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DESCRIPCION

Meétodo para la prediccidn de la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de Her.
Campo de la invencion

La invencién estd relacionada con un método de prediccion de la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la
dimerizacién de HER en un paciente, lo que comprende los pasos de valorar una proteina marcadora codificada por el
gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una combinacién de una proteina marcadora codificada
por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y proteinas marcadoras codificadas por genes marca-
dores seleccionados de entre el grupo que consiste en un factor de un factor de crecimiento epidérmico, un factor de
crecimiento transformante alfa y un gen marcador HER2, en una muestra biolégica del paciente, en la que la muestra
bioldgica es suero sanguineo, y predecir la respuesta al tratamiento con inhibidor de la dimerizacién de HER en el
paciente mediante la evaluacién de los resultados del primer paso. Se describen usos y métodos adicionales.

Antecedentes de la invencion

La familia de receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (ErbB o HER) comprende cuatro miembros
(HER1-4) que, a través de la activacién de una cascada de sefializaciéon compleja, son importantes mediadores del
crecimiento celular, la supervivencia y la diferenciacién. Al menos 11 productos génicos diferentes de la superfamilia
del factor de crecimiento epidérmico (EGF) se unen a tres de estos receptores, EGFR (también llamado ErbB1 o
HER1), HER3 (ErbB3) y HER4 (ErbB4). Aunque no se ha identificado el ligando que se une y activa a HER2 (ErbB2
o neu), la teoria que prevalece es que HER2 es un coreceptor que actia en conjuncién con otros receptores HER para
amplificar y en algunos casos iniciar la sefializacion receptor-ligando. La dimerizacién con el mismo tipo de receptor
(homodimerizacién) o con otro miembro de la familia HER (heterodimerizacién) es esencial para su actividad. HER2
es la pareja de dimerizacion preferida por otros miembros de la familia HER. El papel de la familia HER en muchos
tipos de tumores epiteliales estd bien documentado y ha conducido al desarrollo racional de nuevos agentes contra el
céancer dirigidos especificamente a los receptores HER. El anticuerpo monoclonal (MAb) recombinante humanizado
anti-HER?2 trastuzumab es un estdndar en el cuidado de pacientes con cdncer de mama metastasico (MBC) HER2-
positivo. La sobreexpresion/amplificacion de la proteina/gen HER2, que aparece en el 20-30% de los cases de cancer
de mama, es un prerrequisito para el tratamiento con trastuzumab.

El pertuzumab (Omnitarg™; anteriormente 2C4) es el primero de un nuevo tipo de agentes conocidos como inhibi-
dores de la dimerizacién de HER (HDI). El pertuzumab se une a HER2 en su dominio de dimerizacidn, inhibiendo asi
su capacidad de formar complejos diméricos de receptor activo y bloqueando asi la cascada de sefializacidn posterior
que finalmente resulta en el crecimiento celular y la division. El pertuzumab es un anticuerpo monoclonal recombi-
nante totalmente humanizado dirigido contra el dominio extracelular de HER2. La unién de pertuzumab a HER2 en
células epiteliales humanas evita que HER2 forme complejos con otros miembros de la familia HER (lo que incluye
EGFR, HER3 y HER4) y probablemente también la homodimerizacién de HER2. Mediante el bloqueo de la formacién
de complejos, el pertuzumab evita los efectos de estimulacidn del crecimiento y las sefiales de supervivencia celular
activadas por los ligandos de HER1, HER3 y HER4 (por ejemplo EGF, TGFe, anfiregulina, y las heregulinas). Otros
nombres del pertuzumab son 2C4 o0 Omnitarg™. El pertuzumab es un anticuerpo monoclonal recombinante totalmente
humanizado basado en las secuencias marco de la [gG1(«x) humana. La estructura de pertuzumab consiste en dos ca-
denas pesadas (449 residuos) y dos cadenas ligeras (214 residuos). En comparacién con el trastuzumab (Herceptin™),
el pertuzumab tiene 12 aminoécidos diferentes en la cadena ligera y 29 aminodcidos diferentes en la cadena pesada de
laIgGl.

Derynck, R., et al., describe la estructura precursora y la expresion del factor de crecimiento transformante alfa en
E. coli que estd secretada por muchos tumores humanos y que puede inducir la transformacion reversible de las lineas
celulares no transformadas.

WO 2004/092353 y WO 2004/091384 presentan investigaciones sobre que la formacién de heterodimeros de Her2
con otros receptores deberia estar ligada a la efectividad o funcionamiento del pertuzumab.

Zabrecky, J. R. et al., J. Biol. Chem. 266 (1991) 1716-1720 describen que la liberacién del dominio extracelular de
Her2 puede tener implicaciones en la oncogénesis y su deteccion podria ser util en el diagndstico del cdncer. Colomer
R. et al., Clin. Cancer Res. 6 (2000) 2356-2362 describe el dominio extracelular de Her2 circulante y la resistencia a
la quimioterapia en el cdncer de mama avanzado. El prondstico y valor predictivo del dominio extracelular de Her?2 se
revisa en Hait, W. N. Clin. Cancer Res. 7 (2001) 2601-2604.

La patente US2004/106161 describe la identificaciéon de tumores respondedores al tratamiento con anticuerpos
anti-Her2 al detectar la presencia de un complejo de proteinas HER2/HER3 y/o HER2/HERTI o de la fosforilacién de
HER2 en una muestra de células tumorales. Los pacientes que padecen de un tumor que comprende heterodimeros
de HER2/HER1 y/o HER2/HER3 y/o fosforilacién de HER2 se tratan con anticuerpos anti-HER2, como rhuMAb
2C4.

La patente WO20005/047534 proporciona composiciones, métodos y usos para la prediccién, diagnéstico, pro-
ndstico, prevencién y tratamiento de neoplasias malignas y cancer de mama en particular. Se describen los genes que
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se expresan de forma diferencial en el tejido mamario de pacientes con cancer de mama versus los de la poblacién
normal.

La patente WO2004/091384 esté dirigida a una clase de biomarcadores en muestras de pacientes que comprenden
dimeros de receptores de membrana de superficie celular ErbB.

Panica, L., et al., Int. J. Cancer 65 (1996) 51-56 describe la deteccién inmunohistoquimica diferencial del factor
de crecimiento transformante alfa, anfiregulina y cripto en tejidos humanos normales y tejidos de cdncer de mama.

Resumen de la invencion

Todavia existe la necesidad de proporcionar métodos adicionales para la determinacién de la progresién de la
enfermedad en un paciente con cancer tratado con un inhibidor de la dimerizacién de HER.

Asimismo, en una realizacién de la invencion, se proporciona un método para la prediccién de la respuesta a un
tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de HER en un paciente, lo que comprende los pasos de

a) valorar en una muestra biolégica del paciente, en la que la muestra biolégica es suero sanguineo, el nivel de
expresion de una

- proteina marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinacion de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinacién de
proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteinas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerizacién de HER en el paciente mediante la
evaluacién de los resultados del paso a).

En otra realizacién de la invencidn, se utiliza un anticuerpo que se une especificamente a la proteina marcadora del
factor de crecimiento transformante alfa para predecir la respuesta al tratamiento con el anticuerpo 2C4 en un paciente.

Los articulos “un” y “una” se utilizan aqui en referencia a uno o mas de uno (es decir a al menos uno) de los objetos
gramaticales del articulo. Como ejemplo, “un elemento” significa un elemento o mds de un elemento.

El término “muestra biol6gica” significa generalmente cualquier muestra biolégica obtenida de un individuo, fluido
corporal, linea celular, cultivo tisular, u otra fuente. Los fluidos corporales son por ejemplo linfa, suero, plasma, orina,
semen, liquido sinovial y liquido espinal. Los métodos para la obtencién de biopsias tisulares y los fluidos corporales
de mamiferos son bien conocidos en la materia. Si el término “muestra” se utiliza solo, podria también significar que
la muestra es una “muestra biolégica”, es decir los términos se utilizan de forma intercambiable.

Los términos “respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacion de HER” o “respuesta de un paciente
a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de HER” se refiere al beneficio clinico recibido por el paciente
que padece de una enfermedad o condicién (como el cdncer) a partir de o como resultado del tratamiento con el
inhibidor de la dimerizacién de HER. Un beneficio clinico incluye una remisién completa, una remisién parcial, una
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estabilizacion de la enfermedad (sin progresion), supervivencia sin progresion, supervivencia sin enfermedad, mejora
en el tiempo de progresion (de la enfermedad), mejora en el tiempo hasta la muerte, 0 mejora en el tiempo global
de supervivencia del paciente, a partir de o como resultado del tratamiento con el inhibidor de la dimerizacién de
HER. Existen criterios para la determinacidn de una respuesta a la terapia y estos criterios permiten la comparacién
de la eficacia con tratamientos alternativos (Slapak y Kufe, Principles of Cancer Therapy, en Harrisons’s Principles of
Internal Medicine, 13% edicidn, eds. Isselbacher et al., McGraw-Hill, Inc. 1994). Por ejemplo, una respuesta completa
o remision completa del cancer es la desaparicion de toda enfermedad maligna detectable. Una respuesta parcial o
remision parcial del cancer puede ser por ejemplo, una reduccién aproximada del 50 por ciento en el producto de los
mayores didmetros perpendiculares de una o mas lesiones o cuando no hay un aumento en el tamafio de ninguna lesién
o la aparicién de nuevas lesiones.

Tal como se utiliza en este documento, el término “progresién del cdncer” incluye y puede referirse a metastasis;
una recurrencia del cdncer, o un aumento de al menos aproximadamente un 25 por ciento en el producto de los mayores
didmetros perpendiculares de una lesion o la aparicién de nuevas lesiones. La progresién del cancer, preferiblemente
cancer de mama, esta “inhibida” si la recurrencia o metastasis del cancer se reduce, ralentiza, retrasa o evita.

El término “tiempo hasta la progresién/muerte (TTP)” es un sinénimo de “supervivencia libre de progresion
(PES)”. Este describe un criterio de valoracién clinico utilizado con frecuencia en los ensayos oncolégicos. Aqui
la medida para cada paciente es igual al tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de un paciente en un ensa-
yo (definido en el protocolo del ensayo) hasta la deteccién de una progresion del cancer (definido en el protocolo del
ensayo) o la aparicion de cualquier fatalidad (lo que sea primero). Si finaliza el seguimiento del paciente (por ejemplo,
al finalizar el estudio) tras un periodo t, y no se observa ningln evento, entonces este tiempo de observacion t, se
denomina “censurado”.

El término “Tiempo hasta la muerte (TTD)” es un sinénimo de “Supervivencia global (OS)”. Este describe un
criterio de valoracion clinico utilizado con frecuencia en los ensayos oncoldgicos. Aqui la medida para cada paciente
es igual al tiempo transcurrido desde el inicio del tratamiento de un paciente en un ensayo (definido en el protocolo
del ensayo) hasta la aparicion de cualquier fatalidad. Si finaliza el seguimiento del paciente (por ejemplo, al finalizar
el estudio) tras un periodo t, y no se observa ningin evento, entonces este tiempo de observacién t, se denomina
“censurado”.

El término “covariado” posee el siguiente significado. Los criterios de valoracidn clinicos se consideran con fre-
cuencia en modelos de regresion, en los que el criterio de valoracién representa la variable dependiente y los biomar-
cadores representan las variables principales o diana independiente (regresores). Si se consideran variables adicionales
a partir del conjunto de datos clinicos, estos se denominan covariados (clinicos). El término “covariado clinico” se uti-
liza en este documento para describir toda la informacién clinica sobre el paciente, que esta en general disponible en
la linea basal. Estos covariados clinicos comprenden informacién demografica como el sexo, edad, etc., otra informa-
cién anamnésica, enfermedades concomitantes, terapias concomitantes, resultados de examenes fisicos, parametros de
laboratorio obtenidos, propiedades conocidas del tumor diana, informacién que cuantifica el alcance de la neoplasia,
puntuaciones de rendimiento clinico como ECOG o indice de Karnofsky, estadio de enfermedades clinicas, tiempo y
resultado de pretratamientos e historia de la enfermedad asi como toda informacién similar, que pueda estar asociada
con el pronéstico clinico.

El término “andlisis crudo o sin ajustar” se refiere al andlisis de regresion, en el que sobre los biomarcadores
considerados no se utilizan covariados clinicos adicionales en el modelo de regresion, ni como factores independientes
ni como covariado estratificante.

El término “ajustado por covariados” se refiere al andlisis de regresion, en el que sobre los biomarcadores consi-
derados se utilizan covariados clinicos adicionales en el modelo de regresion, como factores independientes o como
covariado estratificante.

El término “univariado” se refiere en este documento a los modelos de regresién o aproximaciones graficas en las
que como variable independiente sélo uno de los biomarcadores diana es parte del modelo. Estos modelos univariados
pueden considerarse con y sin covariados clinicos adicionales.

El término “multivariado” se refiere en este documento a los modelos de regresién o aproximaciones grificas en
las que como variables independientes mds de uno de los biomarcadores diana es parte del modelo. Estos modelos
multivariados pueden considerarse con y sin covariados clinicos adicionales.

