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DESCRIPCION
Método y kit para predecir el riesgo de trombosis venosa profunda y embolia pulmonar
Campo técnico

La invencion se refiere al campo de la medicina, en particular al campo del pronéstico de enfermedades de la
coagulacién sanguinea. Especificamente, la presente invencién se refiere a polimorfismos de un solo nucleétido (SNP)
especificos en el genoma humano, y a su asociacién con la trombosis venosa profunda (DVT) y patologias
relacionadas, tales como la embolia pulmonar (PE).

Antecedentes de lainvencién

La trombosis venosa es una afeccién médica grave que se produce cuando se forma un coagulo sanguineo (trombo)
en una o mas venas del cuerpo. Una forma particular de la trombosis venosa se denomina trombosis venosa profunda
(DVT) cuando el coagulo sanguineo se produce en las venas profundas. Tales coagulos sanguineos pueden
desplazarse a través del torrente circulatorio y alojarse en los pulmones, donde pueden bloquear el flujo sanguineo,
provocando embolia pulmonar (PE).

La trombosis venosa es una enfermedad multifactorial compleja, en la que varias afecciones hereditarias o adquiridas
pueden aumentar la capacidad de coagulacion de la sangre y, por tanto, la tendencia a desarrollar coagulos
sanguineos. Las afecciones hereditarias incluyen mutaciones en los diversos genes de factores de coagulacion,
anticoagulantes o tromboliticos bien conocidos, tales como el gen del factor V de Leiden, y el gen del factor de
protrombina Il. Pueden estar presentes mutaciones adicionales en genes que codifican para las proteinas Cy S, que
aunque aumentan significativamente el riesgo de desarrollar trombosis venosa, son poco frecuentes y la mayoria de
ellas practicamente de caracter individual. Otras causas posiblemente hereditarias incluyen un posible aumento en la
expresion de factores procoagulantes tales como el factor VIII, el factor de von Willebrand y los factores IX y Xl
(Cushman M., (2005), Hematology Am Soc Hematol Educ Program: 452-457). Ademas, se demostré que los grupos
sanguineos ABO distintos de 0, con excepcién del grupo A2, aumentan el riesgo de desarrollar trombosis, asi como
algunas variantes genéticas adicionales en los genes tales como FGG, GP6, KNG1, PROCR, SLC44A2, STXBP5 y
TSPAN15 se asociaron con un riesgo aumentado de trombosis venosa (Morange P-E., Suchon P. y Trégouét D-A.,
(2015), Thrombosis and Haemostasis 114 (5): 910-919). Los ejemplos de las afecciones adquiridas que pueden
provocar DVT son cirugia y traumatismo, inmovilizacion prolongada, cancer, trastornos mieloproliferativos e incluso el
embarazo y el posparto (Seligsohn U. y Lubetsky A., (2001) New Eng J Med 344(16): 1222-1231). Por tanto, puede
producirse DVT como resultado de una mutacion genética sola o conjuntamente con factores ambientales y de
comportamiento, tales como inmovilizacion prolongada, tabaquismo y tratamientos hormonales (por ejemplo, el uso
de anticonceptivos hormonales o terapia de reemplazo hormonal para la menopausia).

Se produce trombosis venosa en 1-2 de cada 1000 individuos al afio. La incidencia aumenta con la edad, desde 1 en
100.000 en nifios hasta 1 en 10.000 individuos en edad de procrear y 1 en 1.000 individuos en la edad de 50 a 60
afios (Rosendaal F. R., (2016), Thromb J 14 (Supl. 1): 117-121). Tal como se ha mencionado, se demostraron
numerosas afecciones hereditarias y adquiridas en relaciéon con un aumento del riesgo de desarrollar DVT; no
obstante, la evidencia ampliamente aceptada de anomalias hemostaticas asociadas con la trombofilia incluye los
siguientes parametros: deficiencia de antitrombina, deficiencia de proteina S, deficiencia de proteina C, mutacion del
factor V de Leiden, mutacion G20210A de protrombina, grupos sanguineos ABO distintos de 0, niveles altos del factor
VIII, disfibrinogenemia e hiperhomocisteinemia (Franchini M., Martinelli I. y Mannucci P. M., (2016), Thrombosis and
Haemostasis 115: 25-30). Estos parametros también se incluyen en las pruebas de trombofilia convencionales, que
por tanto incluyen solo pocos marcadores genéticos (la mutacion del factor de V de Leiden, la mutacién G20210A de
protrombina y en Ultima instancia grupos sanguineos distintos de 0).

Mas de 100 millones de mujeres en todo el mundo usan anticonceptivos estroprogestativos combinados (CC), debido
a su altisima eficacia en la reduccion del riesgo de embarazo no deseado y a su efecto beneficioso sobre diversos
sintomas relacionados con el ciclo de la mujer. No obstante, estos anticonceptivos también aumentan sustancialmente
el riesgo de coagulacion de la sangre, lo que en Ultima instancia puede conducir a DVT y PE (Vinogradova Y., Coupland
C. y Hippisley-Cox J., (2015) BMJ 350: h2135). Las generaciones mas nuevas de CC, los denominados CC de 3.2y
4.2 generacion, habitualmente se toleran mejor por las mujeres, pero, lo que es mas importante, aumentan el riesgo
de desarrollar DVT incluso mas que las preparaciones mas antiguas de las denominadas 22 y 12 generacion.

La incidencia de trombosis entre las usuarias de CC es de alrededor de un 1%. 0 10 veces mas que en la poblacion
en general de la misma edad. Solo en Francia, donde mas de 3 millones de mujeres de entre 15 y 49 afios usan CC,
la Agencia Nacional para la Seguridad de Medicamentos y Productos Sanitarios notifica cada afio mas de 2500 casos
de DVT, 850 casos de PE y 20 casos de muerte relacionados con pildoras anticonceptivas. Segun estimaciones
recientes, en Europa se producen cada afio 22.000 casos de DVT relacionados con CC. Por tanto, uno de los
principales desafios para los profesionales sanitarios es identificar a las mujeres en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulaciéon sanguinea relacionada con CC, tal como DVT y PE, y aconsejarlas sobre métodos
anticonceptivos alternativos.
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Como normas asistenciales actualmente, los médicos prescriptores usan un cuestionario médico para evaluar el riesgo
de trombosis, centrandose principalmente en la edad, el indice de masa corporal y el tabaquismo que son factores de
riesgo conocidos para el desarrollo de la enfermedad, asi como en los antecedentes personales y familiares de DVT
o enfermedades relacionadas. Si los antecedentes familiares o personales de trombosis son positivos, los médicos
pueden usar la prueba de laboratorio de primer nivel para el examen de trombofilia que incluye el analisis de solo 2
factores de riesgo genéticos: el factor V de Leiden y la mutacion de protrombina; en (ltima instancia, algunos
laboratorios también incluyen pruebas genéticas que permiten evaluar los grupos sanguineos ABO. Aunque estos
factores genéticos son factores de riesgo bien establecidos para el desarrollo de trombosis, explican menos de un
tercio del riesgo hereditario de desarrollar trombosis. Precisamente, el factor V de Leiden esta presente en el 20% de
los pacientes que desarrollan trombosis, mientras que sélo el 6% de los pacientes portan la mutacién de protrombina
(Rosendaal FR y Reitsma P.H., (2009); Journal of Thrombosis and Haemostasis 7 (1): 301-304). La presencia del
grupo sanguineo ABO distinto de 0, con excepcidn del grupo sanguineo A2, aumenta el riesgo de desarrollar trombosis,
pero se demostré como un factor de riesgo particularmente importante cuando se combina con la mutacion del factor
V de Leiden debido a un efecto aditivo (Franchini M. y Mannucci P. M., (2014), Thrombosis and Haemostasis 112(6):
1103-1109).

Teniendo en cuenta el nimero actualmente registrado de casos de trombosis relacionados con CC, asi como la
pequefia proporcién de pacientes con trombosis que son portadores de las variantes genéticas incluidas en las
pruebas convencionales, este enfoque tiene un rendimiento relativamente bajo, con sensibilidad y especificidad
suboptimas. Esta observacion se confirma adicionalmente a través de diversos estudios que demuestran que estas
informaciones, en particular los antecedentes familiares, son insuficientes para estimar de manera fiable el riesgo de
DVT (de Haan H.G. et al., (2012), Blood 120: 656-663; Suchon P, et al., (2015), Thrombosis and Haemostasis 114(6)).

Para las mujeres en el periodo de menopausia, la terapia de reemplazo hormonal (TRH) tiene como objetivo prevenir
las molestias provocadas por la disminucién de las hormonas estrégeno y progesterona circulantes en el cuerpo de la
mujer, o en el caso de las mujeres con menopausia prematura o quirdrgica, tiene como objetivo prolongar la vida y
reducir la aparicién de osteoporosis y demencia. Implica el uso de preparados que habitualmente incluyen estrégenos
y progesterona o progestagenos. Como en el caso de los tratamientos anticonceptivos, estas hormonas y, en
consecuencia, los tratamientos de reemplazo aumentan de manera importante el riesgo de desarrollar DVT y PE.
Ahora esta bien establecido que la presencia de la mutacion del factor V de Leiden y la mutacion de protrombina tiene
un efecto multiplicador sobre el riesgo global de DVT relacionado con la terapia de reemplazo hormonal. Douketis J.D.
et al.,, (2011), Clin Appl Thromb Hemost. 17(6): E106-113; Botto N., et al., (2011), Climateric. 14(1): 25-30).

