 3’ en sangre)

<400> 35
cagagacgcg

ctgggaggtg
tcaggcaagg
aaggccccgce
tatagtaggt
gaagaggcct
gccatgaagg
acaggctact

ccgcaaaaaa

<210> 36
<211> 480
<212> ADN

gggacacagg
cgggccgetg
ttcteceggtg
cccteeeget
gggaggacgg
cacgctgceceg
tgctgggegg
atgtgcacaa

aaaaaaa

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(497)

<223> ADNCc de variante de SMIM1 (transcrito segun RACE 5’ y 3’ en sangre; delecion de 17 pb)

<400> 36

ES 2713162713

gcetttggece
agcgcccagg
catgcggceccce
ctgtgcacgg
atcatcttca

ccccgeatge

ctcgaggegt
gccaggeect
aagccacagc
gcagccccac
cagcagggac
caggatctce
cgtggcecte

gtgcaaataa

ttccctetgg
cceccteeccee
tggcctgggg
gcaagctggg

tcctgggceta

acgcgggggyg

ctgcecgcecace
gaccgcaacce
ctggccacct
agcatgcagc
ggagtcagce
cagaggctgt
ttctggatca

atgctgcecece

ttggctgtgg
tgacccagac
ctcacctcca
catcgccatg
cctcacaggce

ctggccgeac

tcagcccacg
tggcccagag
gtcttgatct
cccaggagag
taggggctgt
gcacgggcaa
tcttcatcct

gcatgcacge

gcggggagag
caacggccac
gttggttcte
aaggtgctgg

tactatatgce

acgtgagagc

acctgcceceeg
gccccagecee
ccccaccgag
ccacgtccac
gtccagcaca
gctgggecatce
gggctacctce

ggggggctgg

cagagacgcg gggacacagg ctcgaggegt ctgccgecace tcagecccacg acctgeccceg

ctgggaggtg cgggccgctg gccaggccct gaccgcaacce tggcccagag gccccagccce
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2880

2940

3000

3060

3120

3180

3195

60

120

180

240

300

360

420

480

497

60

120



tcaggcaagg
aaggccccgce
tatagtaggt
ccgcaggatce
cggegtggee

caagtgcaaa

ttctceggtg
cccteeeget
gggaggacgg
tcccagagge
ctcttetgga

taaatgctgc

aagccacagc
gcagccccac
cagcagggac
tgtgcacggg
tcatcttcat

cccgcatgceca
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ctggccacct
agcatgcagc
ggagtccagce
caagctgggce
cctgggcetac

cgcggggggc
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gtcttgatct
cccaggagag
acagaagagg
atcgccatga
ctcacaggcet

tggccgcaaa

ccccaccgag
ccacgtccac
cctcacgcetg
aggtgctggg
actatgtgca

aaaaaaaaaa

180

240

300

360

420

480
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REIVINDICACIONES

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 bioldgica de dicho individuo la composicion 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 mutacion que produce expresion abolida de una proteina Vel es
indicativo de un fenotipo Vel negativo.

El método segun la reivindicacion 1, en donde la mutacion es una delecion.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la mutacion es una delecion de SEQ
ID NO: 31, o un fragmento o variante de la misma en donde dicho fragmento comprende al menos 12 nucledtidos
consecutivos de dicha SEQ ID NO: 31, y en donde en dicha variante, no mas de 5 nucledtidos se han alterado
a 5 nucledtidos diferentes.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composiciéon del gen SMIM1 se
determina analizando al menos un fragmento de:

un gen SMIM1, ylo

un transcrito de un gen SMIM1, y/o

un ADNc derivado de un gen SMIM1, y/o

un polinucleétido que es complementario a cualquiera de a) a c).

gezye

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:

a) una muestra biolégica que se ha proporcionado
b) amplificar al menos un fragmento de:
(i) un gen SMIM1, con la condicion de que un fragmento comprenda al menos los residuos de
nucledtidos 2658 a 2667 (ggacggagtc) y los residuos de nucledtidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de
SEQ ID NO: 1 de un gen SMIM1
(i) un transcrito de un gen SMIM1, con la condicion de que un fragmento comprenda al menos los
residuos de nucledtidos del trasncrito de gen correspondiente a los residuos de nucleétidos 2658 a
2667 (ggacggagtc) y los residuos de nucledtidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de SEQ ID NO: 1 del
que deriva el transcrito del gen, o
(iii)  un ADNCc derivado de un gen SMIM1, con la condicién de que un fragmento comprenda al menos
los residuos de nucleétidos del ADNc correspondientes a los residuos de nucleétidos 2658 a 2667
(ggacggagtc) y los residuos de nucledtidos 2685 a 2694 (cagcacagaa) de SEQ ID NO: 1 del que
deriva el ADNc, o
(iv)  un polinucleétido que es complementario a cualquiera de (i) a (iii),
c) obtener un amplicon,
d) analizar la longitud del amplicon, y
e) distinguir entre amplicones que se diferencian en longitud en aproximadamente 17 pb,

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

en donde amplicones que son aproximadamente 17 pb mas largos que un control Vel negativo es indicativo
de un fenotipo Vel positivo.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el gen SMIM1 comprende la
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.

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

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:
a) una muestra biolégica que se ha proporcionado
b) amplificar un polinucledtido de SMIM1 aplicando un primer y un segundo cebador oligonucleotidico,

obteniendo de esta manera un amplicén,
c) realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de SMIM1 obtenido en la etapa b), y
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comparar la longitud del amplicén, 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.

El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes que comprende las etapas de:

a)
b)

c)
d)

una muestra bioldgica que se ha proporcionado y que contiene ADN genomico,

poner en contacto la muestra que comprende ADN gendmico con un primer y un segundo cebador
oligonucleotidico,

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

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

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

obtener un amplicén;

realizar analisis cualitativo y/o cuantitativo del amplicon de la etapa iii).

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

El método segun la reivindicacion 10, en donde el fluido corporal se selecciona de sangre, plasma, suero, liquido
cefalorraquideo, saliva, semen, esputo, orina y heces.

Uso de un oligonucleétido 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 segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 3
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Fig. 7
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Fig. 7, cont
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