Los “nucledtidos” son “nucledsidos” que ademds incluyen un grupo fosfato covalentemente unido a la porcién
azucar del nucleésido. Para aquellos “nucledsidos” que incluyen un azicar pentofuranosilo, el grupo fosfato puede
estar unido tanto a la matriz hidroxilo en 2, 3’ 0 5’ del azicar. Un “nucleétido” es la “unidad monomérica” de un “oli-
gonucledtido”, mds generalmente denominado aqu’ “compuesto oligomérico”, o “polinucleétido”, mds generalmente
denominado “compuesto polimérico”. Otra expresion general, asimismo, es dcido desoxiribonucleico (DNA) y 4cido
ribonucleico (RNA). Como se usa aqui, el término “polinucledtido” es sinénimo de “dcido nucleico”.

El término “sonda” se refiere a acidos nucleicos (DNA o RNA) producidos sintéticamente o bioldgicamente que,
or disefio o seleccion, contienen secuencias nucleotidicas especificas que les permiten hibridar bajo astringencias
d 1 t leotid fi 1 ten hibridar b t
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definidas predeterminadas especificamente (es decir, preferentemente) a “4cidos nucleicos”. Una “sonda” puede iden-
tificarse como una “sonda de captura” lo que significa que ésta “captura” el 4cido nucleico de modo que pueda ser
separado de materiales no deseados que puedan dificultar su deteccién. Una vez se consigue la separacion, la de-
teccion del “dcido nucleico diana” capturado puede conseguirse utilizando un procedimiento adecuado. Las “sondas
de captura” a menudo se encuentran ya unidas a una fase s6lida. De acuerdo con la presente invencidn, el término
hibridacién bajo “condiciones astringentes” tiene el mismo significado que en Sambrook et al. (Molecular Cloning,
A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989), paragrafo 1.101-1.104). Preferiblemente, una
“hibridacién astringente” es adecuada cuando una sefial de hibridacién atin es detectable tras lavar durante 1 h con
1xSSC y SDS 0.1% a 50°C, preferiblemente a 55°C, mds preferiblemente a 62°C, y mds preferiblemente a 68°C, y
mas preferiblemente durante 1 hora con 0,2xSSC y SDS 0.1% a 50°C, preferiblemente a 55°C, mas preferiblemente a
62°C, y aun mds preferiblemente a 68°C. La composicién del tampén SSC se describe en Sambrook et al. (Molecular
Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989)).

Un “polinucleétido transcrito” es un polinucleétido (por ejemplo un RNA, un cDNA, o un andlogo de un RNA o
cDNA) que es complementario u homélogo con todo o una porcién de un RNA maduro producido por transcripcion
de un gen, como el gen marcador de la invencidn, y el procesado normal post-transcripcional (por ejemplo corte y
empalme), si ocurre, del transcrito. El término “cDNA” es una abreviatura de DNA complementario, la copia de DNA
de cadena sencilla o doble de un mRNA. El término “mRNA” es una abreviatura del RNA que sirve como molde para
la sintesis proteica.

El término “gen marcador” pretende incluir un gen que es ttil de acuerdo con esta invencion para la determinacién
de la progresion del cancer en un paciente, particularmente en un paciente con cdncer de mama. Podria llamarse tam-
bién gen marcador de cancer, preferiblemente cancer de mama. El término “polinucleétido marcador” se pretende que
incluya un transcrito de nucleétidos (hnRNA o mRNA) codificado por un gen marcador de acuerdo con la invencion,
o cDNA derivado del transcrito de nucleétidos, o un segmento de dicho transcrito o cDNA.

El término “proteina marcadora” o “polipéptido marcador” pretende incluir una proteina o polipéptido codificado
por un gen marcador de acuerdo con la invencion, o un polipéptido o fragmento de proteina que comprende dicha
proteina marcadora.

El término “producto génico” se pretende que incluya un marcador polinucleotidico y una proteina marcadora
codificada por el gen mencionado.

La expresién de un gen marcador difiere “significativamente” del nivel de expresiéon del gen marcador en una
muestra de referencia si el nivel de expresién del gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en
una muestra del sujeto de referencia en una cantidad mayor que el error estindar del ensayo utilizado para valorar
la expresion, y preferiblemente es de al menos un 10%, y mds preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternativamente, la expresioén del gen marcador
en el paciente puede considerarse “‘significativamente” inferior que el nivel de expresion en un sujeto control si el
nivel de expresion en una muestra del paciente es inferior al nivel en una muestra del sujeto control en una cantidad
superior al error estdndar del ensayo utilizado para valorar la expresion, y preferiblemente es de al menos un 10%,
y mds preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa
cantidad.

Un polinucledtido marcador o una proteina marcadora “corresponden a” otro polinucleétido marcador o proteina
marcadora si estd relacionado con éstos, particularmente preferido es que sea idéntico a éstos.

El término “nivel de expresién” generalmente se refiere a la cantidad de un polinucleétido o un producto de ami-
noécidos o proteina en la muestra. “Expresion” generalmente se refiere al proceso por el cual la informacién codificada
por un gen se convierte en las estructuras presentes y operativas en la célula, asimismo de acuerdo con la invencidn, el
término “expresion” de un gen (marcador) incluye la transcripcion en un polinucleétido, la traduccién en una proteina
y ademds la modificacién post-traduccional de la proteina. Los fragmentos del polinucleétido transcrito, la proteina
traducida o la proteina modificada post-traduccionalmente pueden también referirse como expresados si se originan
por ejemplo de un trinscrito generado por corte y empalme alternativo, un transcrito degradado o procesado post-
traduccional de la proteina, por ejemplo mediante protedlisis. Como se usa aqui, los “genes expresados” incluyen
aquellos que son transcritos a un polinucledtido como mRNA y luego traducidos a una proteina. Este término puede
también incluir los genes expresados que son transcritos a RNA pero no traducidos a una proteina (por ejemplo, RNA
de transferencia y ribosomal). Los términos “sobreexpresion” e “infraexpresion” se refieren a una desviacion hacia
arriba y hacia abajo respectivamente en los niveles de expresién comparado con el nivel de expresién basal en una
muestra utilizada como control. La “sobreexpresion” es por lo tanto también “expresién aumentada” e “infraexpre-
sién” es “expresion reducida”.

El término “anfiregulina” esta relacionado con un gen que codifica una proteina y con la propia proteina que es
un miembro de la familia del factor de crecimiento epidérmico. Es un factor de crecimiento autocrino asi como un
mitégeno para los astrocitos, las células de Schwann, y los fibroblastos. Esta relacionado con el factor de crecimiento
epidérmico (EGF) y el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-alfa). Esta proteina interacciona con el receptor
del EGF/TGF-alfa para promover el crecimiento de las células epiteliales normales e inhibir el crecimiento de ciertas
lineas celulares de carcinoma agresivo. De acuerdo con la invencién, la secuencia de aminodcidos de anfiregulina es
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la secuencia de aminodcidos de acuerdo con el Id. de Sec. Nim. 1. De acuerdo con la invencién, la secuencia de acido
nucleico del cDNA de la “anfiregulina” es la secuencia de dcido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Niim. 5 al que
se puede acceder en GenBank con el nimero de acceso NM_001657.

El término “factor de crecimiento transformante alfa” estd relacionado con un gen que codifica una proteina y con

la propia proteina, que es un miembro de la familia de los factores de crecimiento transformantes (TGFs). Estos son
polipéptidos biolégicamente activos que confieren de forma reversible el fenotipo transformado a células en cultivo.
El “factor de crecimiento transformante alfa” muestra alrededor de un 40% de homologia de secuencia con el factor
de crecimiento epidérmico y compite con el EGF por la unién al receptor de EGF, estimulando su fosforilacién y
produciendo una respuesta mitogénica. De acuerdo con la invencién, la secuencia de aminodcidos del “factor de
crecimiento transformante alfa” es la secuencia de aminodcidos de acuerdo con el Id. de Sec. Nim. 3. De acuerdo con
la invencidn, la secuencia de acido nucleico del cDNA del “factor de crecimiento transformante alfa” es la secuencia
de 4cido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Nim. 7 al que se puede acceder en GenBank con el nimero de acceso
NM 003236.

El término “factor de crecimiento epidérmico” estd relacionado con un gen que codifica una proteina y con la propia
proteina que es un miembro de la familia de los factores de crecimiento. El “factor de crecimiento epidérmico (EGF)”
tiene un importante efecto sobre la diferenciacion de células especificas in vivo y es un potente factor mitogénico para
una variedad de células en cultivo tanto de origen ectodérmico como mesodérmico. Se cree que el precursor del EGF
existe como una molécula unida a membrana que es escindida proteoliticamente para generar la hormona peptidica
de 53 aminodacidos que estimula que las células se dividan. De acuerdo con la invencidn, la secuencia de aminoacidos
del “factor de crecimiento epidérmico” es la secuencia de aminodcidos de acuerdo con el Id. de Sec. Nim. 2. De
acuerdo con la invencidn, la secuencia de acido nucleico del cDNA del “factor de crecimiento epidérmico (EGF)” es
la secuencia de dcido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Num. 6 al que se puede acceder en GenBank con el nimero
de acceso NM_001963. EI “receptor del factor de crecimiento epidérmico” abreviado como EGFR, una glicoproteina
de 170-kD, estd formada por un dominio extracelular N-terminal, un dominio transmembrana hidrofébico, y una
region intracelular C-terminal que contiene el dominio quinasa. El mRNA tiene diferentes variantes traducidas a
diferentes proteinas receptor. De acuerdo con la invenciodn, la secuencia de aminodcidos del “receptor del factor de
crecimiento epidérmico” es la secuencia de aminoécidos de acuerdo con el Id. de Sec. Ntim. 11 (transcrito variante
1; mimero de acceso de GenBank NM_005228), Id. de Sec. Num. 12 (transcrito variante 2; nimero de acceso de
GenBank NM_201282), Id. de Sec. Num. 13 (transcrito variante 3; nimero de acceso de GenBank NM_201283), o
Id. de Sec. Nim. 14 (transcrito variante 4; nimero de acceso de GenBank NM_201284). El EGFR, codificado por
gen erbB1, ha sido implicado con una relacién causal en las neoplasias humanas. En particular, se ha observado la
expresion aumentada de EGFR en el cancer de mama, vejiga urinaria, pulmén, cabeza, cuello y estémago asi como
en glioblastomas. La dimerizacién inducida por ligando del EGFR activa el dominio RTK intrinseco (un dominio de
homologia a Src 1, SH1), lo que resulta en la autofosforilacién en seis residuos tirosina especificos del EGFR en la
cola no catalitica del dominio citoplasmadtico. Los efectos celulares de la activacion del EGFR en una célula cancerosa
incluyen la proliferacién aumentada, promocién de la motilidad celular, adhesién, invasién, angiogénesis, y aumento
de la supervivencia celular mediante la inhibicién de la apoptosis. El EGFR activado induce la proliferacién de las
células tumorales a través de la estimulacién de la cascada de la proteina quinasa activada por mitégenos (MAPK).

Los términos “neu humano”, “c-erbB-2”, “erbB2”, “erbB-2”, “HER-2/neu”, “Her2”’y “HER-2” se utilizan aqui de
forma intercambiable. El término “Her2” se relaciona con un gen que codifica una proteina y con la propia proteina,
que es un miembro de la familia de receptores tirosina quinasa de la familia de receptores del factor de crecimiento
epidérmico (EGF). Esta proteifna no tiene un dominio de unién a ligando por si misma y por lo tanto no puede unir
factores de crecimiento. Sin embargo, se une fuertemente a otros miembros de la familia del receptor de EGF unidos
a ligando para formar un heterodimero, estabilizando la unién al ligando y aumentando la activaciéon mediada por la
quinasa de las vias de sefializacion posteriores, como las que involucran a la proteina quinasa activada por mitégenos
y a la fosfatidilinositol-3 quinasa. Se han descrito variaciones alélicas en las posiciones aminoacidicas 654 y 655
de la isoforma a (posiciones 624 y 625 de la isoforma b), siendo el preferido el alelo mds comun, I1e654/11e655 de
acuerdo con la invencién. La amplificacién y/o sobreexpresion de este gen se ha descrito en numerosas neoplasias, lo
que incluye los tumores de mama y ovaricos. El corte y empalme alternativo resulta en muchos transcritos variantes
adicionales, codificando algunos diferentes isoformas y otros atin no se han caracterizado completamente. De acuerdo
con la invencidn, la secuencia de aminoacidos de Her2 es la secuencia de aminodcidos de acuerdo con el Id. de Sec.
Num. 4. De acuerdo con la invencion, la secuencia de acido nucleico del cDNA de “Her2” es la secuencia de acido
nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Num. 8 al que se puede acceder en GenBank con el nimero de acceso NM
004448.2.

El “dominio extracelular de Her2” o “dominio de liberacién extracelular de Her2” es una glicoproteina de entre 97
y 115 kDa que corresponde sustancialmente al dominio extracelular del producto génico Her2 humano. Puede estar
referido como p105 (Zabrecky J. R. et al., J. Biol. Chem. 266 (1991) 1716-1720; US 5.401.638; US 5.604.107). La
cuantificacion y deteccion del dominio extracelular de Her2 se describe en las patentes estadounidenses US 5.401.638
y US 5.604.107.