Los métodos de epidemiologia genética estiman que la heredabilidad de la DVT es de alrededor del 50% (Morange
P-E., Suchon P. y Trégouét D-A., (2015), Thrombosis and Haemostasis 114 (5): 910-919). Por tanto, considerando la
incidencia de DVT y PE en seres humanos, existe una gran necesidad de identificar nuevos factores genéticos
implicados en el riesgo de desarrollar enfermedades de la coagulacion sanguinea.

Sumario de la invencion

La presente invencion proporciona un método de prondstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar
una enfermedad de la coagulacién sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto,
el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido seleccionados del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.©:
1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

La invencion también proporciona un kit para su uso en dicho método de pronéstico, que comprende

i) sondas especificas para detectar polimorfismos de un solo nucleétido seleccionados del grupo que consiste en
rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2); y opcionalmente

i) instrucciones para su uso.

También se da a conocer un programa informatico o un medio legible por ordenador que contiene medios para llevar
a cabo la identificacion de si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulaciéon sanguinea,
comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de al menos un polimorfismo de un
solo nucledtido seleccionado del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

La invencion se define mediante las reivindicaciones adjuntas.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a la identificacion de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) novedosos y
combinaciones Unicas de tales SNP en un sujeto o paciente, asi como a la combinacién de SNP y factores de riesgo

clinico que estan asociados con un riesgo de desarrollar enfermedades de la coagulacion sanguinea.

En particular, la presente invencién proporciona un método de prondstico para identificar si un sujeto esta en riesgo
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de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra
de dicho sujeto, el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) que consisten en rs1799853 (SEQ ID N.©:
1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

Tal como se usan en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, las formas en singular “un”, “
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente otra cosa.

una”y “el/la” incluyen

El término “comprender” se usa generalmente en el sentido de incluir, es decir, permitir la presencia de uno o mas
componentes o caracteristicas.

Tal como se usa en el presente documento el término “sujeto” o “paciente” se usa indistintamente en el presente
documento para referirse a seres humanos, tanto jovenes como ancianos, de ambos sexos. El término no indica una
edad particular. Por ejemplo, el sujeto esta sano o es un sujeto que necesita un tratamiento o que tiene una enfermedad
o trastorno. Preferiblemente, el sujeto es un ser humano que experimenta un cambio en los niveles hormonales. Mas
preferiblemente, dicho sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales. En otra realizacion,
el sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles de hormonas femeninas particulares, o bien inducido
por cualquier tratamiento que implica hormonas y/o bien por cualquier cambio particular que se produce de manera
natural en la vida de una mujer que modifiqgue los niveles hormonales. En particular, los tratamientos incluyen
anticonceptivos, anticonceptivos combinados, anticonceptivos de progestageno solo, terapia de reemplazo hormonal,
tecnologia de reproduccion asistida y cambios que se producen de manera natural en la vida de una mujer tal como
por ejemplo los periodos de embarazo y posparto.

“Anticonceptivo combinado” se refiere a cualquier anticonceptivo que contenga un estrégeno combinado con un
progestageno.

Tal como se usa en el presente documento, el término “enfermedad de la coagulacién sanguinea” se refiere a
enfermedades seleccionadas del grupo que comprende trombosis venosa, trombosis venosa profunda (DVT), embolia
pulmonar (PE) y trombosis arterial.

Tal como se usa en el presente documento, el término “en riesgo”, cuando se usa con respecto a desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea, se refiere a un sujeto que esta mas predispuesto y es mas probable que
desarrolle una enfermedad de la coagulacidon sanguinea que un sujeto que no esta “en riesgo”.

También se da a conocer un método de prondstico para identificar si un sujeto que experimenta un cambio en los
niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea, comprendiendo el
método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido que consisten
en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

Preferiblemente, la presente invencién proporciona un método de prondstico para identificar si un sujeto que
experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién
sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de rs1799853 (SEQ ID
N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

También se da a conocer un método de prondstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el
genotipo de polimorfismos de un solo nucle6tido (SNP) que consisten en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ
ID N.°: 2), en el que dicho método comprende ademas determinar el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.° 4),
rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446
(SEQ ID N.°: 9).

También se da a conocer un método de prondéstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el
genotipo de polimorfismos de un solo nucleotido (SNP) seleccionados del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID
N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2), en el que dicho método comprende ademas determinar el genotipo de
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) seleccionados del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963
(SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID
N.%: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

En una realizacion particular, el sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales.

Por tanto, segun una realizacion, la descripcion se refiere a un método de pronéstico para identificar si una mujer que
experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién
sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicha mujer, el genotipo de al menos un
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y
rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).
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También se da a conocer un método de prondstico para identificar si una mujer que experimenta un cambio en los
niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea, comprendiendo el
método determinar, en una muestra de dicha mujer, el genotipo de rs1799853 (SEQ ID N.°%: 1) y rs4379368 (SEQ ID
N.°: 2).

Tal como se usa en el presente documento, el “valor de p” determina la significacion estadistica del método de
pronostico de la invencion que comprende determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de rs1799853
(SEQ ID N.°%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.° 2). Un valor de p pequefio (normalmente < 0,05) indica fuerte evidencia de
la asociacion de rs1799853 y rs4379368 con enfermedades de la coagulacidon sanguinea tales como DVT y/o PE.

Tal como se muestra en el ejemplo 1, la determinacion del genotipo de rs1799853 y rs4379368 proporciona evidencia
estadisticamente significativa de la asociacion con enfermedades de la coagulacién sanguinea, en particular DVT y/o
PE con un valor de p de 5.10*y 3,6.10° respectivamente (ejemplo 1, tabla 6).

Se establece una curva de rendimiento diagnéstico (ROC) y mide lo bien que los diferentes modelos distinguen al
sujeto en riesgo del sujeto sin riesgo. La tasa de verdaderos positivos (TPR) se representa graficamente frente a la
tasa de falsos positivos (FPR) en diversos ajustes de umbral (Fawcett T., (2006), Pattern Recognition Letters., 27: 861-
874). La precision se mide por el area bajo la curva (“AUC”) ROC.

Tal como se usa en el presente documento, el “AUC” (area bajo la curva) define la probabilidad de que una prueba
positiva se clasifique superior a una prueba negativa con el fin de distinguir entre el sujeto en riesgo y sin riesgo. El
AUC oscila entre 0,5 (50% - valor predictivo) y 1 (100% - distincion perfecta; Fawcett T., (2006), Pattern Recognition
Letters., 27: 861-874).

Tal como se muestra en el ejemplo 1, la determinacion del genotipo de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ
ID N.°: 2) mejora el rendimiento del método de prondstico para determinar mujeres en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacién sanguinea en comparacion con las pruebas genéticas convencionales de rs6025 (SEQ
ID N.% 3) y rs1799963 (SEQ ID N.°: 4). El valor de AUC aumenta desde 0,6 hasta 0,63 (rs1799853; SEQ ID N.°: 1) o
desde 0,6 hasta 0,62 (rs4379368; SEQ ID N.°: 2) (tabla 7).

Preferiblemente, dicho método comprende determinar en una muestra de dicha mujer el genotipo de rs1799853 (SEQ
ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

Tal como se muestra en el ejemplo 1, la determinacion del genotipo de rs1799853 (SEQ ID N.% 1) y rs4379368 (SEQ
ID N.% 2) mejora adicionalmente el rendimiento del método de prondéstico en comparacion con las pruebas genéticas
convencionales de rs6025 (SEQ ID N.°: 3) y rs1799963 (SEQ ID N.°: 4). El valor de AUC aumenta desde 0,6 hasta
0,64 (rs1799853 y rs4379368) (tabla 7).

En otra realizacion, se da a conocer un método de prondstico para identificar si un sujeto que experimenta un cambio
en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea, en el que el
método comprende determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido
(SNP) seleccionados del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.% 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2), en el que
dicho método comprende ademas determinar el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
seleccionado del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.° 4), rs8176719 (SEQ ID N.°:
5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.%: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

Preferiblemente, el sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales.

Tal como se muestra en el ejemplo 1, la determinacion del genotipo de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1), rs4379368 (SEQ
ID N.°: 2), rs6025 (SEQ ID N.°%: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6),
rs9574 (SEQ ID N.%: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°%: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9) mejora ademas el método de prondstico
para identificar si una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea. El valor de AUC aumenta desde 0,6 hasta 0,7 (tabla 7).

La determinacion del genotipo de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.° 2) realizada ademas de la
determinacion del genotipo de una combinaciéon de SNP que consisten en rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865
y rs2036914 (DeHaan HG., 2012) mejora el método de prondstico para identificar si una mujer que experimenta un
cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea. El AUC
aumenta desde 0,628 hasta 0,641 (ejemplo 1, tabla 8).

Existen diversas formas de variaciones en una secuencia de ADN. Los polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) son
los mas comunes, representando mas del 90% de todas las diferencias entre individuos. Precisamente, un SNP es
una variacion del ADN que se produce comunmente (por ejemplo, con una frecuencia mayor del 1%) en la que dos
cromosomas difieren en un segmento dado en una sola posicién (un solo par de bases). Aunque los SNP son
variaciones que se produce de manera natural y coman en el ADN humano, si forman parte de las secuencias de ADN
codificantes o reguladoras, podrian alterar realmente la expresién de los genes o la estabilidad de sus transcritos y de
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ese modo conferir algunas ventajas y riesgos a los portadores. Ahora esta bien establecido que estas variantes
genéticas comunes o su combinacion pueden estar asociadas con algunos rasgos importantes, tales como
enfermedades. El experto en la técnica conoce bien los SNP y se describen en particular en la base de datos dbSNP
del NCBI. (www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/).