El término “Her3” se aplica a otro miembro de los receptores tirosina quinasa de la familia del receptor del factor
de crecimiento epidérmico (EGFR). Esta protefna unida a membrana no tiene un dominio activo quinasa. La proteina
puede unir ligandos pero no transmitir una sefial en la célula. Esta forma heterodimeros con otros miembros de la
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familia del receptor de EGF que tienen actividad quinasa, lo que da lugar a la proliferacién o diferenciacién celular.
La amplificacién de este gen y/o la sobreexpresion de esta proteina se encuentra en numerosas neoplasias. De acuerdo
con la invencidn, la secuencia de aminoacidos del cDNA de “Her3” es la secuencia de aminoacidos de acuerdo con
el Id. de Sec. Nim. 9 al que se puede acceder en GenBank al traducir la secuencia de 4cido nucleico de Her3 con el
ndmero de acceso NM_001005915. De acuerdo con la invencion, la secuencia de acido nucleico del cDNA de “Her3”
es la secuencia de 4cido nucleico de acuerdo con el Id. de Sec. Nim. 10 al que se puede acceder en GenBank con el
ndmero de acceso NM_001005915.

El término “anticuerpo” se utiliza aqui en su sentido mas amplio y cubre especificamente los anticuerpos monoclo-
nales intactos, los anticuerpos policlonales, los anticuerpos multiespecificos (por ejemplo, los anticuerpos biespecifi-
cos) formados de al menos dos anticuerpos intactos, y los fragmentos de anticuerpo, siempre que tengan la actividad
biolégica deseada.

El término “anticuerpo monoclonal” tal y como se utiliza aqui, se refiere a un anticuerpo obtenido de una poblacién
de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que comprende la poblacién son
idénticos con la excepcion de posibles mutaciones que aparecen naturalmente que pueden estar presentes en cantidades
menores. Los anticuerpos monoclonales son altamente especificos, y estdn dirigidos contra un dnico sitio antigénico.
Ademads, al contrario que las preparaciones de anticuerpos policlonales, que incluyen diferentes anticuerpos dirigidos
contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticuerpo monoclonal se dirige contra un Unico determinante del
antigeno. Ademdas de su especificidad, los anticuerpos monoclonales tienen la ventaja de que pueden sintetizarse
de forma no contaminada por otros anticuerpos. El modificador “monoclonal” indica el caricter del anticuerpo, su
obtencion a partir de una poblacidn sustancialmente homogénea de anticuerpos, y no debe interpretarse que se requiere
la produccién del anticuerpo mediante ningtin método en particular. Por ejemplo, los anticuerpos monoclonales que se
usan de acuerdo con la presente invencién pueden obtenerse mediante el método del hibridoma descrito inicialmente
por Kohler, G. et al., Nature 256 (1975) 495-497, o pueden obtenerse mediante métodos de DNA recombinante (véase,
por ejemplo U. S. 4.816.567). Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una porcién de un anticuerpo intacto.

Un anticuerpo “que se une” a un antigeno de interés de acuerdo con la invencidn es aquel capaz de unirse al antige-
no con suficiente afinidad para que el anticuerpo sea util en la deteccion de la presencia del antigeno. El anticuerpo de
acuerdo con la invencién es aquel que se une a Her2 humano y no reacciona de forma cruzada (significativamente) con
otras proteinas. En estas realizaciones, la unién del anticuerpo a otras proteinas serd inferior al 10% como se determina
mediante andlisis de seleccion celular activada por fluorescencia (FACS) o radioinmunoprecipitacion (RIA).

La dimerizacion - el emparejamiento de receptores - es esencial para la actividad de sefializacion de todas los recep-
tores HER. De acuerdo con la invencion, el término “inhibidor de la dimerizacién de Her” o preferiblemente “inhibidor
de la heterodimerizacién de Her2” se refiere a un agente terapéutico que se une a Her2 e inhibe la heterodimerizacién
de Her2. Son preferiblemente anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales, mds preferiblemente anticuer-
pos humanizados que se unen a Her2 e inhiben la heterodimerizacién de Her2. Ejemplos de anticuerpos que se unen a
HER?2 incluyen el 4D5, 7C2, 7F3 o 2C4 asi como las variantes humanizadas de los mismos, incluyendo el huMAb4D5-
1, huMAb4D5-2, huMAb4DS5-3, huMAb4D5-4, huMAb4DS5-5, huMAb4D5-6, huMAb4D5-7 y huMAb4D5-8 como
se describe en la Tabla 3 de la patente U.S. 5.821.337; y los nimeros de mutante del 2C4 humanizado 560, 561, 562,
568, 569, 570, 571, 574, 0 56869 como se describe en la WO01/00245. E1 7C2 y 7F3, y las variantes humanizadas de
los mismos se describen en la WO98/17797. Este término puede no aplicarse a los anticuerpos monoclonales como
el trastuzumab vendido bajo el nombre Herceptin™ ya que el mecanismo de accién es diferente y este anticuerpo no
inhibe la dimerizacién de Her.

Es preferido a lo largo de la solicitud el “anticuerpo 2C4”, en particular la variante humanizada del mismo (WO
01/00245; producida por la linea celular de hibridoma depositada en la American Type Culture Collection, Manassass,
VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que se une a una regién en el dominio extracelular de Her2 (por ejemplo,
uno a mds residuos cualquiera de la region entre alrededor del residuo 22 a alrededor del residuo 584 de Her2, ambos
incluidos). El “epitopo 2C4” es la region en el dominio extracelular de ErbB2 a la cual se une el anticuerpo 2C4.
La expresion “anticuerpo monoclonal 2C4” se refiere a un anticuerpo que tiene los residuos de unién al antigeno del
anticuerpo 2C4 murino, o uno derivado del mismo, de los Ejemplos en la WO 01/00245. Por ejemplo, el anticuerpo
monoclonal 2C4 puede ser el anticuerpo monoclonal 2C4 murino o una variante del mismo, como el anticuerpo
2C4 humanizado, que posea los residuos aminoacidicos de unién a antigeno del anticuerpo monoclonal 2C4 murino.
Ejemplos de anticuerpos 2C4 humanizados se proporcionan en el Ejemplo 3 de la WO 01/00245. A menos que se
indique de otro modo, cuando la expresién “rhuMAb 2C4” se usa aqui se refiere a un anticuerpo que comprende las
secuencias variable ligera (VL) y variable pesada (VH) de Id. de Sec. Niim. 3 y 4 de 1a WO 01/00245, respectivamente,
fusionadas con las secuencias de la region constante ligera y pesada de la IgG1 humana (alotipo no A) opcionalmente
expresada en células de ovario de hdmster chino (CHO). Las realizaciones preferidas de la WO 01/00245 son también
preferidas aqui. El anticuerpo 2C4 humanizado se llama también pertuzumab (Omnitarg™).

Un “equipo” es cualquier manufactura (por ejemplo paquete o contenedor) que comprenda al menos un reactivo,
por ejemplo una sonda, para la deteccidn especifica de un gen marcador o proteina de la invencién. La manufactura es
preferiblemente promovida, distribuida, o vendida como una unidad para realizar los métodos de la presente invencion.

Los verbos “determinar” y “valorar” pueden tener el mismo significado y se utilizan de forma intercambiable a lo
largo de la solicitud.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 066 T3

Descripcion detallada de la invencion

Las técnicas convencionales de biologia molecular y quimica de 4cidos nucleicos, que forman parte de la expe-
riencia en la materia, se explican en la literatura. Véase, por ejemplo, Sambrook, J., et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1989, Gait, M. J., (ed.),
Oligonucleotide synthesis - a practical approach, IRL Press Limited, 1984; Hames, B. D., y Higgins, S. J., (eds.),
Nucleic acid hybridization - a practical approach, IRL Press Limited, 1985; y una serie, Methods in Enzymology,
Academic Press, Inc., todos ellos incorporados aqui como referencia. Todas las patentes, solicitudes de patente, y
publicaciones mencionadas aqui, tanto anteriormente como a continuacion, se incorporan aqui como referencia.

a) valorar en una muestra biolégica del paciente, en la que la muestra bioldgica es suero sanguineo, el nivel de
expresion de una

- proteina marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinacién de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinacién de
proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteinas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de Her2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerizacién de HER en el paciente mediante la
evaluacion de los resultados del paso a).

Preferiblemente, en el método de acuerdo con la invencidn, el paso a) de valoracién de la proteina marcadora co-
dificada por el gen marcador o la combinacién de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores comprende

al) valorar el nivel de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién de
proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresion valorado en el paso al) estd por encima o por debajo del valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado en masa/volumen para el suero sanguineo. Puede medirse
mediante métodos conocidos para el experto versado en la materia y también descritos en esta invencion.

En una realizacién preferible de la invencion, si el valor estd por encima o por debajo del valor umbral, puede de-
terminarse la respuesta al tratamiento. Respecto al uso de una tinica proteina marcadora codificada por el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa de acuerdo con la invencidn, la situacion es la que sigue para pacientes
con cancer de mama metastdsico. Esta manera depende, no obstante, de la indicacién pero puede determinarse en
base a la descripcidn de esta invencién. Respecto al gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa solo,
son favorables los niveles bajos de expresidn son favorables para la supervivencia libre de progresién (tiempo hasta
la muerte o progresion) y supervivencia global (tiempo hasta la muerte) cuando el tratamiento con un inhibidor de la
dimerizacion de HER se considera para un paciente con cdncer de mama metastdsico con niveles de expresion bajos
para Her2, es decir, un nivel bajo de expresion del gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa predice
una buena respuesta en estos pacientes a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de HER (véase Fig. 7).
Este es el caso tanto para los covariados clinicos crudos como ajustados. Por lo tanto, es preferible que el nivel de ex-
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presion valorado en el paso al) del gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa esté por debajo del valor
umbral para predecir una buena respuesta al tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de HER en pacientes con
céncer de mama metastasico con niveles de expresion bajos para Her2.

Ya que las proteinas marcadoras codificadas por los genes marcadores, en particular en suero, pueden utilizarse en
modelos de prediccién de marcador miltiple que incluyen potencialmente otros covariados clinicos, en dichos mode-
los no puede determinarse de forma simple la direccién de un efecto beneficiosos de una Unica proteina marcadora
codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, y puede contradecir la direccién encon-
trada en los andlisis univariados, es decir, la situacion que se ha descrito para el uso de una unica proteina marcadora
codificada por el gen marcador.

Mas preferiblemente, en el método de acuerdo con la invencién, el valor umbral se determina antes del paso al)
del método de la invencién mediante

al) valorar el nivel de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién de
proteinas marcadoras codificadas por los genes marcadores en una pluralidad de muestras bioldgicas, en el que las
muestras bioldgicas son muestras de suero sanguineo, de pacientes antes del tratamiento con el inhibidor de la dime-
rizaciéon de HER,

2) correlacionar la respuesta de los pacientes tratados con el inhibidor de la dimerizacién de HER con el nivel
de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién de proteinas marcadoras
codificadas por genes marcadores determinados en el paso a) determinando de ese modo el valor umbral.

El valor umbral es preferiblemente un valor expresado en masa/volumen para el suero sanguineo.

La presente invencién también considera las mutaciones o variantes de proteinas marcadoras codificadas por los
genes marcadores de acuerdo con la presente invencion y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la invencion.
En estos mutantes o variantes, la secuencia nativa del gen marcador se cambia mediante sustituciones, deleciones o
inserciones. La “secuencia nativa” se refiere a una secuencia de aminodcidos o 4cido nucleico que es idéntica a la
forma tipo salvaje o nativa de un gen marcador o proteina.

La presente invencién también considera los mutantes o variantes de las proteinas de acuerdo con la presente
invencién y que se utilizan en los métodos de acuerdo con la invencién. Una “secuencia de aminodcidos mutante”,
“proteina mutante” o “polipéptido mutante” se refiere a un polipéptido con una secuencia de aminoacidos que varia de
la secuencia nativa o estd codificada por una secuencia de nucleétidos que se ha alterado intencionadamente a partir
de la secuencia nativa. Una “proteina mutante”, “proteina variante” o “mutefna’ significa una proteina que comprende
una secuencia de aminodcidos mutante e incluye los polipéptidos que difieren de la secuencia de aminoécidos de la

proteina nativa de acuerdo con la invencién debido a deleciones y sustituciones de aminodcidos, o ambas.

La presente invencion también considera un método para la prediccién de la respuesta a un tratamiento con
una combinacién de un inhibidor de la dimerizaciéon de HER y otra sustancia o agente como un agente quimio-
terapéutico o un anticuerpo terapéutico utilizado para el tratamiento del cdncer. El agente quimioterapéutico pue-
de ser por ejemplo gemcitabina (Gemzar®; nomenclatura quimica: 2’,2’-difluorodeoxicitidina (dFdC)), carboplatino
(diamina-(ciclobutano-1,1-dicarboxilato(2-)-0,0’)-platino), o paclitaxel (Taxol®, nomenclatura quimica: éster de (3
(benzoilamino)-a-hidroxi-6,12b-bis(acetiloxi)-12-(benzoiloxi)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11, 12,12a,12b-dodecahidro-4,11-
dihidroxi-4a,8,13,13-tetrametil-5-0x0-7,1 1-metano-1H-ciclodeca(3,4)benz(1,2-b)oxet-9-ilo, (dcido 2aR-(2a-a,4-6,4a-
B,6-8,9-a(a-R* 3-S*),11-a,12-a,12a-a,2b-a))-bencenpropanoico).

En otra realizacién preferible de la invencidn, el inhibidor de la dimerizacién de HER inhibe la heterodimerizacién
de HER2 con EGFR o HER3 o Her4. Preferiblemente, el inhibidor de la dimerizacién de HER es un anticuerpo,
preferiblemente el anticuerpo 2C4. A lo largo de esta solicitud es preferido el “anticuerpo 2C4”, en particular la
variante humanizada del mismo (WO 01/00245; producido por la linea celular de hibridoma depositada en la American
Type Culture Collection, Manassass, VA, USA bajo el nombre ATCC HB-12697), que se une a una regién del dominio
extracelular de Her2 (por ejemplo, uno o mas residuos cualquiera de la region de alrededor del residuo 22 a alrededor
del residuo 584 de Her2, ambos incluidos). Ejemplos de anticuerpos 2C4 humanizados se proporcionan en el Ejemplo
3 de la WO 01/00245. El anticuerpo 2C4 humanizado también se denomina Omnitarg™ o pertuzumab.

En otra realizacion preferible de la invencion, el paciente es un paciente con cancer, preferiblemente un paciente
con céncer de mama, cincer de ovario, cdncer de pulmoén o céncer de prdstata. El paciente con cdncer de mama es
preferiblemente un paciente con cancer de mama metastdsico o un paciente con una baja expresién de HER2 o un
paciente con cdncer de mama metastdsico o un paciente con cidncer de mama con una alta expresion de HER2 o un
paciente con cancer de mama metastasico. El paciente con cancer de ovario es preferiblemente un paciente con cancer
de ovario metastdsico. El paciente con cdncer de pulmén es preferiblemente un paciente con cdncer de pulmén de
células no pequenias (NSCLC).

En una realizacién preferible de la invencion, el nivel de expresiéon de un gen marcador o la combinacién de
genes marcadores en la muestra se valora mediante la deteccién del nivel de expresién de una proteina marcadora
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o un fragmento de la misma o una combinacién de proteinas marcadoras o fragmentos de las mismas codificadas
por el gen marcador o la combinacidén de genes marcadores. Preferiblemente, el nivel de expresion de la proteina
marcadora o el fragmento de la misma o la combinacién de proteinas marcadoras o los fragmentos de las mismas se
detectan utilizando un reactivo que se une especificamente a la proteina marcadora o el fragmento de la misma o la
combinacién de proteinas marcadoras o los fragmentos de las mismas. Preferiblemente, el reactivo se selecciona de
entre el grupo que consiste en un anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo o un derivado de un anticuerpo.

Hay muchos tipos diferentes de inmunoensayos que pueden utilizarse en el método de la presente invencion, por
ejemplo el ensayo inmunosorbente ligado a enzima (ELISA), ensayo inmunosorbente fluorescente (FIA), ensayo in-
munosorbente ligado a quimicos (CLIA), radioinmunoensayo (RIA), y inmunoblotting. Para una revision de los dife-
rentes inmunoensayos que pueden utilizarse, véase: Lottspeich y Zorbas (eds.), Bioanalytik, 1* edicién 1998, Spektrum
Akademischer Verlag, Heidelberg, Berlin, Alemania. Asimismo, en otra realizacién preferible de la invencion, el nivel
de expresion se determina utilizando un método seleccionado de entre el grupo que consiste en proteémica, citometria
de flujo, inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente
ligado a enzima multicanal, y variaciones de estos métodos. Asimismo, mds preferiblemente, el nivel de expresién
se determina utilizando un método seleccionado de entre el grupo que consiste en protedmica, citometria de flujo,
inmunocitoquimica, inmunohistoquimica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente ligado a
enzima multicanal, y variaciones de estos métodos.

En otra realizacién preferible de la invencidn, el fragmento de la proteina marcadora es el dominio extracelular de
la proteina marcadora HER2. Preferiblemente, el dominio extracelular de la proteina marcadora HER?2 tiene un peso
molecular de aproximadamente 105.000 Dalton. “Dalton” es una unidad de masa que es igual al peso de un dtomo de
hidrégeno, o 1.657 x 107%* gramos.

En otra realizacion preferible de la invencion

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora de la anfiregulina es la secuencia de aminodacidos Id. de
Sec. Num. 1,

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia de
aminodcidos Id. de Sec. Num. 2,

- la secuencia de aminoécidos de la proteina marcadora del factor de crecimiento transformante alfa es la secuencia
de aminodacidos Id. de Sec. Num. 3, o

- la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora HER?2 es la secuencia de aminodcidos Id. de Sec. Nim. 4.

En otra realizacién preferible de la invencidn, el valor umbral en suero sanguineo de

- la proteina marcadora del factor de crecimiento transformante alfa estd entre 2,0 y 10,0, preferiblemente entre 2,0
y 5,0 pg/ml, més preferiblemente alrededor de 3,5 pg/ml,

- la proteina marcadora del factor de crecimiento epidérmico estd entre 100 y 250 pg/ml, preferiblemente alrededor
de 150 pg/ml, o

- la proteina marcadora de la anfiregulina esté entre 6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12 pg/ml.
En otra realizacién preferible de la invencidn, el valor umbral en suero sanguineo del dominio extracelular de la
proteina marcadora Her2 estd entre 12 y 22 ng/ml, preferiblemente alrededor de 18 ng/ml.

La secuencia de 4cido nucleico del polinucleétido marcador de la anfiregulina es la secuencia de 4cido nucleico Id.
de Sec. N°: 5,

- la secuencia de dcido nucleico del polinucle6tido marcador del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia
de 4cido nucleico Id. de Sec. N°: 6,

- la secuencia de 4cido nucleico del polinucleétido marcador del factor de crecimiento transformante alfa es la
secuencia de acido nucleico Id. de Sec. N°: 7, o

- la secuencia de 4cido nucleico del polinucle6tido marcador de HER?2 es la secuencia de dcido nucleico Id. de Sec.
N°: 8.

En otra realizacién de la invencién, un anticuerpo que se une a la proteina marcadora del factor de crecimiento
transformante alfa se utiliza para predecir la respuesta al tratamiento con la expresién del gen marcador difiere “sig-
nificativamente” del nivel de expresioén del gen marcador en una muestra de referencia si el nivel de expresién del
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gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en una muestra del paciente de referencia por una cantidad
superior al error estdndar del ensayo utilizado para valorar la expresion, y preferiblemente al menos un 10%, y mas
preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1000% de la cantidad.
Alternativamente, la expresion del gen marcador en el paciente puede considerarse “significativamente” inferior al
nivel de expresion en un sujeto de referencia si el nivel de expresién en una muestra de paciente es inferior al nivel en
una muestra a partir de un sujeto de referencia por una cantidad superior al error estdndar del ensayo utilizado para
valorar la expresion, y preferiblemente al menos un 10%, y méas preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%,
150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1000% de esa cantidad. La diferencia del nivel de expresion serd de hasta
un 10.000 o0 50.000%. La diferencia del nivel de expresion estd preferiblemente entre un 10% hasta un 10.000%, més
preferiblemente entre un 25% y 10.000%, 50% a 10.000%, 100% a 10.000%, atin més preferiblemente entre un 25%
y 5.000%, 50% y 5.000%, 100% y 5.000%.

En otra realizacién de la invencion, se proporciona un método de seleccién de una composicion para la inhibicién
de la progresion de la enfermedad en un paciente, comprendiendo este método:

a) la exposicidn separada de alicuotas de una muestra biol6gica de un paciente con cdncer en presencia de una
pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparacién del nivel de expresiéon de un gen marcador o una combinacién de genes marcadores seleccio-
nados de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico, del
factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en las alicuotas de la muestra bioldgica puesta en contacto con las
composiciones de prueba y el nivel de expresion de un gen marcador o una combinacién de genes marcadores selec-
cionados de entre el grupo que consiste en el gen marcador de la anfiregulina, del factor de crecimiento epidérmico,
del factor de crecimiento transformante alfa y de HER2 en una alicuota de la muestra bioldgica que no se ha puesto
en contacto con las composiciones de prueba,

c) la seleccién de una de las composiciones de prueba que altera el nivel de expresién del gen marcador o la com-
binacién de genes marcadores en la alicuota que contiene esta composicidn de prueba, en relacion con la alicuota que
no se ha puesto en contacto con la composicién de prueba en la que una diferencia significativa o de al menos un 10%
entre el nivel de expresién del gen marcador o la combinacién de genes marcadores en la alicuota de la muestra bio-
l16gica puesta en contacto con la composicion de prueba y el nivel de expresién del gen marcador correspondiente o la
combinacién de genes marcadores en la alicuota de 1a muestra biolégica que no se ha puesto en contacto con la compo-
sicién de prueba, es una indicacion para la seleccién de la composicion de prueba. La enfermedad es preferiblemente
céncer y el paciente es preferiblemente un paciente con cdncer como se ha descrito anteriormente.

En otra realizacién de la invencion, se proporciona un método de seleccién de una composicion para la inhibicién
de la progresion de la enfermedad en un paciente, comprendiendo este método:

a) la exposicién separada de alicuotas de una muestra biol6gica de un paciente con cdncer en presencia de una
pluralidad de composiciones de prueba;

b) la comparacion del nivel de expresion de

- un gen marcador o una combinacién de genes marcadores seleccionados de entre el grupo que consiste en
el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de
HER2, o de

- una combinacion de genes marcadores que comprende un gen marcador de la anfiregulina y un gen mar-
cador seleccionados de entre el grupo del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento
transformante alfa y de HER2,

en las alicuotas de la muestra biol6gica puesta en contacto con las composiciones de prueba y el nivel de expresion
de

- un gen marcador o una combinacién de genes marcadores seleccionado de entre el grupo que consiste en
el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transformante alfa y de
HER2, o una

- combinacién de genes marcadores que comprende un gen marcador de la anfiregulina y un gen marcador
seleccionado de entre el grupo del factor de crecimiento epidérmico, del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y de HER2,

en una alicuota de la muestra bioldgica que no se ha puesto en contacto con las composiciones de prueba,
c) la seleccién de una de las composiciones de prueba que altera el nivel de expresion del gen marcador o la com-
binacidn de genes marcadores en la alicuota que contiene esta composicion de prueba, en relacién con la alicuota que

no se ha puesto en contacto con la composicién de prueba en la que una diferencia significativa o de al menos un 10%
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entre el nivel de expresion del gen marcador o la combinacién de genes marcadores en la alicuota de la muestra bio-
16gica puesta en contacto con la composicién de prueba y el nivel de expresion del gen marcador correspondiente o la
combinacién de genes marcadores en la alicuota de 1a muestra biol6gica que no se ha puesto en contacto con la compo-
sicién de prueba, es una indicacidn para la seleccién de la composicion de prueba. La enfermedad es preferiblemente
cancer y el paciente es preferiblemente un paciente con cancer como se ha descrito anteriormente.

La expresién de un gen marcador difiere “significativamente” del nivel de expresién del gen marcador en una
muestra de referencia si el nivel de expresién del gen marcador en una muestra del paciente difiere del nivel en
una muestra del sujeto de referencia en una cantidad superior al error estindar del ensayo utilizado para valorar la
expresion, y preferiblemente en al menos un 10%, y mas preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%,
175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esa cantidad. Alternativamente, la expresién del gen marcador en el
paciente puede considerarse “significativamente” inferior al nivel de expresion en un sujeto de referencia si el nivel
de expresion en una muestra del paciente es inferior al nivel en una muestra del sujeto de referencia en una cantidad
superior al error estdndar del ensayo utilizado para valorar la expresion, y preferiblemente en al menos un 10%, mas
preferiblemente un 25%, 50%, 75%, 100%, 125%, 150%, 175%, 200%, 300%, 400%, 500% o 1.000% de esta cantidad.
La diferencia del nivel de expresién puede ser de hasta 10.000 o 50.000%. La diferencia del nivel de expresion estd
preferiblemente entre el 10% y 10.000%, mas preferiblemente del 25% al 10.000%, del 50% al 10.000%, del 100% al
10.000%, y aun mas preferiblemente del 25% al 5.000%, del 50% al 5.000%, del 100% al 5.000%.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Gréfico de dispersion de la transformacion logaritmica de TGF-alfa frente al beneficio clinico categori-
zado.

Figura 2: Gréfico de dispersion de la transformacién logaritmica de la Anfiregulina frente al beneficio clinico
categorizado.

Figura 3: Beneficio clinico ordinal de TGF-alfa.
Figura 4: Beneficio clinico ordinal de la anfiregulina.
Figura 5: Beneficio clinico ordinal de EGF.

Figura 6: Beneficio clinico ordinal de HER2-ECD.

Figura 7: Revision exploratoria de los valores de los puntos de corte y rango-log de p de TTP y TTD para Anfire-
gulina, EGF, TGF-alfa y HER2-ECD.

Figura 8: Representacion de Kaplan Meier de TGF-alfa para el tiempo hasta la progresién/muerte basado en el
punto de corte del marcador tnico exploratorio.

Figura 9: Representacién de Kaplan Meier de TGF-alfa para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte
de marcador tnico exploratorio.

Figura 10: Representacién de Kaplan Meier de anfiregulina para el tiempo hasta la progresién/muerte basado en el
punto de corte de marcador Unico exploratorio.

Figura 11: Representacion de Kaplan Meier de anfiregulina para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de
corte de marcador tnico exploratorio.