Tal como se usa en el presente documento, los principales SNP que estan relacionados con la invencion se describen
tal como sigue:

Tabla 1:

SEQ ID N.°: rs Secuencia Gen

SEQIDN.% 1 rs1799853 GATGGGGAAGAGGAGCA Gen de CYP2C9 (NG_008385)

TTGAGGAC[C/T|GTGTTCA
AGAGGAAGCCCGCTGCCT

SEQID N.%: 2 rs4379368 | TGGATGGTATTGACTTTTA Gen de SUGCT (NG_023422)
CATCAC[C/TIGAAGGTGTT
TCCATAGATGGAAGAC

SEQID N.%: 3 rs6025 TGTAAGAGCAGATCCCTG Gen del factor V (NG_011806)

GACAGGC[A/G]JAGGAATA
CAGGTATTTTGTCCTTGA

SEQIDN. 4 | 151799963 | GTTCCCAATAAAAGTGAC Gen del factor Il (NG_008953)

TCTCAGY[A/G]JAGCCTCAA
TGCTCCCAGTGCTATTC

SEQIDN.%: 5 rs8176719 GCAGTAGGAAGGATGTCC Gen de ABO (NG_006669)
TCGTGGT]-
/GJACCCCTTGGCTGGCTC
CCATTGTCT

SEQ ID N.°: 6 rs8176750 CCAAGAACCACCAGGCGG Gen de ABO (NG_006669)

TCCGGAA]J-
/CICCGTGAGCGGCTGCCA
GGGGCTCTG

SEQID N.%: 7 rs9574 GCGATGTTAATTACTCTCC Gen de PROCR (NG_032899)

AGCCCC[C/G]TCAGAAGG
GGCTGGATTGATGGAGG
SEQIDN® 8 |rs2289252 | GTGAGGGTGAGGCTTGTC Gen del factor 11 (NG_008051)
TCTCTCT|C/T]GCCCTCTCA
TCCTGGCACATGTGCG

SEQID N.%: 9 rs710446 AGGGATCCAATCGTCATC Gen de KNG1 (NG_016009)

ACTCTGTI[A/G]TGGGAGCT
GGTGATATAGGAGGCAT

En los métodos de prondstico, el genotipo de los SNP se determina mediante secuenciacion de acidos nucleicos y/o
mediante analisis de PCR en una muestra del sujeto, preferiblemente una mujer que experimenta un cambio en los
niveles hormonales.

La muestra puede ser cualquier muestra biologica, que contenga ADN y que se derive del sujeto. Esto incluye fluidos
corporales, tejidos, células, biopsias, etc. Las muestras preferidas son saliva y sangre.

La muestra se recoge segun el método de transferencia elegido y se trata para purificar acidos nucleicos. Estos
tratamientos incluyen etapas de lisis, centrifugacién y lavado. La lisis incluye enfoques mecanicos, fisicos o quimicos.
El acido nucleico purificado se usa entonces para genotipar los SNP anteriores. El acido nucleico se afiade a un
tampon, enzimas, sondas y/o cebadores especificos. Esto puede realizarse en cualquier dispositivo adecuado, tal
como un tubo, una placa, un pocillo, vidrio, etc. El genotipo de los SNP anteriores puede detectarse mediante diversos
métodos, incluyendo PCR, RFLP, PCR especifica de alelo, PCR cuantitativa, secuenciacién, micromatrices e
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hibridacion.

La secuenciacion puede realizarse mediante el uso de secuenciadores automaticos usando diversas técnicas y
siguiendo protocolos del estado de la técnica. Las reacciones de secuenciacion pueden realizarse sobre genes
completos o sobre regiones especificas que cubren los SNP. Para la secuenciacion convencional, la reaccién requiere
un trozo de ADN que inicia la reaccion de amplificacion, nucleétidos convencionales y nucleétidos modificados que
bloquean la reaccién de amplificacion. Puede realizarse secuenciacion de (ltima generacion mediante diversas
técnicas que amplifican masivamente regiones de ADN.

La amplificaciéon puede realizarse usando numerosas técnicas, tales como la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), PCR especifica de alelo (ASA-PCR), PCR seguida de digestién con enzimas de restriccion (RFLP-PCR) y PCR
cuantitativa. Estas técnicas se basan en la amplificacion de regiones especificas usando pequerios trozos de ADN que
se hibridan con las regiones especificas e inician la reaccion de amplificacion. La reacciéon también requiere
componentes necesarios para que la amplificacion funcione, tales como nucleétidos y enzimas. En el caso de ASA-
PCR, se usa una reaccion multiple o reacciones independientes mezclando 4 trozos de ADN que iniciaran la reaccion
de amplificacion. Entre estos 4 trozos de ADN, 2 son especificos para el SNP; uno sera especifico para el alelo con
efecto y el otro sera especifico para el alelo sin efecto. Los tamafios de las regiones amplificadas seran diferentes para
poder distinguirlas en un gel de agarosa normal. En el caso de RFLP-PCR, el material amplificado se trata usando
una enzima de restriccion para cortar la region amplificada segun el alelo con SNP. Por ejemplo, la enzima A cortaria
el alelo con efecto, mientras que no cortaria el alelo sin efecto. Los tamafios de la region amplificada digerida se
distinguen en un gel de agarosa normal. Para la PCR cuantitativa, se afladen sondas marcadas especificas para cada
alelo a la reaccion de amplificaciéon para distinguir entre los dos alelos.

El genotipado también puede realizarse usando técnicas de hibridacion sobre un soporte sélido o en suspension. Estas
técnicas se basan en la hibridacion del material amplificado con sondas y cebadores especificos de alelo sobre un
soporte. El material amplificado se marca para distinguir los diferentes alelos.

El término “alelo con efecto” segun la invencion se refiere al alelo que confiere el riesgo y/o el efecto protector para
desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea a un sujeto, preferiblemente una mujer que experimenta un
cambio en los niveles hormonales. El término “alelo con efecto” se refiere por tanto a un SNP o alelo que esta asociado
con un alto riesgo relativo de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea.

El término “alelo sin efecto” se refiere al alelo que no confiere un riesgo ni un efecto protector para desarrollar una
enfermedad de la coagulacidon sanguinea a un sujeto, preferiblemente una mujer que experimenta un cambio en los
niveles hormonales.

En el contexto de la invencién, se realizan métodos de prondstico para determinar la presencia o ausencia de formas
homocigotas o heterocigotas de al menos un “alelo con efecto”. Los datos de genotipado incluyen tres posibilidades,
gque son homocigoto para el “alelo con efecto”, heterocigoto u homocigoto para el “alelo sin efecto”.

La tabla 2 proporciona los genotipos detallados para cada SNP (A: adenina, G: guanina, C: citosina, T: timina, -:
delecion).

Tabla 2:
Genotipo

SNP Homocigoto para el “alelo con efecto” Heterocigoto | Homocigoto para el “alelo sin efecto”
rs1799853 | (T;T) (CT (C;C)
rs4379368 | (T;T) (CT (C;C)
rs6025 (AA) (A;G) (G;G)
rs1799963 | (AA) (A;G) (G;G)
rs8176719 | (G;G) -:G) (-:-)
rs8176750 | (-;-) -0 (C,0)
rs9574 (G;G) (C:G) (C,0)
rs2289252 | (T;T) (CT (C;C)
rs710446 (G;G) (A;G) (AA)

En los métodos de pronéstico, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o del alelo T en rs4379368
(SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota indica que dicho sujeto tiene un riesgo aumentado de desarrollar
una enfermedad de la coagulacion sanguinea.

En comparacion, la presencia del alelo C en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o del alelo C en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2)
en forma homocigota indica que dicho sujeto no tiene un riesgo aumentado de desarrollar una enfermedad de la
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coagulacién sanguinea.

Tal como se muestra en los ejemplos, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.% 1) en forma heterocigota u
homocigota en los pacientes 11-14 y 31-32 indica que estos pacientes tienen un riesgo aumentado de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea. De manera similar, la presencia del alelo T en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2)
en forma heterocigota u homocigota en los pacientes 15-17 indica que estos pacientes tienen un riesgo aumentado
de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea. De hecho, todos estos pacientes han desarrollado DVT
0 PE (ejemplos 2-3, tablas 9 y 11). Preferiblemente, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y del alelo
T en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota indica que dicho sujeto tiene un riesgo aumentado
de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea.

Tal como se muestra en los ejemplos, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y del alelo T en rs4379368
(SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota en los pacientes 18-24 y 33-36 indica que estos pacientes tienen
un riesgo aumentado de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea. Todos estos pacientes han
desarrollado DVT o PE. En cambio, los pacientes 1-10 y 25-30 con el alelo C en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y el alelo
C en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma homocigota no han desarrollado una enfermedad de la coagulacién
sanguinea (ejemplos 2-3, tablas 9y 11).

Mas preferiblemente, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o del alelo T en rs4379368 (SEQ ID N.°:
2) y un alelo en forma heterocigota u homocigota en al menos un SNP seleccionado del grupo que comprende el alelo
A enrs6025 (SEQ ID N.°: 3), el alelo A en rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), el alelo G en rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), el alelo
(-) en rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), el alelo G en rs9574 (SEQ ID N.%: 7), el alelo T en rs2289252 (SEQ ID N.%: 8) y el
alelo G en rs710446 (SEQ ID N.°: 9), indican que dicho sujeto tiene un riesgo aumentado de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea.