Figura 12: Representacion de Kaplan Meier de EGF para el tiempo hasta la progresién/muerte basado en el punto
de corte de marcador tinico exploratorio.

Figura 13: Representacién de Kaplan Meier de EGF para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de corte de
marcador tnico exploratorio.

Figura 14: Representacion de Kaplan Meier de HER2-ECD para el tiempo hasta la progresién/muerte basado en el
punto de corte de marcador tnico exploratorio.

Figura 15: Representacion de Kaplan Meier de HER2-ECD para el tiempo hasta la muerte basado en el punto de
corte de marcador tnico exploratorio.

Figura 16: Como ejemplo para una puntuacién de combinacién, mejorando ademds la separacién entre los grupos

de mayor beneficio clinico/menor beneficio clinico en TTP: combinacién de beneficio clinico ordinal de HER2-ECD
TGF alfa.
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Figura 17: Revision exploratoria de los valores de los puntos de corte y rango-log de p para TTP y TTD para una
combinacién de TGF-alfa y HER2-ECD.

Figura 18: Representacién de Kaplan Meier de HER2-ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la progresién/muerte
basado en el punto de corte de marcador de combinacion exploratorio.

Figura 19: Representacion de Kaplan Meier de HER2-ECD/TGF-alfa para el tiempo hasta la muerte basado en el
punto de corte de marcador de combinacién exploratorio.

Ejemplos
Observaciones generales a las reglas de prediccion

La forma general de una regla de prediccién consiste en la especificacién de una funcién de uno o multiples
biomarcadores que incluyen potencialmente los covariados clinicos para predecir la respuesta o no respuesta, 0 mas
generalmente, predice el beneficio o falta de beneficio en términos de criterios de valoracién clinicos definidos ade-
cuadamente.

La forma mas simple de una regla de prediccién consiste en un modelo univariado sin covariados, en el que la
prediccion se determina por medio de un punto de corte o umbral. Esto puede expresarse en términos de la funcién
Heaviside para un punto de corte especifico ¢ una medida de biomarcador X, en el que la prediccién binaria A o B
debe realizarse, entonces

Si H(x - ¢) = 0 entonces predice A.

Si H(x - ¢) = 1 entonces predice B.

Esta es la forma mds simple de utilizar medidas de biomarcador univariado en las reglas de prediccion. Si dicha
sencilla regla es suficiente, permite una simple identificacién de la direccidn del efecto, es decir si niveles altos o bajos
de expresion son beneficiosos para el paciente.

La situacién puede ser mas complicada si los covariados clinicos necesitan ser considerados y/o si los multiples
biomarcadores se utilizan en las reglas de predicciéon multivariado. Para poder ilustrar estas cuestiones se muestran
dos ejemplos hipotéticos:

Ajuste de covariado (ejemplo hipotético)

Para un biomarcador X se encuentra que en una poblacién de un ensayo clinico con niveles altos de expresion
estd asociado con un peor prondstico (andlisis univariado). Un andlisis mds exhaustivo muestra que hay dos tipos de
tumor en la poblacién, uno de ellos posee un peor prondstico que el otro y a la vez la expresion del biomarcador
para este grupo de tumores es generalmente superior. Un andlisis de covariados ajustado revela que para cada uno de
los tipos de tumor la relacién de beneficio clinico y el prondstico es inverso, es decir dentro de los tipos de tumores,
niveles de expresion mas bajos estdn asociados con un mejor prondstico. El efecto opuesto global estd enmascarado
por el covariado de tipo de tumor - y el andlisis de covariado ajustado como parte de la regla de prediccion invierte la
direccion.

Prediccion multivariada (ejemplo hipotético)

Para un biomarcador X se encuentra que en una poblacién de un ensayo clinico con niveles altos de expresion
estd ligeramente asociado con un peor prondstico (andlisis univariado). Para un segundo biomarcador Y se realiza
una observacion similar mediante andlisis univariado. La combinacién de X e Y revela un buen prondstico si ambos
biomarcadores son bajos. Esto hace que la regla prediga un beneficio si ambos biomarcadores estdn por debajo de
algunos puntos de corte (AND- en conexién con la funcién de prediccion Heaviside). Para la regla de combinacién ya
no hay una regla sencilla expresable en un sentido univariado. Por ejemplo, con niveles de expresion bajos en X no
predice de forma automética un mejor pronéstico.

Estos ejemplos sencillos muestran que las reglas de prediccidn con y sin covariados no pueden juzgarse a nivel uni-

variado de cada biomarcador. La combinacién de multiples biomarcadores mds un ajuste potencial por los covariados
no permite asignar relaciones sencillas hacia biomarcadores tnicos.
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Meétodos estadisticos
Las tareas estadisticas comprenden los siguientes pasos:
1. Preseleccion de biomarcadores candidato.
2. Preseleccion de covariados de prondstico clinico relevante.
3. Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador a un nivel univariado.
4. Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador incluyendo covariados clinicos a un nivel univariado.
5. Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador a un nivel multivariado.

6. Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador incluyendo covariados clinicos a un nivel multivariado.

El siguiente texto detalla los diferentes pasos:

Adl: Preseleccion de biomarcadores candidato: La preseleccion estadistica de biomarcadores candidato se orienta
a la potencia de la asociacién con las mediciones del beneficio clinico. Para este propdsito, los diferentes criterios
de valoracion clinicos pueden transformarse en puntuaciones indirectas derivadas, como por ejemplo, una asignacién
ordinal del grado de beneficio clinico o puntuaciones de morbilidad respecto al TTP o TTD que evita las observaciones
censuradas. Estas medidas indirectas transformadas pueden utilizarse facilmente para el andlisis de correlacion simple,
p- €j., mediante la aproximacion de correlacion no paramétrica del rango de Spearman. Una alternativa aqui es utilizar
las mediciones de biomarcador como covariados métricos en los modelos de regresion “tiempo hasta el evento”,
como p. ¢€j., la regresion de riesgo proporcional de Cox. Dependiendo de la distribucion estadistica de los valores
del biomarcador, este paso puede necesitar algiin procesado previo, como p. €j., transformaciones estabilizantes de
la varianza y la utilizacién de escalas adecuadas o, alternativamente, un paso de estandarizacién como p. ej., utilizar
percentiles en lugar de mediciones crudas. Otra aproximacidn es la inspeccion de gréficos de dispersién bivariados,
p. €j., mostrando la dispersion de (eje x= valor del biomarcador, eje-y= medida del beneficio clinico) en base a un
solo paciente. También puede ser ttil aqui alguna linea de regresién no paramétrica como p. €j., la que se consigue
mediante el suavizado de las curvas, para visualizar la asociacién de biomarcador y beneficio clinico.

El fin de estas diferentes aproximaciones es la preseleccién de candidatos de biomarcador, que muestren alguna
asociacioén con el beneficio clinico en al menos una de las mediciones de beneficio empleadas, mientras que los
resultados para otras mediciones no sean contradictorios. Cuando estdn disponibles grupos control, las diferencias
en la asociacién de biomarcadores con beneficio clinico en los diferentes brazos puede ser un signo de prediccién
diferencial que hace al biomarcador elegible para una posterior consideracion.

Ad2: Preseleccion de covariados de prondstico clinico relevante: El término “covariado clinico” se utiliza aqui pa-
ra describir toda la otra informacién sobre el paciente, que estd en general disponible en el nivel basal. Estos covariados
clinicos comprenden informacién demografica como el sexo, la edad, etc., otra informacién anamnésica, enfermedades
concomitantes, terapias concomitantes, resultados de exdmenes fisicos, pardmetros de laboratorio comunes obtenidos,
propiedades conocidas del tumor diana, informacién que cuantifica la extension de la enfermedad maligna, puntua-
ciones clinicas realizadas como ECOG o indice de Karnofsky, estadio clinico de la enfermedad, tiempo y resultado de
los pretratamientos, e historial de la enfermedad, asi como toda la informacién similar, que pueda estar asociada con
el prondstico clinico. La preseleccion estadistica de los covariados clinicos es paralela a las aproximaciones para la
preseleccion de biomarcadores y también estd orientada a la potencia de la asociacién con las mediciones de beneficio
clinico. Por lo que en principio los mismos métodos se aplican como se considera en 1. Ademds de los criterios esta-
disticos, también se pueden aplicar criterios desde la experiencia clinica y el conocimiento teérico para preseleccionar
covariados clinicos relevantes.

El pronéstico mediante covariados clinicos puede influir con el prondstico de los biomarcadores. Estos se conside-
raran para las reglas de prediccidn refinadas si es necesario.

Ad3: Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador a un nivel univariado: El término “funcién de predic-
cién” podra utilizarse en un sentido general para indicar la funcién numérica de una medicién del biomarcador que
resulta en un nimero que se escala para implicar la prediccién diana.

Un ejemplo sencillo es la eleccion de la funcion Heaviside para un punto de corte ¢ especifico y una medicién de
biomarcador x, en la que debe realizarse la prediccién binaria A o B, entonces

Si H(x-c)=0 entonces predice A.

Si H(x-c)=1 entonces predice B.
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Esta es probablemente la via mds comun de utilizar mediciones de biomarcador univariado en las reglas de predic-
cién. La definicion de una funcién de prediccién normalmente recurre a un grupo de datos de entrenamiento existentes
que pueden utilizarse para explorar las posibilidades de prediccién. Para poder alcanzar un punto de corte ¢ adecua-
do para el grupo de entrenamiento, se pueden tomar diferentes rutas. Primero, el grafico de dispersién con la curva
suavizada mencionado en 1 puede utilizarse para definir el punto de corte. Alternativamente puede escogerse algin
percentil de la distribucion, p. ej., la mediana o un cuartil. Los puntos de corte también pueden extraerse de forma
sistemdtica investigando todos los posibles puntos de corte de acuerdo con su potencial de prediccién respecto a las
mediciones de beneficio clinico. Entonces estos resultados pueden representarse permitiendo una seleccién manual o
para emplear algtin algoritmo de bisqueda para la optimizacion. Esto se realizé en base a los criterios de valoracién de
TTP y TTD utilizando un modelo Cox, en el que cada punto de corte de prueba se utiliz6 el biomarcador como un co-
variado binario. Los criterios de prediccion fueron las proporciones de riesgo resultantes. Entonces, los resultados del
TTP y TTD pueden considerarse conjuntamente para escoger un punto de corte que muestre la prediccién de acuerdo
con ambos criterios de valoracidn.

Otra aproximacién no comun para escoger una funcién de prediccién puede basarse en un pardmetro fijado en
un modelo de regresién de Cox obtenido del grupo de entrenamiento con valores del biomarcador (posiblemente
transformados) como covariado. Entonces, la prediccion puede depender sencillamente de si la proporcion de riesgo
computada es inferior o mayor de 1.

Otra posibilidad es basar la decisioén en alguna proporcion de probabilidad (o transformacién monoténica de ésta),
en la que las densidades de probabilidad de la diana se predeterminaron en el grupo de entrenamiento para la separacién
de los estados de prediccion. Entonces el biomarcador puede aplicarse a alguna funcién de proporciones de densidad.

Ad4: Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador incluyendo covariados clinicos a un nivel univariado:
Univariado se refiere aqui a la utilizacién de un s6lo biomarcador - respecto a los covariados clinicos éste puede ser
un modelo multivariado. Esta aproximacién es paralela a la bisqueda sin covariados clinicos, sélo que estos métodos
permiten la incorporacién de informacién de covariado relevante. El método del grafico de dispersion para escoger
un punto de corte permite sélo un uso limitado de covariados, p. €j., un covariado binario puede estar codificado con
un color en la representacion grafica. Cuando el andlisis recae en alguna aproximacién de regresion normalmente se
facilita el uso de covariados (también muchos de ellos a la vez). La bisqueda del punto de corte basado en el modelo
de Cox descrito en 3, permite la facil incorporacién de covariados y por lo tanto lleva a la bisqueda de un punto
de corte univariado ajustado por el covariado. El ajuste mediante covariados puede realizarse como covariados en el
modelo o mediante la inclusion en un andlisis estratificado.

Las otras elecciones de funciones de prediccion también permiten la incorporacién de covariados.

Esto es un motivo claro para la eleccién del modelo de Cox como funcién de prediccidn. Existe la opcién de
estimar la influencia de covariados en un nivel de interaccion, que significa que p. ej., para diferentes grupos de edad,
se aplican diferentes proporciones de riesgo.

Para las funciones de prediccion de tipo proporcién de probabilidad, las densidades de prediccién deben estimarse
incluyendo covariados. Aqui puede utilizarse la metodologia de reconocimiento de patrén multivariado o los valores de
biomarcador pueden ajustarse mediante regresién miiltiple sobre los covariados (antes de la estimacién de densidad).

La tecnologia CART (Classification And Regression Trees; Breiman L, Friedman JH, Olshen RA, Stone CJ. Clas-
sification And Regression Trees. Chapman & Hall (Wadsworth, Inc.): New York, 1984) puede utilizarse para un
biomarcador (nivel de medicion crudo) mas los covariados clinicos utilizando una medida del beneficio clinico como
respuesta. Los puntos de corte se buscan de esta manera y se puede encontrar una funcién de tipo drbol de decision
que involucra los covariados para la prediccion. Los puntos de corte y algoritmos escogidos mediante CART estdn
frecuentemente cercanos al ptimo y pueden estar combinados y unificados considerando diferentes mediciones del
beneficio clinico.

AdS5: Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador a un nivel multivariado: Cuando hay varios candidatos
de biomarcador que mantienen su potencial de prediccidon dentro de las diferentes elecciones de funcién de prediccién
univariada, entonces puede alcanzarse una mejora mediante la combinacién de biomarcadores, es decir, considerando
funciones de prediccién multivariadas.

Basado en el modelo de funcién simple Heaviside, pueden evaluarse combinaciones de biomarcadores, p. €j.,
considerando graficos de dispersién de los valores de biomarcador bivariado en los que se indican los puntos de corte
6ptimos. Entonces, una combinacién de biomarcadores pueden alcanzarse mediante la combinacién de diferentes
funciones Heaviside mediante los operadores l6gicos AND y OR para lograr un predicciéon mejorada.

La tecnologia CART (Arboles de clasificacién y regresién) puede utilizarse para biomarcadores mdltiples (nivel
de medicion crudo) y una medicién del beneficio clinico como respuesta, para alcanzar los puntos de corte para los
biomarcadores y funciones para la prediccion de tipo drbol de decisién. Los puntos de corte y algoritmos escogidos
mediante CART estdn frecuentemente cercanos al 6ptimo y pueden combinarse y unificarse considerando las diferen-
tes mediciones del beneficio clinico.
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La regresién de Cox puede emplearse a diferentes niveles. Una primera via es incorporar los multiples biomarca-
dores de forma binaria (es decir, basado en unas funciones Heaviside con algunos puntos de corte). La otra opcién
es emplear biomarcadores de una forma métrica (tras las transformaciones adecuadas), o una mezcla de una apro-
ximacién binaria y métrica. La funcién de prediccién multivariada generada es del tipo Cox como se describe en
3.

La aproximacién de la proporcién de probabilidad multivariada es dificil de entender pero se presenta como una
opcioén para las funciones de prediccion multivariadas.

Adb6: Seleccion de funciones de prediccion de biomarcador incluyendo covariados clinicos a un nivel multiva-
riado: Si hay covariados clinicos relevantes, puede lograrse una mejora clinica relevante combinando los miiltiples
biomarcadores con covariados clinicos multiples. Las diferentes elecciones de funcién de prediccion serdn evaluadas
respecto a las posibilidades de incluir covariados clinicos.

Basado en las combinaciones 16gicas simples de las funciones de Heaviside para los biomarcadores, pueden in-
cluirse otros covariados en la funcién de prediccién en base al modelo de regresién logistico obtenido en el grupo de
entrenamiento.

La tecnologia CART y los arboles de decisién generados pueden utilizarse facilmente con covariados adicionales,
que pueden incluirlos en el algoritmo de prediccion.

Todas las funciones de prediccion basadas en la regresion de Cox pueden utilizar otros covariados clinicos. Existe
la opcién de estimar la influencia de los covariados en un nivel de interaccion, lo que significa que p. ej., para diferentes
grupos de edad, se aplican diferentes proporciones de riesgo.

La aproximacién de la proporcién de probabilidad multivariada no es directamente extensible a la utilizacién de
covariados adicionales.

Ejemplo 1
Valoracién de los niveles basales de los ligandos de HER y de HER?2 liberado (HER2 ECD), en sueros sanguineos

de pacientes con cancer de mama metastasico con bajos niveles de expresiéon de HER2 tratados con Pertuzumab, como
se describe a continuacion.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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Equipos utilizados para la valoracién de los biomarcadores de suero:

Marcador Ensayo Distribucidén

HER2-ECD ELISA HER- DakoCytomation
2/neu de Bayer, [N.V./S.A.,Interleuvenlaan
Nam. Cat.: EL501 12B, B-3001 Heverlee

Anfiregulina Sistema de R&D Systems Ltd., 19
desarrollo de | Barton Lane, Abingdon
ELISA DuoSet de |0X1l4 3NB, UK
la anfiregulina
humana, NGm.
Cat.: DY262

EGF Equipo ELISA R&D Systems Ltd., 19
Quantikine de EGF | Barton Lane, Abingdon
humano, NGm. | 0X14 3NB, UK
Cat.: DEGOO

TGF-alfa Inmunoensayo R&D Systems Ltd., 19
Quantikine® de | Barton Lane, Abingdon
TGF-alfa humano, | 0X14 3NB, UK
NGm. Cat.: DTGA0O

Protocolos
HER2-ECD

El ELISA de HER2-ECD se realiz6 de acuerdo con las recomendaciones del fabricante.

Anfiregulina

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estindar (proporcionados con el equipo)

Yy muestras.

- Colocar en el marco las tiras de microplaca EvenCoat IgG de cabra anti-ratéon (R&D, Ndm. Cat. CP002; no

proporcionado con el equipo). El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el nimero necesario de pocillos (nimero de diluciones estandar + nimero de muestras).

- Determinar la plantilla de la placa.
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- Afadir 100 ul de anticuerpo de captura diluido (proporcionado con el equipo; 1:180 en PBS) a cada pocillo.

- Incubar a T.A. durante 1 hora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando cada
pocillo con 400 ul de tampén de lavado (no proporcionado con el equipo; se utilizé6 Tween-20 al 0,05% en PBS),
utilizando un dispensador multicanal, y posterior aspiracién. Tras el tltimo lavado, eliminar cualquier resto de tampdn

de lavado aspirando. Invertir la placa y golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Aiiadir 100 pl de dilucién estandar o muestra diluida (ver abajo) por pocillo. Cambiar las puntas tras cada paso
de lavado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Repetir la aspiracién/lavado como se ha descrito antes.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratados con desinfectante de laboratorio.

- Afiadir 100 ul de anticuerpo de deteccién (proporcionados con el equipo) diluido 1:180 en diluyente de reactivo
(no proporcionado con el equipo; se utilizé6 BSA al 1% en PBS (Roth; Fraccién de Albimina V, Nim. Cat. T844.2)
por pocillo

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiracion/lavado como se ha descrito antes.

- Afiadir 100 ul de dilucién de trabajo de Streptavidina-HRP a cada pocillo (proporcionado con el equipo; dilucién
1:200 en diluyente de reactivo). Cubrir con una nueva tira adhesiva.

- Incubar durante 20 min a T.A.

- Repetir la aspiracién/lavado como se ha descrito antes.

- Afiadir 100 ul de solucién de sustrato (R&D, Num. Cat. DY999; no proporcionada con el equipo) a cada pocillo.
- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afadir 50 ul de solucién de parada (H,SO, 1,5 M (Schwefelsdure reinst, Merck, Num. Cat. 713); no proporcio-
nado con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad 6ptica de cada pocillo inmediatamente, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estdandar de Anfiregulina

Se prepar6 una solucion de reserva de anfiregulina de 40 ng/ml en BSA al 1% en PBS, se hicieron alicuotas y se
almacenaron a -80°C. Las soluciones de anfiregulina en BSA al 20% en PBS no son estables después de 2 semanas
y por lo tanto no se utilizaron. De la solucién de reserva en alicuotas de anfiregulina, se preparé la curva estandar de
anfiregulina en BSA al 20% en PBS antes de cada experimento. La mayor concentracién fue de 1000 pg/ml (dilucién
1:40 de la solucién de reserva de anfiregulina). Los estadndares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron
una curva estdndar lineal. El andlisis en Excel de las curvas permiti6 la determinacion de las ecuaciones de la curva
para cada ELISA.

Muestras de anfiregulina

Cuando las muestras se diluyeron 1:1 en diluyente de reactivo, todas las muestras estaban en el rango lineal del
ELISA. Cada muestra se midi6 en duplicados. Dependiendo de la calidad de los datos, y de las cantidades suficientes
de suero, las determinaciones se repitieron en experimentos posteriores cuando fue necesario.

EGF

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estdndar (proporcionados con el equipo)
y muestras.
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- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de la placa microtitulada (proporcionado con el equipo) del marco.
El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el niimero necesario de pocillos: (nimero de diluciones estdndar + nimero de muestras) x 2.
- Determinar la plantilla de la placa.
- Afadir 50 ul de diluyente de ensayo RD1 (proporcionados con el equipo) a cada pocillo.

- Afiadir 200 yl de dilucién estindar o muestra diluida (p. ej., 1:20 en diluyente calibrador RD6H) por pocillo.
Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteado.

- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).

- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando
cada pocillo con 400 ul de tampdn de lavado (proporcionado con el equipo), utilizando un dispensador multicanal, y
posterior aspiracion. Tras el dltimo lavado, eliminar cualquier resto de tampoén de lavado aspirando. Invertir la placa y
golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Anadir 200 ul de conjugado (proporcionado con el equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva tira adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiracién/lavado como se ha descrito antes.

- Anadir 200 ul de solucién de sustrato (proporcionados con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 20 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afadir 50 ul de solucién de parada (proporcionada con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad 6ptica de cada pocillo en 30 minutos, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estandar de EGF

Los estandares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron una curva estdndar lineal. Concentraciones
muy bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de EGF

Se realizaron un total de cuatro ensayos con las muestras. Cada muestra se midi6 2 - 5 veces, siendo el nimero
de determinaciones dependiente de la calidad de los resultados (media +/- DE) y de la disponibilidad de cantidad
suficiente de suero. Cuando las muestras se diluyeron 1:20 en el diluyente calibrador RD6H, todas las muestras estaban
dentro del rango lineal del ELISA.

TGF-alfa

- Preparar todos los reactivos (proporcionados con el equipo), diluciones estandar (proporcionadas con el equipo)
y muestras.

- Eliminar el exceso de anticuerpo de las tiras de la placa microtitulada (proporcionada con el equipo) del marco.
El marco se llama ahora placa de ELISA.

- Determinar el nlimero necesario de pocillos: (nimero de diluciones estdndar + nimero de muestras) x 2.
- Determinar la plantilla de la placa.

- Afadir 100 ul de diluyente de ensayo RD1W (proporcionado con el equipo) a cada pocillo.

- Afadir 50 ul de dilucién estandar o muestra por pocillo. Cambiar las puntas tras cada paso de pipeteado.
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- Cubrir la placa con la tira adhesiva (proporcionada con el equipo).
- Incubar durante 2 horas a T.A. en una plataforma agitadora.

- Aspirar cada pocillo y lavar, repitiendo el proceso tres veces para un total de cuatro lavados. Lavar llenando
cada pocillo con 400 ul de tampdn de lavado (proporcionado con el equipo), utilizando un dispensador multicanal, y
posterior aspiracion. Tras el tltimo lavado, eliminar cualquier resto de tampo6n de lavado aspirando. Invertir la placa y
golpearla contra toallitas de papel limpias.

- Las muestras aspiradas y las soluciones de lavado son tratadas con desinfectante de laboratorio.

- Afiadir 200 ul de conjugado de TGF-alfa (proporcionado con el equipo) a cada pocillo. Cubrir con una nueva tira
adhesiva.

- Incubar durante 2 horas a T.A.

- Repetir la aspiracién/lavado como se ha descrito antes.

- Afadir 200 ul de solucién de sustrato (proporcionada con el equipo) a cada pocillo.

- Incubar durante 30 min a T.A. Proteger de la luz.

- Afadir 50 ul de solucién de parada (proporcionada con el equipo) a cada pocillo. Mezclar con cuidado.

- Determinar la densidad 6ptica de cada pocillo en 30 minutos, utilizando un lector de microplacas ajustado a
450 nm.

Curva estandar de TGF-alfa

Los estandares proporcionados con el equipo de ELISA produjeron una curva estdndar lineal. Concentraciones
muy bajas también mostraron resultados detectables.

Muestras de TGF-alfa
Se realizaron un total de cuatro ensayos con las muestras. Las muestras se midieron en 2 - 4 ensayos independientes.

Los datos en suero se analizaron para identificar los factores, de los que los niveles basales en suero podrian
asociarse con la respuesta al tratamiento de Pertuzumab. Para todos los factores se observd un patrén asimétrico
de la distribucion (media, desviacidn estandar, mediana, minimo, maximo). Para reducir la asimetria se utiliz6 una
transformacién monotdnica basada en el logaritmo: Log(x+1). En un andlisis univariado, se exploro si los puntos de
corte adecuados para los factores podian definirse para relacionarse con la probabilidad de respuesta (en este ejemplo
definida como beneficio clinico). Aqui, los pacientes con beneficio clinico se definen como aquellos que alcanzan una
respuesta parcial (RP) o una enfermedad mantenida de forma estable durante al menos 6 meses. Se investigaron los
gréificos de dispersion de los factores frente a las categorias de respuesta. La Figura 1 y la Figura 2 muestran una
representacion de las categorias de respuesta clinica frente a la transformacion logaritmica de los niveles de TGF-alfa
y anfiregulina en suero, respectivamente, para ejemplificar la aproximacién.

En base a los graficos de dispersion, se seleccionaron los puntos de corte de los factores para definir los grupos de
pacientes que han experimentado mayor beneficio clinico. La Figura 3 (TGF-alfa), Figura 4 (Anfiregulina), Figura 5
(EGF), y Figura 6 (HER2-ECD) muestran el beneficio clinico en relacién con los diferentes agrupamientos de factores
basados en los puntos de corte exploratorios calculados para las unidades originales de factor. Los puntos de corte
separan algunos de los pacientes sin beneficio clinico, y por lo tanto, elevan la tasa de respuesta para el grupo con
mayor beneficio clinico.