Tal como se muestra en el ejemplo 4, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.° 1) y/o del alelo T en rs4379368
(SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota junto con al menos un SNP seleccionado del grupo que comprende
el alelo A en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), el alelo A en rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), el alelo G en rs8176719 (SEQ ID N.°:
5), el alelo (-) en rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), el alelo G en rs9574 (SEQ ID N.°: 7), el alelo T en rs2289252 (SEQ ID
N.°: 8) y el alelo G en rs710446 (SEQ ID N.°: 9), en los pacientes 44-51 indican que estos pacientes tienen un riesgo
aumentado de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea. Todos estos pacientes han desarrollado DVT
o PE. En cambio, los pacientes 37-43 con el alelo C en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o del alelo C en rs4379368 (SEQ
ID N.% 2) en forma homocigota no han desarrollado una enfermedad de la coagulacion sanguinea (tabla 2 y ejemplo
4, tabla 12).

También se da a conocer un método de prondéstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método las etapas de:

a) determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) seleccionados
del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2); y

b) determinar los factores de riesgo clinico de dicho sujeto.

Tal como se muestra en el ejemplo 5, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.° 1) y/o del alelo T en rs4379368
(SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota junto con factores de riesgo clinico seleccionados del grupo que
comprende el tabaquismo, el IMC, la edad, los antecedentes familiares de enfermedades de la coagulacion sanguinea
y/o el cambio en los niveles hormonales, en los pacientes 58-63 indican que estos pacientes tienen un riesgo
aumentado de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea. Todos estos pacientes han desarrollado DVT
o PE. En cambio, los pacientes 52-57 con el alelo C en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y el alelo C en rs4379368 (SEQ ID
N.°: 2) en forma homocigota no han desarrollado una enfermedad de la coagulacién sanguinea (tabla 2 y ejemplo 5,
tabla 13).

También se da a conocer un método de prondéstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una
enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método las etapas de:

a) determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) seleccionados
del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2);

b) determinar en dicha muestra el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) seleccionado
del grupo que comprende rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.% 5), rs8176750
(SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9); y

c) determinar los factores de riesgo clinico de dicho sujeto.

Preferiblemente, el sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales.

Tal como se muestra en el ejemplo 6, la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y del alelo T en rs4379368
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(SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota y al menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP)
seleccionado del grupo que comprende rs6025 (SEQ ID N.° 3), rs1799963 (SEQ ID N.° 4), rs8176719 (SEQ ID N.°
5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9), junto
con factores de riesgo clinico seleccionados del grupo que comprende el tabaquismo, el IMC, la edad, los antecedentes
familiares de enfermedades de la coagulacién sanguinea y/o el cambio en los niveles hormonales, en los pacientes
64-74 indican que estos pacientes tienen un riesgo aumentado de desarrollar una enfermedad de la coagulacién
sanguinea. Todos estos pacientes han desarrollado DVT o PE. En cambio, los pacientes 75-81 con el alelo C en
rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y el alelo C en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma homocigota no han desarrollado una
enfermedad de la coagulacion sanguinea (tabla 14, ejemplo 6).

Se seleccionan factores de riesgo clinico, por ejemplo, del grupo que comprende el tabaquismo, el IMC, la edad, los
antecedentes familiares de enfermedades de la coagulacién sanguinea, el cambio en los niveles hormonales, los
antecedentes personales de enfermedades de la coagulacion sanguinea, el alcoholismo, antecedentes personales de
hipertension, de colesterol, de diabetes, de enfermedad autoinmunitaria, de cancer y de otras enfermedades
cardiovasculares, antecedentes de anticoncepcion, la duracion de la anticoncepcién y el uso concomitante de otros
farmacos. Por ejemplo, los factores de riesgo clinico pueden determinarse a través del formulario de solicitud enviado
por el médico o profesional sanitario.

Preferiblemente, los factores de riesgo clinico se seleccionan del grupo que comprende el tabaquismo, el IMC, la edad,
los antecedentes familiares de enfermedades de la coagulacién sanguinea y/o el cambio en los niveles hormonales.

La descripcion también se refiere a métodos de prondstico tal como se describié anteriormente, en los que dicha mujer
gue experimenta un cambio en los niveles hormonales esta tomando un anticonceptivo, un anticonceptivo combinado,
una terapia de reemplazo hormonal, un anticonceptivo de progestageno solo, estd embarazada, esta recibiendo
tecnologia de reproduccion asistida o esta en periodo posparto.

El tipo de hormona presente en el tratamiento del sujeto incluye los progestagenos levonorgestrel, norgestimato,
gestodeno, desogestrel, drospirenona, dienogest, acetato de ciproterona, en particular pero no exclusivamente y
también los estrogenos estradiol, etinilestradiol, acetato de estradiol, cipionato de estradiol, valerato de estradiol,
enantato de estradiol, benzoato de estradiol, estradiol hemihidratado, en particular pero no exclusivamente. También
incluye pildoras de progestageno solo, dispositivos intrauterinos y terapia de reemplazo hormonal segun la via de
administracién tal como parche oral o transdérmico y otra terapia tal como Livial® (Tibolone).

En los métodos de prondstico dados a conocer en el presente documento, las enfermedades de la coagulacion
sanguinea se seleccionan del grupo que comprende trombosis venosa profunda, embolia pulmonar, trombosis venosa
y trombosis arterial.

Preferiblemente, la presente descripcion proporciona métodos de prondstico para identificar si una mujer que
experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una trombosis venosa profunda y/o
una embolia pulmonar.

La invencidn proporciona ademas un kit para su uso en el método de prondstico para identificar si un sujeto esta en
riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea descrita anteriormente, que consiste en:

i) sondas especificas para detectar SNP que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.% 2); y
opcionalmente

i) instrucciones para su uso.

En una realizacion independiente, un kit para su uso en los métodos de prondstico descritos anteriormente consiste
en:

i) sondas especificas para detectar SNP seleccionado del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963
(SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID
N.°: 8), rs710446 (SEQ ID N.°: 9), rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) y rs1799853 (SEQ ID N.°: 1); y opcionalmente

i) instrucciones para su uso.

En particular, el kit contiene los componentes necesarios para genotipar los SNP seleccionados del grupo que consiste
en rs1799853 (SEQ ID N.° 1), rs4379368 (SEQ ID N.°: 2), rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.%: 4),
rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446
(SEQ ID N.°: 9). Estos componentes incluyen sondas y cebadores especificos para cada SNP. Los cebadores son
necesarios para iniciar la amplificacion de cada region especifica correspondiente a cada SNP. Las sondas se hibridan
especificamente con cada alelo de cada SNP y permiten la deteccion de cada alelo. Las sondas para cada alelo
pueden marcarse con diferentes fluoréforos para permitir una deteccion diferenciada. El kit también puede contener
un soporte sélido para hibridarse con material amplificado y permitir la deteccion de cada alelo sobre el soporte sélido
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después de la reaccion de marcaje. El kit también puede contener los reactivos necesarios para secuenciar las
regiones alrededor de los 9 SNP enumerados anteriormente o los genes completos correspondientes.

Estos reactivos incluyen cebadores especificos para cada cebador que permitiria iniciar la reaccion de amplificacion y
nucledtidos modificados.

Preferiblemente, el reactivo de deteccién de SNP es un cebador o sonda de oligonucleétido de ADN aislado o sintético,
0 un cebador u oligonucleétido de ARN o un oligémero de PNA o una combinacion de los mismos, que se hibrida con
un fragmento de una molécula de acido nucleico diana que contiene uno de los SNP especificados en una cualquiera
de las SEQ ID N.°s1 a 9, o un complemento de las mismas.

En particular, dicho reactivo de deteccion de SNP puede diferenciar entre acidos nucleicos que tienen un nucleétido
particular en una posiciéon de SNP diana.

En la presente descripcion, las sondas especificas de SNP se hibridan en condiciones rigurosas con al menos 8, 10,
12, 16, 18, 20, 22, 25, 30, 40, 50, 55, 60, 65, 70, 80, 90, 100, 120 o méas nucledtidos consecutivos en una molécula de
acido nucleico diana que comprende al menos uno de los SNP especificados en una cualquiera de las SEQ ID N.°s; 1
a 9, o un complemento de las mismas.

Preferiblemente, segun la descripcién, al menos una sonda especifica de SNP en el kit es un oligonucledétido que tiene
una longitud de al menos 8 nucleétidos, preferiblemente una longitud de al menos 10, 12, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22,
23, 24 0 25 nucleétidos.

La descripcion también se refiere a un kit para su uso, en el que las sondas especificas de SNP son un compuesto
que esta marcado.

También se da a conocer un programa informatico o un medio legible por ordenador que contiene medios para llevar
a cabo un método de prondstico para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la
coagulacién sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de al
menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°:
1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

Preferiblemente, dicho método comprende ademas la etapa de determinar el genotipo de al menos un polimorfismo
de un solo nucleétido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°:
4), rs8176719 (SEQ ID N.% 5), rs8176750 (SEQ ID N.°% 6), rs9574 (SEQ ID N.% 7), rs2289252 (SEQ ID N.%: 8) y
rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

Los métodos descritos anteriormente pueden comprender ademas la etapa de determinar los factores de riesgo clinico
de dicho sujeto.

En una realizacion independiente, se da a conocer un programa informatico o un medio legible por ordenador que
contiene medios para llevar a cabo un método de pronéstico para identificar si una mujer que experimenta un cambio
en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea, en el que el
método comprende determinar, en una muestra de dicha mujer, el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2).