Ejemplo 2

En este ejemplo se utilizaron los puntos de corte exploratorios del Ejemplo 1 para valorar el efecto univariado de
los grupos de factores sobre las diferentes mediciones del beneficio clinico del tratamiento con Pertuzumab, utilizando
el tiempo hasta la progresién/o muerte (TTP) y el tiempo hasta la muerte (TTD) como criterios de valoracién clinicos
alternativos. En las estimaciones Kaplan-Meier y pruebas de rango-log para el TTP y/o TTD, se observaron efectos
significativos para TGF-alfa, Anfiregulina, EGF y HER2-ECD, como se muestra en la Figura 7.

Las representaciones de Kaplan-Meier que muestran la proporcion de riesgo para el TTP y TTD (mayor niimero
de eventos observados) se dan en la Figura 8 y Figura 9 (TGF-alfa), 10 y 11 (Anfiregulina), 12y 13 (EGF), y 14y 15
(HER2-ECD), y muestran el pronunciado efecto de un agrupamiento basado en estos factores en la evolucién clinica
de los pacientes tratados con Pertuzumab.
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Ejemplo 3

En este ejemplo se utilizaron aproximaciones multivariadas para identificar las combinaciones de los factores que
pueden mejorar la identificacién de pacientes con un mayor beneficio del tratamiento con Pertuzumab. Los resultados
estan reflejados como se derivan de una aproximacion CART (Arboles de Clasificacién y Regresion). La aproximacion
de la clasificaciéon CART hace necesario especificar como grupo de beneficio todos los valores de beneficio clinico
por encima de 0. Se emplearon como variables los niveles en suero de Her2-ECD, TGF-alfa, Anfiregulina y EGF. Se
selecciond una combinacién de niveles en suero de Her2-ECD y TGF-alfa para proporcionar mejores resultados. A
partir de los resultados de CART se asignaron los puntos de corte para una combinacién de niveles en suero de Her2-
ECD y TGF-alfa, lo que resulta en una regla para la categorizacién exploratoria del beneficio clinico en la poblacién
de estudio - una combinacién de valores bajos en suero de Her2-ECD y TGF-alfa, lo que captura 2/2 PR y 2/3 DE>6
meses en la poblacién de estudio y excluye un nimero razonable de pacientes con progresion rapida. La Figura 16
muestra el beneficio clinico en relacién al agrupamiento de combinacion de TGF-alfa/HER2-ECD basado en el punto
de corte de la combinacién exploratoria. La Figura 17 resume el efecto de una combinacién de TGF-alfa y HER2-ECD
sobre el TTP y TTD. Las estimaciones de Kaplan-Meier y las proporciones de riesgo dadas en la Figura 18 (TTP) y
Figura 19 (TTD) demuestran un efecto significativo del agrupamiento basado en una combinacién de estos factores
sobre la evolucion clinica de los pacientes tratados con Pertuzumab.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para predecir la respuesta a un tratamiento con un inhibidor de la dimerizacién de HER en un
paciente, que comprende los pasos de

a) valorar en una muestra biolégica del paciente, en la que la muestra biolégica es suero sanguineo, el nivel de
expresion de una

- proteina marcadora codificada por el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa o una

- combinacién de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores en los que la combinacién de
proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores consiste en las proteinas marcadoras codificadas
por

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico,

- el gen marcador de la anfiregulina y el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa, el gen marcador del factor de crecimiento
epidérmico y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico y el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento transformante alfa y el gen
marcador de HER2,

- el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador del factor de crecimiento transfor-
mante alfa y el gen marcador de HER2,

- el gen marcador de la anfiregulina, el gen marcador del factor de crecimiento epidérmico, el gen marcador
del factor de crecimiento transformante alfa y el gen marcador de HER2, y

b) predecir la respuesta al tratamiento con el inhibidor de la dimerizacién de HER en el paciente mediante la
evaluacién de los resultados del paso a).
2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 en el que el paso a) de valoracién de la proteina marcadora codifi-

cada por el gen marcador o la combinacion de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores comprende

al) la valoracién del nivel de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién
de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores,

a2) determinar si el nivel de expresion valorado en el paso al) estd por encima o por debajo del valor umbral.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 2 en el que el valor umbral se determina antes del paso al) del
método de la reivindicacién 2 mediante

1) la valoracién del nivel de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién
de proteinas marcadoras codificadas por genes marcadores en una pluralidad de muestras biol6gicas de pacientes antes
del tratamiento con el inhibidor de la dimerizacion de HER,

2) la correlacién de la respuesta de los pacientes tratados con el inhibidor de la dimerizacién de HER con el nivel

de expresion de la proteina marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién de proteinas marcadoras
codificadas por genes marcadores determinados en el paso a) determinando asi el valor umbral.

4. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en el que el inhibidor de dimerizacién de
HER inhibe la heterodimerizacién de HER2 con EGFR o HER3.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 4 en el que el inhibidor de dimerizacién de HER es un anticuerpo,
preferiblemente el anticuerpo 2C4.

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 066 T3

6. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 en el que el paciente es un paciente con
céncer, preferiblemente un paciente con cdncer de mama, cancer de ovario, cdncer de pulmén o cancer de prostata.

7. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 6, en el que el nivel de expresién de la pro-
tefna marcadora codificada por el gen marcador o la combinacién de proteinas marcadoras codificadas por los genes
marcadores en la muestra se valora mediante la deteccion del nivel de expresidn de una proteina marcadora o un frag-
mento de la misma o una combinacién de proteinas marcadoras o fragmentos de las mismas codificadas por los genes
marcadores.

8. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 7, en el que el nivel de expresion de la proteina
marcadora o el fragmento de la misma o una combinacién de proteinas marcadoras o fragmentos de las mismas se
detecta utilizando un reactivo que se une especificamente a la proteina marcadora o un fragmento de la misma o a la
combinacidén de proteinas marcadoras o fragmentos de las mismas.

9. El método de la reivindicacién 8, en el que el reactivo se selecciona de entre el grupo que consiste en un
anticuerpo, un fragmento de un anticuerpo o de un derivado de un anticuerpo.

10. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 9 en el que el nivel de expresién se determina
utilizando un método seleccionado del grupo que consiste en protedmica, citometria de flujo, inmunocitoquimica,
inmunohistoquimica, ensayo inmunosorbente ligado a enzima, ensayo inmunosorbente ligado a enzima multicanal, y
variaciones de estos métodos.

11. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10 en el que el fragmento de la proteina
marcadora es el dominio extracelular de la proteina marcadora de Her?2.

12. El método de acuerdo con la reivindicacién 11 en el que el dominio extracelular de la proteina marcadora de
Her?2 tiene una masa molecular de aproximadamente 105.000 Dalton.

13. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12

en el que la secuencia de aminoécidos de la proteina marcadora de la anfiregulina es la secuencia de aminodcidos
Id. de Sec. Num. 1,

en el que la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora del factor de crecimiento epidérmico es la secuencia
de aminoacidos Id. de Sec. Num. 2,

en el que la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora del factor de crecimiento transformante alfa es la
secuencia de aminoéacidos Id. de Sec. Num. 3, o

en el que la secuencia de aminodcidos de la proteina marcadora HER2 es la secuencia de aminodacidos Id. de Sec.
Nim. 4.
14. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 2 a 13 en el que el valor umbral en suero sanguineo

para

- la proteina marcadora del factor de crecimiento transformante alfa estd entre 2,0 y 5,0 pg/ml, preferiblemente
alrededor de 3,5 pg/ml,

- la proteina marcadora del factor de crecimiento epidérmico estd entre 100 y 250 pg/ml, preferiblemente alrededor
de 150 pg/ml, o

- la proteina marcadora de la anfiregulina estd entre 6 y 15 pg/ml, preferiblemente alrededor de 12 pg/ml.
15. El método de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 11 a 13 en el que el valor umbral en suero sangui-
neo del dominio extracelular de la proteina marcadora de Her2 estd entre 12 y 22 ng/ml, preferiblemente alrededor de

18 ng/ml.

16. El uso de un anticuerpo que se une especificamente a la proteina marcadora del factor de crecimiento transfor-
mante alfa para predecir la respuesta al tratamiento con el anticuerpo 2C4 en un paciente.

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 356 066 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<110> F. Hoffmann-La Roche AG
<120> Método para predecir la respuesta a un tratamiento
<130> 23220

<150> EP05017663.5

<151> 2005-08-12

<160> 14

<170> PatentIn version 3.2
<210>1

<211> 252

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 1

Met Arg Ala Pro Leu Leu Pro Pro Ala

Ile Leu Gly Ser Gly His Tyr Ala Ala
20 25
Tyr Ser Gly Lys Arg Glu Pro Phe Ser
35 40
Phe Glu Val Thr Ser Arg Ser Glu Met
50 55

Pro Val Ser Glu Met Pro Ser Ser Ser
65 70

Tyr Asp Tyr Ser Glu Glu Tyr Asp Asn

85
Ile Val Asp Asp Ser Val Arg Val Glu

100 105

Pro

10

Gly

Gly

Ser

Glu

Glu

90

Gln

Val

Leu

Asp

Ser

Pro

75

Pro

Val

Val

Asp

Hig

Gly

60

Ser

Gln

Val

Leu

Leu

Ser

45

Ser

Ser

Ile

Lys

Ser

Asn

30

Ala

Glu

Gly

Pro

Pro

110

Leu

15

Asp

Asp

Ile

Ala

Gly

95

Pro

Leu

Thr

Gly

Ser

Asp

80

Tyr

Gln



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn Lys

Lys Gly

130
Pro Cys
145

Tyr Ile

Phe Gly

Asp Ser

Ser Ala

210
Arg Gln
225

Leu Arg

<210>2

<211> 1207

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Thr

115

Gly

Asn

Glu

Glu

Ser

195

Val

Tyr

Gln

Glu

Lys

Ala

Hig

Arg

180

Leu

Ile

Val

Glu

Ser

Asn

Glu

Leu

165

Cys

Ser

Leu

Arg

Asn

245

Glu

Gly

Phe

150

Glu

Gly

Lys

Thr

Lys

230

Gly

ES 2 356 066 T3

Asn

Lys

135

Gln

Ala

Glu

Ile

Ala

215

Tyr

Asn

Thr Ser Asp Lys
120

Asn Arg Arg Asn

Asn Phe Cys Ile
155

Val Thr Cys Lys

170
Lys Ser Met Lys
185
Ala Leu Ala Ala
200

Val Ala Val Ile

Glu Gly Glu Ala
235
Val His Ala Ile

250

Pro

Arg

140

Hig

Cys

Thr

Ile

Thr

220

Glu

Ala

Lys

125

Lys

Gly

Gln

Hig

Ala

205

Val

Glu

Arg

Lys

Glu

Gln

Ser

190

Ala

Gln

Arg

Lys

Lys

Cys

Glu

175

Met

Phe

Leu

Lys

Lys

Asn

Lys

160

Tyr

Ile

Met

Arg

Lys

240

Met Leu Leu Thr Leu Ile Ile Leu Leu Pro Val Val Ser Lys Phe Ser

5

10

15

Phe Val Ser Leu Ser Ala Pro Gln His Trp Ser Cys Pro Glu Gly Thr

20

25

30

Leu Ala Gly Asn Gly Asn Ser Thr Cys Val Gly Pro Ala Pro Phe Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ile