Preferiblemente, dicho método comprende ademas la etapa de determinar el genotipo de al menos un polimorfismo
de un solo nucledtido (SNP) seleccionado del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°:
4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.%: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y
rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

Los métodos descritos anteriormente pueden comprender ademas la etapa de determinar los factores de riesgo clinico
de dicha mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales.

Por tanto, también se da a conocer un programa informatico o un medio legible por ordenador que contiene medios
para llevar a cabo un método de prondstico para identificar si una mujer que experimenta un cambio en los niveles
hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método las
etapas de:

a) determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucle6tido (SNP)
seleccionado del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2);

b) determinar en dicha muestra el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) seleccionado

del grupo que comprende rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750
(SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°%: 8) y rs710446 (SEQ ID N.%: 9); y
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¢) determinar los factores de riesgo clinico de dicho sujeto.

Pueden determinarse SNP adicionales basandose en los SNP descritos en la presente invencion mediante correlacion
estadistica. El “desequilibrio de ligamiento” (LD) se refiere a la correlacion estadistica entre dos SNP vecinos. El LD
generalmente se cuantifica o bien con el parametro de asociacion de Lewontin (Lewontin, RC (1964). Genetics. 49 (1):
49-67) o bien con el parametro r? basado en el coeficiente de correlacion de Pearson (Karl Pearson (1895) Proceedings
of the Royal Society of London, 58: 240-242). Cuando el valor de LD es igual a 1, los dos SNP estan en completo
desequilibrio. En cambio, dos SNP con un valor de LD igual a 0 estan en equilibrio de ligamiento completo. El
desequilibrio de ligamiento se calcula siguiendo la aplicacién del algoritmo de maximizacién de expectativas (EM) para
la estimacién de frecuencias de haplotipos.

Por tanto, en la presente descripcion, los SNP considerados en LD con rs1799853 (SEQ ID N.°: 1), rs4379368 (SEQ
ID N.°: 2), rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°%: 6),
rs9574 (SEQ ID N.%: 7), rs2289252 (SEQ ID N.%: 8) 0 rs710446 (SEQ ID N.°: 9) son SNP con un r> mayor de 0,5.

En otra realizacién independiente, se da a conocer un método de prondstico para identificar si un sujeto esta en riesgo
de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea, en el que el método comprende:

a) obtener una muestra biolégica de un sujeto;

b) determinar a partir de dicha muestra el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido seleccionado
del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2);

c) pronosticar que el sujeto tiene alto riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea cuando se
detecta el alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o el alelo T en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u
homocigota; y

d) administrar una cantidad eficaz de un compuesto adaptado a la prevencion de una enfermedad de la coagulacion
sanguinea a dicho sujeto.

Los compuestos adaptados a la prevencion de una enfermedad de la coagulacién sanguinea se seleccionan del grupo
gue comprende apixaban, rivaroxaban, dabigatran, edoxaban, heparina, antagonistas de la vitamina K y farmacos
cumarinicos tales como warfarina.

También se da a conocer en el presente documento un método de tratamiento de un sujeto que tiene una enfermedad
de la coagulacion sanguinea, comprendiendo el método:

a) obtener una muestra biolégica de un sujeto;

b) determinar a partir de dicha muestra el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido seleccionado
del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2);

¢) diagnosticar que el sujeto tiene un alto riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea cuando
se detecta el alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.% 1) y/o el alelo T en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota
u homocigota; y

d) administrar una cantidad eficaz de un compuesto adaptado al tratamiento de una enfermedad de la coagulacién
sanguinea a dicho sujeto.

Los compuestos adaptados al tratamiento de una enfermedad de la coagulacion sanguinea se seleccionan del grupo
que comprende apixaban, rivaroxaban, dabigatran, edoxaban, heparina, antagonistas de la vitamina K y farmacos
cumarinicos tales como warfarina.

Preferiblemente, el sujeto es una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales.

La descripcion anterior se entendera mas completamente con referencia a los siguientes ejemplos. Sin embargo, tales
ejemplos son ejemplos de métodos de puesta en practica de la presente invencién y no pretenden limitar el alcance
de la invencion.

Ejemplo

Ejemplo 1: Rendimiento del método de prondstico

Caracteristicas de la poblaciéon estudiada

Este estudio incluy6 sujetos humanos y se llevé a cabo segun los principios de la Declaracién de Helsinki; todos los
participantes firmaron un consentimiento informado. El estudio incluye 794 casos femeninos que han desarrollado al
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menos un episodio de VTE mientras tomaban CC. Estos casos son parte del estudio PIL1 Genetic RIsk Monitoring
(PILGRIM) descrito anteriormente (Suchon P, et al. (2017) Clin Genet; 91(1):131-36), que se refiere al método usado
para confirmar la aparicion de trombosis. También se incluyeron 828 mujeres de control de diferentes fuentes: 523
son parte del estudio PILGRIM; 174 forman parte del estudio CoLaus (Firman M, et al. (2008) BMC Cardiovasc Disord;
8:6), 56 se reclutaron entre 1997 y 1998 en el sur de Francia y los controles restantes se reclutaron entre 2012 y 2016
entre la poblacion suiza. Estas mujeres de control estaban tomando CC pero no habian desarrollado VTE en el
momento de la investigacion de genotipado.

Entre 1622 mujeres que tomaban una pildora anticonceptiva oral, 794 habian desarrollado un acontecimiento
trombdtico, o bien una trombosis venosa profunda (DVT) o bien una embolia pulmonar (PE). Se presenta la distribucion
de edad, el IMC y el tabaquismo en ambas poblaciones (tablas 3 y 4). La distribuciéon de edad es similar en ambos
grupos, siendo el IMC y el tabaquismo ligeramente superiores en los casos.

Tabla 3:
Caracteristicas clinicas Sujeto (n=794) Controles (n=828)
Edad (afios) 32,3 31,5
indice de masa corporal (kg/m2) 24 22,3
Tabaquismo 260 206
Tabla 4:
Casos (n) Controles (n)
Numero total 794 828
VTE 794
DVT 600
PE 194
Edad (media) 32 31,5
IMC (media) 24 23
Antecedentes familiares de VTE 222 19
Tabaquismo 260 206

Genotipado

Se identificaron 50 polimorfismos genéticos para las 1622 mujeres del estudio usando la tecnologia Veracode-
BeadXpress de lllumina. La seleccion de estos SNP que iban a someterse a prueba se realizé segin los metanalisis
de la bibliografia existente y los estudios de laboratorio que se realizaron. En mas detalles, los SNP se genotiparon
usando la tecnologia GoldenGate de llluminay se evaluaron usando el software GenomeStudio V2011.1 y BeadXpress
de lllumina. Las agrupaciones para cada SNP se organizaron manualmente y se genotiparon adicionalmente muestras
indeterminadas usando secuenciacién de Sanger. EI SNP rs1053878 se genotipd usando RFLP-PCR; mas
detalladamente, la region de ADN se amplific6 con los siguientes cebadores (directo: 5'-
GCCACCGTGTCCACTACTATG-3 e inverso: 5-GTCCACGCACACCAGGTAAT-3") y los amplicones se digirieron con
la enzima de restriccion Pvull. Los controles de la cohorte CoLaus se genotiparon previamente tal como se describe
(Kutalik Z, et al. (2011) Bioestatistics; 12(1):1-17). Para los controles de ColLaus, se usaron sustitutos (r2> 85%) para
9 SNP (rs4572916 para rs10029715, rs8176704 para rs1053878, rs3736455 para rs13146272, rs6018 para
rs1800595, rs4253417 para rs2289252, rs11038993 para rs3136516, rs2169682 para rs7082872, rs687621 para
rs8176719 y rs2069952 para rs9574). La calidad de los datos de genotipado se evalué mediante GenomeStudio y
mediante inspeccion visual. Los datos de genotipado se validaron mediante secuenciacién o RFLP-PCR.

Andlisis estadisticos

La cohorte se dividi6 aleatoriamente en un conjunto de entrenamiento y un conjunto de prueba de igual tamafio. El
conjunto de entrenamiento se us6 para realizar una seleccion gradual (AIC, criterio de informacion de Akaike) y una
regresion logistica para generar coeficientes. Entonces se aplicé el modelo ajustado al conjunto de datos de prueba
para calcular las predicciones. Este proceso se repitio 10.000 veces y se usaron las medianas de los coeficientes. A
las variables no seleccionadas en la serie se les asigné un coeficiente nulo.

La razén de probabilidades (OR) cuantifica la asociacion entre dos parametros en una poblacion dada (Cornfield J.,
(1951). Journal of the National Cancer Institute. 11: 1269-1275). Estos valores se obtienen a partir de modelos
matematicos tales como la regresion logistica usada en el presente documento. Una regresion logistica es un modelo
matematico que mide la relacion entre variables al predecir la probabilidad de un resultado dado (Walker, SH; Duncan,
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DB (1967). Biometrika. 54: 167-178). La OR y los valores de p son el resultado de la regresion logistica y corresponden
a la potencia y la significacion de la relacion medida, respectivamente.

Resultados

Los modelos de regresion logistica se ajustaron gradualmente para encontrar el modelo de miltiples variables éptimo
en los 10.000 conjuntos de entrenamiento. Al promediar estos 10.000 modelos, se identificaron 9 de los 46 SNP
sometidos a prueba que estaban en el modelo promediado y también se asociaron significativamente con el desarrollo
de trombosis (tabla 5).

Este enfoque confirmd la asociacién entre DVT y/o PE con varios SNP ya descritos en la bibliografia (tabla 5). La tabla
incluye la razén de probabilidades (OR) observada en la bibliografia, las referencias bibliograficas y el valor de p
obtenido a partir del presente estudio descrito. La razén de probabilidades indica la asociacion entre un SNP y el
desarrollo de trombosis.

Tabla 5:
SNP Gen ':llgllg sg:q eef]?ec;,:t%> OR! Referencias? ;/? lor de
rs6025 (SEQ ID N.°: | Gen del factor V 14
3) (NG_011806) G>A 4,3 De Haan, 2012 8,3 x10
rs1799963 (SEQ ID | Gen del factor Il "
N.O: 4) (NG_008953) G>A 3 De Haan, 2012 3,7x10
rs8176719 (SEQ ID | Gen de ABO 4
N.o: 5) (NG _006669) ->G 1,74 De Haan, 2012 6,0x10
rs8176750 (SEQ ID | Gen de ABO i 1,89- 3
N.%: 6) (NG_006669) Cc> 1.91 Tregouet, 2009 2,5x10
rs9574 (SEQ ID N.°: | Gen de PROCR . "
7 (NG_032899) C>G 1,18 De Haan, 2012 9x10
rs2289252 (SEQ ID | Gen del factor 11 "
N.o: 8) (NG _008051) C>T 1,36 De Haan, 2012 2,9x10
rs710446 (SEQ ID Gen de KNG1 )
N.%: 9) (NG_016009) A>G 1,196 Morange, 2011 3,8x10
1 Razén de probabilidades, para la asociacion entre el SNP y el desarrollo de trombosis, obtenida a partir de la
bibliografia. La mayoria de estas OR se basan en la cohorte MARTHA.
* Esta OR corresponde al SNP rs867186. Tanto rs9574 como rs867186 forman parte del haplotipo A2 y A3 que
estan asociados con el riesgo de trombosis.
2 Referencias para la OR relacionada
3 Valores de p obtenidos a partir de la cohorte de 1622 mujeres y una regresion logistica en toda la poblacion

También se obtuvieron valores de p significativos para dos SNP adicionales que no se asociaron previamente con el
desarrollo de acontecimientos tromboembdlicos. Estos dos SNP se describen en la tabla 6.

Tabla 6:
SNP Gen Alelo sin efecto> alelo con valor de pt | OR?
efecto
rs1799853 (SEQ ID N.o: 1) | G€nde CYP2C9 c>T 50x10¢ | 1,55

(NG_008385)
rs4379368 (SEQ ID N.2: 2) &eé‘ %%?itJZ%fT csT 3.6x102 | 1,35

Gen de CYP2C9 (NG

rs1057910 008385) A>C >0,05 -
Gen de CYP3A4 (NG
rs35599367 008421) C>T >0,05 -

1 Valores de p obtenidos a partir de la cohorte de 1622 mujeres y una regresion logistica en toda la poblacién
2 Razén de probabilidades obtenida a partir de la de 1622 mujeres y una regresion logistica

Pueden usarse diferentes enfoques para generar valores de p. En las tablas 4 y 5, los valores de p se han determinado
a partir de 10.000 repeticiones de una regresion logistica usando la poblacion total de 1622 mujeres, mientras que
otros enfoques generan valores de p usando una regresion logistica solo en la mitad de la poblacion seleccionada
aleatoriamente 10.000 veces de manera aparte de la muestra.

rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) esta presente en el gen que codifica para el citocromo CYP2C9. Este SNP también se
conoce como alelo *2 en la nomenclatura oficial para las enzimas CYP450. Esta variante esta asociada con una fuerte
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disminucion de la actividad de la enzima (Thijssen H.H., (2005), Clin Pharmacol Ther., 74, 61-68). El etinilestradiol,
que es el estrégeno presente en la mayoria de los CC, se metaboliza a través de las rutas del CYP450. Estan
implicados varios de los citocromos, incluyendo CYP2C9 (Lee AJ., (2003), Endocrinology, 144(8):3382-98). Se han
sometido a prueba otros SNP asociados con la actividad de varios citocromos implicados en el metabolismo del
estrégeno (por ejemplo, rs1057910 y rs35599367, tabla 6). Sin embargo, no se encontré una asociacion
estadisticamente significativa con el desarrollo de VTE en usuarias de CC. La misma variante genética también se
identificé como uno de los factores que dificultan la eliminaciéon de farmacos anticoagulantes derivados de cumarina
(Rettie AE., Tai G., (2006), The pharmocogenomics of warfarin: closing in on personalized medicine. Mol Interv 6: 223
- 227). Las otras variantes genéticas, tales como CYP2C9 *3 (rs1057910, tabla 6) demostraron tener el mismo efecto
sobre el metabolismo de los farmacos. Se someti6 a prueba CYP2C9 *3, pero no tuvo una asociacion estadisticamente
significativa con el desarrollo de VTE en usuarias de CC.

rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) esta presente en la secuencia génica que codifica para la succinil-CoA:glutarato-CoA
transferasa. Inicialmente se encontr6 que este SNP estaba asociado con migrafia (Anttila V, (2013) Nat. Gen.,
45(8):912-7). Se han sometido a prueba otros SNP asociados con el desarrollo de migrafia (por ejemplo, rs2651899 y
rs10915437). Sin embargo, no se encontré una asociacion estadisticamente significativa con el desarrollo de VTE en
usuarias de CC.

Se establecio la curva de rendimiento diagnéstico (ROC) y mide lo bien que los diferentes modelos distinguen a las
mujeres en riesgo de las mujeres sin riesgo. La tasa de verdaderos positivos (TPR) se representa graficamente frente
a la tasa de falsos positivos (FPR) en diversos ajustes de umbral (Fawcett T., (2006), Pattern Recognition Letters., 27:
861-874).

El area bajo la curva (AUC) es igual a la probabilidad de que una prueba positiva se clasifique superior a una prueba
negativa para distinguir a las mujeres en riesgo de las mujeres sin riesgo. EI AUC oscila entre 0,5 (50% - valor
predictivo) y 1 (100% - distincién perfecta; Fawcett T., (2006), Pattern Recognition Letters., 27: 861-874).

En la tabla 7 se muestra las AUC obtenidas siguiendo la regresion logistica descrita en el presente documento y
correspondientes a las diferentes combinaciones de SNP. Hay varios modos de calcular las AUC, o bien usando la
poblacion total de 1622 mujeres o bien usando solo el conjunto de prueba que corresponde a la mitad de la poblacion
gue no se uso para seleccionar variables. Las AUC presentadas en la tabla 7 se han calculado usando la poblacién
total de 1622 mujeres.

Tabla 7:
rsy SEQ ID N.°; AUC
rs6025 (SEQ ID N.°: 3) 0,60
rs1799963 (SEQ ID N.° 4)
rs6025 (SEQ ID N.°: 3) 0,63

rs1799963 (SEQ ID N.°: 4)
rs1799853 (SEQ ID N.°: 1)
rs6025 (SEQ ID N.°; 3) 0,62
rs1799963 (SEQ ID N.°: 4)
rs4379368 (SEQ ID N.°: 2)
rs6025 (SEQ ID N.°; 3) 0,64
rs1799963 (SEQ ID N.°: 4)
rs1799853 (SEQ ID N.°: 1)
rs4379368 (SEQ ID N.°: 2)
rs6025 (SEQ ID N.°; 3) 0,70
rs1799963 (SEQ ID N.°: 4)
rs8176719 (SEQ ID N.°: 5)
rs8176750 (SEQ ID N.°: 6)
rs9574 (SEQ ID N.2: 7)
rs2289252 (SEQ ID N.°: 8)
rs710446 (SEQ ID N.%: 9)
rs4379368 (SEQ ID N.0: 2)
rs1799853 (SEQ ID N.°: 1)
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Los valores de las AUC demuestran que pueden usarse rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) y/o rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) en
un método de prondstico para identificar si una mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en
riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea. La determinacion de o bien rs4379368 (SEQ ID
N.%: 2), 0 rs1799853 (SEQ ID N.°%: 1) o bien ambos, mejora el rendimiento de deteccién de mujeres en riesgo en
comparacion con las pruebas genéticas convencionales (rs6025 (SEQ ID N.°: 3) y rs1799963 (SEQ ID N.°: 4).

Ademas de rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) y/o rs1799853 (SEQ ID N.°: 1), someter a prueba rs6025 (SEQ ID N.° 3),
rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252
(SEQ ID N.°: 8), rs710446 (SEQ ID N.°: 9) mejora adicionalmente el método de prondstico para identificar si una mujer
que experimenta un cambio en los niveles hormonales esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacion
sanguinea.

De manera similar, la adicion de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.°%: 2) a la combinacién notificada
anteriormente de SNP para identificar el riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulaciéon sanguinea (DeHaan
HG., (2012), Blood, 120:656-663) aumenta el AUC cuando se calcula usando la poblacion total de 1622 mujeres. La
combinacién de los 5 SNP notificados por DeHaan (rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865 y rs2036914) alcanza
un AUC de 0,628 (tabla 8, DeHaan). Este AUC se mejora cuando se afiade rs1799853 (SEQ ID N.° 1) o0 rs4379368
(SEQ ID N.°: 2) 0 ambos.

Tabla 8:
rsy SEQ ID N.°: AUC
rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865 y rs2036914 0,628
rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865 y rs2036914 + SEQ ID N.°: 1 0,636
rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865 y rs2036914 + SEQ ID N.°: 2 0,631
rs6025, rs1799963, rs8176719, rs2066865 y rs2036914 + SEQ ID N.%: 1 + SEQ ID N.°: 2 0,641

Ejemplo 2: Determinacion del riesgo para mujeres que toman anticonceptivos hormonales

Se ha determinado la presencia de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en un grupo de pacientes
que incluye mujeres que toman anticonceptivos hormonales (tabla 9). Para cada paciente, el genotipo de SEQ ID N.°:
1, de SEQ ID N.°: 2 y los antecedentes familiares se han indicado mediante valores tal como sigue:

El valor de SEQ ID N.%: 1-2 es 2 = homocigoto para el alelo con efecto, 1 = heterocigoto para el alelo con efecto, 0 =
homocigoto para el alelo sin efecto.

Antecedentes familiares: 0 = sin antecedentes familiares de enfermedad de la coagulacién sanguinea, 1 =
antecedentes familiares (primer grado) de enfermedad de la coagulaciéon sanguinea.

Se indica el desarrollo de una trombosis venosa profunda (DVT) o una embolia pulmonar (PE) para cada paciente.
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Tabla 9:
N.° de paciente | SEQID N.°:1 | SEQ ID N.%: 2 | Antecedentes familiares | Desarrollo de DVT/PE
1 0 0 0 ninguno
2 0 0 1 ninguno
3 0 0 0 ninguno
4 0 0 0 ninguno
5 0 0 0 ninguno
6 0 0 1 ninguno
7 0 0 0 ninguno
8 0 0 0 ninguno
9 0 0 0 ninguno
10 0 0 1 ninguno
11 1 0 1 PE
12 1 0 0 DVT
13 1 0 0 DVT
14 2 0 0 DVT
15 0 1 0 DVT
16 0 1 1 DVT
17 0 2 0 DVT
18 1 1 0 DVT
19 1 1 0 DVT
20 1 1 0 DVT
21 1 1 0 DVT
22 1 1 1 DVT
23 1 1 0 PE
24 1 1 1 DVT

La presencia de SEQ ID N.°: 1 en las pacientes n.° 11-14 esta asociada con la aparicién de enfermedades de la
coagulacién sanguinea tales como DVT y PE. De manera similar, la presencia de SEQ ID N.%: 2 en las pacientes n.°
15-17 esta asociada con la aparicion de enfermedades de la coagulaciéon sanguinea tales como DVT y PE. La
presencia de tanto SEQ ID N.°: 1 como 2 en las pacientes 18-24 esta asociada con DVT y PE. En cambio, las pacientes
n.° 1 a 10 que son homocigotas para el alelo sin efecto de SEQ ID N.°: 1y SEQ ID N.°% 2 no han desarrollado una
enfermedad de la coagulacion sanguinea.

Ejemplo 3: Determinacion del riesgo para hombres

Caracteristicas de la poblaciéon estudiada

Entre 36 hombres, 19 han desarrollado un acontecimiento trombético, o bien una trombosis venosa profunda (DVT) o
bien una embolia pulmonar (PE). Se presenta la distribucién de edad, el IMC y el tabaquismo en ambas poblaciones
(tabla 10). La distribucion de edad, el IMC y el tabaquismo son similares en ambos grupos.

Tabla 10:
Caracteristicas clinicas (media) Sujetos (n=17) Controles (n=19)
Edad (afios) 44,5 47,5
indice de masa corporal (kg/m2) 27 25
Tabaquismo 6 4

Se ha determinado la presencia de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en un grupo de pacientes
que incluye hombres (tabla 11).
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Para cada paciente, el genotipo de SEQ ID N.°: 1 y SEQ ID N.°: 2 se ha indicado mediante valores tal como sigue:

El valor de SEQ ID N.% 1-2 es 2 = homocigoto para el alelo con efecto, 1 = heterocigoto para el alelo con efecto, 0 =
homocigoto para el alelo sin efecto.

Se indica el desarrollo de una trombosis venosa profunda (DVT) o una embolia pulmonar (PE) para cada paciente.

Tabla 11:
N.° de paciente SEQID N.°: 1 SEQ ID N.°: 2 Desarrollo de DVT/PE
25 0 0 ninguno
26 0 0 ninguno
27 0 0 ninguno
28 0 0 ninguno
29 0 0 ninguno
30 0 0 ninguno
31 1 0 PE
32 2 0 DVT
33 1 1 DVT
34 1 1 DVT
35 1 1 DVT
36 1 1 DVT

La presencia de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.% 2) en los pacientes n.° 31-36 esta asociada
con la aparicion de enfermedades de la coagulaciéon sanguinea tales como DVT y PE en hombres. En cambio, los
pacientes n.° 25-30 no han desarrollado una enfermedad de la coagulacién sanguinea

Ejemplo 4: Determinacién del riesgo incluyendo una combinacion de SNP

Se ha determinado la presencia de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en un grupo de pacientes
junto con un alelo en forma heterocigota u homocigota en al menos un SNP seleccionado del grupo que comprende
el alelo A en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), el alelo A en rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), el alelo G en rs8176719 (SEQ ID N.°:
5), el alelo (-) en rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), el alelo G en rs9574 (SEQ ID N.°: 7), el alelo T en rs2289252 (SEQ ID
N.°: 8) y el alelo G en rs710446 (SEQ ID N.°: 9) (tabla 12).

Para cada paciente, el genotipo de SEQ ID N.°: 1 y SEQ ID N.°: 2 se ha indicado mediante valores tal como sigue:

El valor de SEQ ID N.°% 1-9 es 2 = homocigoto para el alelo con efecto, 1 = heterocigoto para el alelo con efecto, 0 =
homocigoto para el alelo sin efecto.

Se indica el desarrollo de una trombosis venosa profunda (DVT) o una embolia pulmonar (PE) para cada paciente.

El sexo de cada paciente se indica como M para hombres y F para mujeres.
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Tabla 12:
SEQ ID N.°:
N.° de paciente 1 2 3 4 5 6 7 8 9 DVT/PE Sexo
37 0 0 1 0 1 0 1 0 1 ninguno F
38 0 0 0 1 1 1 1 0 0 ninguno F
39 0 0 0 1 1 0 1 1 0 ninguno F
40 0 0 0 0 0 0 1 2 2 ninguno M
41 0 0 0 0 1 0 0 0 0 ninguno M
42 0 0 0 0 1 0 1 0 0 ninguno M
43 0 0 0 0 1 0 1 0 1 ninguno M
44 1 0 0 0 2 0 1 2 0 DVT M
45 2 0 0 0 2 0 1 1 2 PE M
46 1 0 0 1 1 0 1 2 2 PE F
47 1 0 1 0 1 0 0 1 2 DVT F
48 1 1 0 1 1 0 1 1 0 DVT M
49 1 1 0 0 1 0 1 |0 0 DVT M
50 1 1 1 0 1 0 1 2 2 DVT F
51 1 1 1 0 1 0 0 |0 2 DVT F

Ejemplo 5: Determinacion del riesgo incluyendo rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y/o rs4379368 con parametros
clinicos

Se ha determinado la presencia de rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) y/o rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en un grupo de pacientes
junto con parametros clinicos (tabla 13).

Para cada paciente, los antecedentes familiares, el IMC, la edad, el tabaquismo y el genotipo de SEQ ID N.°: 1-2 se
han indicado mediante valores tal como sigue:

El valor de SEQ ID N.° 1-2 es 2 = homocigoto para el alelo con efecto, 1 = heterocigoto para el alelo con efecto, 0 =
homocigoto para el alelo sin efecto.

Los antecedentes familiares son 0 = sin antecedentes familiares de enfermedad de la coagulaciéon sanguinea, 1 =
antecedentes familiares (primer grado) de enfermedad de la coagulacién sanguinea.

El tabaquismo es 0 = no fumador; 1 = fumador actual.

Se indica el desarrollo de una trombosis venosa profunda (DVT) o una embolia pulmonar (PE) para cada paciente asi
como el sexo, M para hombres y F para mujeres.

18



10

15

20

ES 2911 406 T3

Tabla 13:
e, | 2P | SERP [ Ameeenes | e [ coao | ravaausmo | PeIece | seno
52 0 0 0 30,1 46 0 ninguno M
53 0 0 0 40 36 1 ninguno M
54 0 0 0 21,1 24 0 ninguno M
55 0 0 0 21,8 19 1 ninguno F
56 0 0 0 23 42 0 ninguno F
57 0 0 0 22,5 42 0 ninguno F
58 2 0 0 21 41 0 DVT M
59 1 0 0 27,7 75 0 PE M
60 2 0 0 20,8 | 29 0 DVT F
61 0 1 0 29 22 1 PE F
62 1 1 1 24 54 0 DVT M
63 1 1 0 18,9 19 1 DVT F

Ejemplo 6: Determinacion del riesgo incluyendo una combinacion de 9 SNP con parametros clinicos

Se han determinado el genotipo de SEQ ID N.% 1 a SEQ ID N.°: 9 y diversos parametros clinicos en un grupo de
pacientes que incluye mujeres que toman anticonceptivos hormonales (tabla 14). Para cada paciente, los antecedentes
familiares, el IMC, la edad, el tabaquismo y el genotipo de SEQ ID N.°: 1 a SEQ ID N.% 9 se han indicado mediante
valores tal como sigue:

Antecedentes familiares: 0 = sin antecedentes familiares de enfermedad de la coagulacién sanguinea, 1 =
antecedentes familiares (primer grado) de enfermedad de la coagulacién sanguinea.

Tabaquismo: 0 corresponde a un sujeto no fumador y 1 corresponde a un sujeto fumador.

El valor de SEQ ID N.°: 1 a SEQ ID N.° 9 es 2 = homocigoto para el alelo con efecto, 1 = heterocigoto para el alelo
con efecto, 0 = homocigoto para el alelo sin efecto.

Se indica el desarrollo de una trombosis venosa profunda (DVT) o una embolia pulmonar (PE) para cada paciente.
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Tabla 14:
Paciente | SEQ ID N.°; Parametros clinicos Desarrollo de:
1/2]3|4|5|6|7]|8]09 fA”te?edemes IMC Edad | Tabaquismo
amiliares
64 1|10(0f2|1|0|1(2|2]|1 22,79 34 1 PE
65 1/0(1(0|1|0j0f1|2]0 27,92 48 0 DVT
66 110(0|2|2|0|0f2]|2]|0 20,31 38 0 DVT
67 2|0|2|0f1|0|2|2(1|0 20,83 29 0 DVT
68 2|0|0|2(1|0]|2|2(1|0 24,14 19 0 DVT
69 oj1j1(0f(2|0|1|1(1]O0 23,05 24 1 DVT
70 of11|j0j2j0|0|2|2]|O0 28,93 22 1 PE
71 i1|j1(1j0|1|0|0Of2|21]0 18,87 19 1 DVT
72 1|j1(1|0|1|0|1(2|2]|0 20,45 15 0 DVT
73 1/1(1(0|1|0|0f0|2]0 20,42 21 1 DVT
74 1|j1(0f(2|1|0f1f1|1]|1 20,76 16 0 PE
75 ofo|j1|jo0j2j0|1|j0|12]o0 21,8 19 1 ninguno
76 o(ojo0oj1j2j12|1|0|0}O0 22,955 | 42 0 ninguno
77 o|jojof1f12j0|1|1(01]O 22,463 | 42 0 ninguno
78 o(ojo0ojojojo|1j2|0|1 16,9 29 1 ninguno
79 o|jojofofojoj1|j1(0|12 18,37 27 1 ninguno
80 o|jojofof1j0|1|0|0]12 19,53 20 0 ninguno
81 o(o0j0|j0j0j0O|0O|0O|1 |12 20,4 23 1 ninguno

En el contexto de la invencion, un informe indicara si el sujeto es heterocigoto u homocigoto para el alelo con efecto,
u homocigoto para el alelo sin efecto. El informe incluira una puntuacién de probabilidad de desarrollar una enfermedad
de la coagulacion sanguinea.

Para calcular la puntuacién, el factor de riesgo determinado para un polimorfismo de un solo nucleétido de la invencion
puede ponderarse por un coeficiente dependiendo de cual sea la contribucion de dicho polimorfismo de un solo
nucleétido en la determinacion del riesgo, en comparacion con el otro polimorfismo de un solo nucledtido.
Normalmente, el método para calcular la puntuacién se basa en estudios estadisticos realizados sobre diversas
cohortes de pacientes. La puntuacién también puede incluir otros diversos parametros del paciente (tales como
parametros clinicos). El peso dado a cada parametro se basa en su contribucion relativa a los otros parametros para
explicar la variabilidad entre individuos de desarrollar una enfermedad de la coagulacion sanguinea.

Esta probabilidad se deriva de un modelo que incluye el factor de riesgo determinado para el rs6025 (SEQ ID N.°: 3);
rs1799963 (SEQ ID N.%: 4); rs8176719 (SEQ ID N.%: 5); rs8176750 (SEQ ID N.%: 6); rs9574 (SEQ ID N.°: 7); rs2289252
(SEQ ID N.°: 8); rs710446 (SEQ ID N.°: 9); rs4379368 (SEQ ID N.°: 2); y/o rs1799853 (SEQ ID N.°: 1) o cualquier SNP
en desequilibrio de ligamiento con los SNP citados anteriormente.

La puntuacion de probabilidad también puede incluir parametros clinicos (por ejemplo tabaquismo, el IMC, la edad,
los antecedentes familiares de enfermedades de la coagulacion sanguinea y/o el cambio en los niveles hormonales)
y el tipo de hormona usada por el sujeto. La puntuacion de probabilidad también puede generarse a partir de un
programa informatico para establecer tal puntuacion.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> Gene Predictis SA

<120> METODO PARA PREDECIR EL RIESGO DE TROMBOSIS VENOSA PROFUNDA Y EMBOLIA PULMONAR
<130> 51144/WO

<160>9
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<170> PatentIn versién 3.5

<210>1

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>“n"esCoT

<400> 1
gatggggaag aggagcattg aggacngtgt tcaagaggaa gecegcetgec t 51

<210> 2

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>“n"esCoT

<400> 2
tggatggtat tgacttttac atcacngaag gtgtttccat agatggaaga ¢ 51

<210> 3

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>"n"es Ao G

<400> 3
tgtaagagca gatccctgga caggcnagga atacaggtat tttgtccttg a 51

<210> 4

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>"n"es Ao G

<400> 4
gttcccaata aaagtgactc tcagynagcc tcaatgctce cagtgctatt ¢ 51

<210>5

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>"n"es-0G

<400> 5
gcagtaggaa ggatgtcctc gtggtnaccce cttggctgge tcccattgte t 51

<210> 6

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<220>
<221> misc_feature
<223>“n"es-o0C

<400> 6
ccaagaacca ccaggcggtc cggaancegt gageggcetge caggggetet g 51

<210>7

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>“n"esCoG

<400> 7
gcgatgttaa ttactctcca geceentcag aaggggetgg attgatggag g 51

<210> 8

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>“n"esCoT

<400> 8
gtgagggtga ggcttgtctc tctctngecc tetcatectg geacatgtge g 51

<210>9

<211>51

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<220>
<221> misc_feature
<223>‘n"es Ao G

<400>9
agggatccaa tcgtcatcac tctgtntggg agctggtgat ataggaggea t 51
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REIVINDICACIONES

Método para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la coagulacion
sanguinea, comprendiendo el método determinar, en una muestra de dicho sujeto, el genotipo de
polimorfismos de un solo nucleétido que consisten en rs1799853 (SEQ ID N.°%: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°:
2).

Método segun la reivindicacion 1, en el que la presencia del alelo T en rs1799853 (SEQ ID N.%: 1) y del alelo
T en rs4379368 (SEQ ID N.°: 2) en forma heterocigota u homocigota indica que dicho sujeto tiene un riesgo
aumentado de desarrollar una enfermedad de la coagulacién sanguinea.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho método comprende ademas
determinar el genotipo de al menos un polimorfismo de un solo nucleétido seleccionado del grupo que
consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°%: 5), rs8176750 (SEQ
ID N.% 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que dicho método comprende ademas
determinar el genotipo de un polimorfismo de un solo nucleétido seleccionado del grupo que consiste en
rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.%: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6),
rs9574 (SEQ ID N.%: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.%: 9).

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el sujeto es una mujer que experimenta
un cambio en los niveles hormonales.

Método segun la reivindicacion 5, en el que dicha mujer que experimenta un cambio en los niveles hormonales
esta tomando un anticonceptivo, un anticonceptivo combinado, una terapia de reemplazo hormonal, un
anticonceptivo de progestageno solo, esta embarazada, esta recibiendo tecnologia de reproduccion asistida
0 esta en periodo posparto.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademas determinar los factores
de riesgo clinico de dicho sujeto, seleccionandose dichos factores de riesgo clinico del grupo que comprende
el tabaquismo, el IMC, la edad, los antecedentes familiares de enfermedades de la coagulacién sanguinea y
el cambio en los niveles hormonales.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dichas enfermedades de la coagulacion
sanguinea se seleccionan del grupo que comprende trombosis venosa profunda, embolia pulmonar,
trombosis venosa y trombosis arterial.

Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la presencia o ausencia de al menos
un polimorfismo de un solo nucle6tido se determina mediante secuenciacién de acidos nucleicos y/o mediante
analisis de PCR.

Kit dirigido al método para identificar si un sujeto esta en riesgo de desarrollar una enfermedad de la
coagulacién sanguinea segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, consistiendo dicho kit en:

i) sondas especificas para detectar polimorfismos de un solo nucleétido que consisten en rs1799853 (SEQ
ID N.°: 1) y rs4379368 (SEQ ID N.°: 2); y opcionalmente sondas especificas para detectar polimorfismos de
un solo nucleétido seleccionados del grupo que consiste en rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°:
4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5), rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°:
8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9); y opcionalmente

i) instrucciones para su uso.

Kit segun la reivindicacion 10, caracterizado porque dicho kit consiste en sondas especificas para detectar
polimorfismos de un solo nucleétido seleccionados del grupo que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.°: 1),
rs4379368 (SEQ ID N.°: 2), rs6025 (SEQ ID N.°: 3), rs1799963 (SEQ ID N.°: 4), rs8176719 (SEQ ID N.°: 5),
rs8176750 (SEQ ID N.°: 6), rs9574 (SEQ ID N.°: 7), rs2289252 (SEQ ID N.°: 8) y rs710446 (SEQ ID N.°: 9).

Método segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas un programa informatico
o un medio legible por ordenador que contiene medios para determinar, en una muestra de dicho sujeto, el
genotipo de un polimorfismo de un solo nucleétido que consiste en rs1799853 (SEQ ID N.% 1) y rs4379368
(SEQ ID N.°: 2).
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