Asn

65

Phe

Leu

Asn

Glu

Met

145

Ala

Glu

Lys

Val

Asn

225

Ser

Asp

Phe

50

Tyr

Hig

Leu

Ile

Val

130

Lys

Asn

Val

Ala

Leu

210

Ser

Lys

Arg

35

Ser

Glu

Tyr

Gln

Glu

115

Ile

Gly

Val

Ala

Leu

195

Asp

Leu

Hig

Ile

Hig

Gln

Asn

Arg

100

Lys

Trp

Asn

Ala

Gly

180

Leu

Lys

Ile

Pro

Phe

Gly

Leu

Glu

85

Val

Asn

Ser

Asn

Val

165

Ser

Glu

Arg

Cys

Thr

245

Tyr

Asn

Val

70

Lys

Phe

Val

Asn

Ser

150

Asp

Leu

Thr

Leu

Ser

230

Gln

Ser

ES 2 356 066 T3

Ser

55

Val

Arg

Leu

Ser

Gln

135

Hig

Pro

Tyr

Ser

Phe

215

Cys

Hig

Thr

40

Ile

Asp

Ile

Asn

Gly

120

Gln

Ile

Val

Arg

Glu

200

Trp

Asp

Asn

Trp

Phe

Ala

Tyr

Gly

105

Met

Glu

Leu

Glu

Ala

185

Lys

Ile

Tyr

Leu

Lys

Arg

Gly

Trp

90

Ser

Ala

Gly

Leu

Arg

170

Asp

Ile

Gln

Asp

Phe

250

Met

Ile

Val

75

Val

Arg

Ile

Ile

Ser

155

Phe

Leu

Thr

Tyr

Gly

235

Ala

Lys

Asp

60

Ser

Asp

Gln

Asn

Ile

140

Ala

Ile

Asp

Ala

Asn

220

Gly

Met

Thr

45

Thr

Val

Leu

Glu

Trp

125

Thr

Leu

Phe

Gly

Val

205

Arg

Ser

Ser

Ile

Glu

Ile

Glu

Arg

110

Ile

Val

Lys

Trp

Val

190

Ser

Glu

Val

Leu

Trp

Gly

Met

Arg

95

Val

Asn

Thr

Tyr

Ser

175

Gly

Leu

Gly

Hig

Phe

255

Ile

Thr

Asp

80

Gln

Cys

Glu

Asp

Pro

160

Ser

Val

Asp

Ser

Ile

240

Gly

Ala



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asn

Phe

Lys

305

Arg

Hig

Tyr

Leu

Gly

385

Cys

Glu

Gly

Gln

Pro

465

Pro

Lys

Val

290

Ala

Lys

Leu

Cys

Gly

370

Phe

Pro

Gly

Lys

Leu

450

Gly

Gln

Hig

275

Pro

Glu

Gly

Cys

Glu

355

Cys

Val

Arg

Pro

Thr

435

Cys

Tyr

Pro

260

Thr

Leu

Asp

Asn

Met

340

Asp

Lys

Leu

Asn

Leu

420

Cys

Val

Asp

Phe

Gly

Gly

Asp

Cys

325

Cys

Val

Asn

Leu

Val

405

Cys

Ser

Pro

Leu

Leu

Lys

Glu

Thr

310

Ser

Ala

Asn

Thr

Pro

390

Ser

Phe

Gly

Leu

Gln

470

Leu

ES 2 356 066 T3

Asp

Leu

295

Trp

Ser

Glu

Glu

Pro

375

Asp

Glu

Cys

Cys

Ser

455

Leu

Phe

Met

280

Lys

Glu

Thr

Gly

Cys

360

Gly

Gly

Cys

Pro

Ser

440

Pro

Asp

Ala

265

Val

Val

Pro

Val

Tyr

345

Ala

Ser

Lys

Ser

Glu

425

Ser

Val

Glu

Asn

Arg

Val

Glu

Cys

330

Ala

Phe

Tyr

Arg

Hig

410

Gly

Pro

Ser

Lys

Ser

Ile

Hig

Gln

315

Gly

Leu

Trp

Tyr

Cys

395

Asp

Ser

Asp

Trp

Ser

475

Gln

Asn

Pro

300

Lys

Gln

Ser

Asn

Cys

380

Hig

Cys

Val

Asn

Glu

460

Cys

Asp

Leu

285

Leu

Leu

Asp

Arg

Hig

365

Thr

Gln

Val

Leu

Gly

445

Cys

Ala

Ile

270

Hig

Ala

Cys

Leu

Asp

350

Gly

Cys

Leu

Leu

Glu

430

Gly

Asp

Ala

Arg

Ser

Gln

Lys

Gln

335

Arg

Cys

Pro

Val

Thr

415

Arg

Cys

Cys

Ser

Hig

Ser

Pro

Leu

320

Ser

Lys

Thr

Val

Ser

400

Ser

Asp

Ser

Phe

Gly

480

Met



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Hig

Met

Ala

Gln

545

Ala

Ser

Thr

Ala

Ser

625

Leu

Tyr

Gly

Ala

Pro

Phe

Val

Hig

530

Arg

Val

Leu

Lys

Lys

610

Ser

Ile

Trp

Ser

Val

690

Ser

Asp

Tyr

515

Thr

Glu

Asp

Ile

Glu

595

Arg

Ser

Trp

Cys

Lys

675

Ala

Val

Gly

500

Ala

Ala

Arg

Trp

Gly

580

Asn

Leu

Leu

Pro

Asp

660

Arg

Val

Ile

485

Thr

Leu

Leu

Leu

Ile

565

Arg

Ile

Phe

Gln

Ser

645

Ala

Arg

Phe

Arg

Asp

Asp

Lys

Ile

550

Gly

Ser

Ser

Trp

Gly

630

Gly

Lys

Arg

Glu

Val

ES 2 356 066 T3

Tyr

Hig

Trp

535

Glu

Arg

Asp

Gln

Thr

615

Leu

Ile

Gln

Leu

Asp

695

Asn

Gly

Asp

520

Ile

Glu

Arg

Leu

Pro

600

Asp

Gly

Thr

Ser

Thr

680

Tyr

Lys

Thr

505

Pro

Glu

Gly

Phe

Asn

585

Arg

Thr

Arg

Ile

Val

665

Gln

Val

Arg

490

Leu

Val

Arg

Val

Tyr

570

Gly

Gly

Gly

Leu

Asp

650

Ile

Asn

Trp

Thr

Leu

Glu

Ala

Asp

555

Trp

Lys

Ile

Ile

Val

635

Phe

Glu

Asp

Phe

Gly

Ser

Asn

Asn

540

Val

Thr

Arg

Ala

Asn

620

Ile

Leu

Met

Val

Ser

700

Lys

Gln

Lys

525

Met

Pro

Asp

Ser

Val

605

Pro

Ala

Thr

Ala

Gly

685

Asp

Asp

Gln

510

Ile

Asp

Glu

Arg

Lys

590

Hig

Arg

Ser

Asp

Asn

670

Hig

Trp

Arg

495

Met

Tyr

Gly

Gly

Gly

575

Ile

Pro

Ile

Ser

Lys

655

Leu

Pro

Ala

Val

Gly

Phe

Ser

Leu

560

Lys

Ile

Met

Glu

Asp

640

Leu

Asp

Phe

Met

Arg



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

705

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

785

Thr

Thr

Asp

Glu

Gly

865

Cys

Cys

Ile

Cys

Gln

Ala

Hig

Gly

770

Hig

Pro

Glu

Asp

Gly

850

Lys

Pro

Arg

Asp

Thr

Gly

Lys

Ile

755

Phe

Gln

Leu

Ser

Cys

835

Glu

Leu

Pro

Cys

Glu

915

Asn

Ser

Pro

740

Cys

Met

Leu

Asp

Gln

820

Ala

Asp

Cys

Ala

Ser

900

Cys

Thr

Met

725

Gly

Lys

Lys

Leu

Ile

805

Hig

Pro

Ala

Ser

Ser

885

Glu

Gln

Glu

710

Leu

Ala

Lys

Ala

Ala

790

Leu

Met

Val

Thr

Asp

870

Ser

Gly

Leu

Gly

ES 2 356 066 T3

Lys

Asp

Arg

Ser

775

Gly

Ser

Leu

Gly

Cys

855

Ile

Lys

Tyr

Gly

Gly

Pro

Pro

Leu

760

Asp

Gly

Lys

Val

Cys

840

Gln

Asp

Cys

Gln

Val

920

Tyr

Ser

Cys

745

Gly

Gly

Glu

Thr

Ala

825

Ser

Cys

Glu

Ile

Gly

905

Hig

Thr

Ser

730

Leu

Thr

Lys

Val

Arg

810

Glu

Met

Leu

Cys

Asn

890

Asp

Ser

Cys

715

Leu

Tyr

Ala

Thr

Asp

795

Val

Ile

Tyr

Lys

Glu

875

Thr

Gly

Cys

Met

Val

Gln

Trp

Cys

780

Leu

Ser

Met

Ala

Gly

860

Met

Glu

Ile

Gly

Cys

Val

Asn

Cys

765

Leu

Lys

Glu

Val

Arg

845

Phe

Gly

Gly

Hig

Glu

925

Ala

Val

Gly

750

Ser

Ala

Asn

Asp

Ser

830

Cys

Ala

Val

Gly

Cys

910

Asn

Gly

Hig

735

Gly

Cys

Leu

Gln

Asn

815

Asp

Ile

Gly

Pro

Tyr

895

Leu

Ala

Arg

720

Pro

Cys

Arg

Asp

Val

800

Ile

Gln

Ser

Asp

Val

880

Val

Asp

Ser

Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Ser

945

Arg

Pro

Ile

Gly

Hig

Cys

Ala

Asn

Ala

Val

Val

Thr

Gln

930

Glu

Glu

Leu

Glu

Glu
1010
Ala
1025
Val
1040
His
1055
Pro
1070
Asp
1085
Val
1100
Ala
1115
Ser
1130

Gly

Pro

Asp

Ser

Ala

995

Arg

Gly

Val

Tyr

Tyr

Thr

Ile

Gly

Trp

Cys

Gly Leu

Asp His

965

His Asp

980

Leu Asp

Cys

Hig

Val

Tyr

Glu

Glu

Lys

Glu

Arg

Trp

Gln

Gly

Leu

Arg

Glu

Asp

Glu

Asp

Gln

Ile

Ile

950

Hig

Gly

Lys

Tyr

Gln

Val

Thr

Ser

Gly

Hig

Gly

Glu

Pro

ES 2 356 066 T3

935 940
Cys Pro Agp Ser Thr Pro Pro Pro His
955
Tyr Ser Val Arg Asn Ser Asp Ser Glu
970 975
Tyr Cys Leu His Asp Gly Val Cys Met
985 990
Tyr Ala Cys Asn Cys Val val Gly T
1000 1005

Arg Asp Leu Lys Trp Trp Glu Leu
1015 1020

Gln Gln Lys Val Ile Val Val Ala
1030 1035

Met Leu Leu Leu Leu Ser Leu Trp
1045 1050

Gln Lys Leu Leu Ser Lys Asn Pro
1060 1065

Ser Arg Asp Val Arg Ser Arg Arg
1075 1080

Met Ser Ser Cys Pro Gln Pro Trp
1090 1095

Gln Asp Leu Lys Asn Gly Gly Gln
1105 1110

Gln Ala Ala Asp Gly Ser Met Gln
1120 1125

Pro Gln Leu Cys Gly Met Gly Thr
1135 1140

Val Ser Ser Asp Lys Gly Ser Cys

Leu

960

Cys

Tyr

vr Ile

Arg

Val

Gly

Lys

Pro

Phe

Pro

Pro

Glu

Pro



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Gln

Thr

Asn

Glu

<210>3
<211> 160
<212> PRT

114

Val

116

Leu

117

Pro

119

Leu

120

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met

Leu

Asp

Asp

Gln

65

Arg

Lys

Val

Ala

Pro

Ser

50

Glu

Cys

Gln

5

Met

0

Glu

5

Leu

0

Thr

5

Pro

Ala

Pro

35

Hig

Asp

Glu

Ala

Ser

Cys

20

Val

Thr

Lys

Hig

Ile

100

Glu

Gly

Trp

Gln

Ala

Gln

Ala

Gln

Pro

Ala

85

Thr

Arg Ser

Gly Vval

Gly

Ala

Ala

Phe

Ala

70

Asp

Ala

ES 2 356 066 T3

1150

Phe

1165

Glu

1180

1195

Gln

Leu

Ala

Cys

55

Cys

Leu

Leu

Leu

Glu

Val

40

Phe

Val

Leu

Val

Ala

Asn

25

Val

Hig

Cys

Ala

Val

105

Leu

10

Ser

Ser

Gly

Hig

Val

90

Val

Phe

Thr

Hig

Thr

Ser

75

Val

Ser

Ala

Ser

Phe

Cys

60

Gly

Ala

Ile

1155
His Met Pro Ser Tyr
1170
Lys Pro His Ser Leu
1185
Gln Gln Arg Ala Leu Asp Pro Pro

1200

Leu

Pro

Asn

45

Arg

Tyr

Ala

Val

Gly Thr Gln

Leu Ser Ala

His Gln Met

Gly

Leu

30

Asp

Phe

Val

Ser

Ala

110

Ile

15

Ser

Cys

Leu

Gly

Gln

95

Leu

Val

Ala

Pro

Val

Ala

80

Lys

Ala



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Val
His
Ala
145
<210> 4
<211> 1255
<212> PRT

Leu

Cys
130

Leu

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met

Pro

Leu

Leu

Leu

65

Gln

Gln

Ala

Val

Glu

Pro

Arg

Tyr

50

Pro

Gly

Arg

Leu

Thr

Ile

115

Glu

Leu Lys Gly

Leu

Gly

Leu

35

Gln

Thr

Tyr

Leu

Ala

115

Gly

Ile Thr

Trp Cys

Ala Ala

Ala Ala
20

Pro Ala

Gly Cys

Agn Ala

Val Leu

85

Arg Ile

100

Val Leu

Ala Ser

Cys

Arg

Arg

150

Leu

Ser

Ser

Gln

Ser

70

Ile

Val

Asp

Pro

ES 2 356 066 T3

Val Leu

120
Ala Leu
135

Thr Ala

Cys Arg

Thr Gln

Pro Glu

40
Val val
55

Leu Ser

Ala His

Arg Gly

Asn Gly

120

Gly Gly

Ile His Cys

Ile Cys Arg

Cys Cys His

Trp

Val

25

Thr

Gln

Phe

Asn

Thr

105

Asp

Leu

Gly

10

Cys

Hig

Gly

Leu

Gln

90

Gln

Pro

Arg

155

Leu

Thr

Leu

Asn

Gln

75

Val

Leu

Leu

Glu

Cys

Hig

140

Ser

Leu

Gly

Asp

Leu

60

Asp

Arg

Phe

Asn

Leu

Gln

125

Glu

Glu

Leu

Thr

Met

45

Glu

Ile

Gln

Glu

Asn

125

Gln

Val

Lys

Thr

Ala

Asp

30

Leu

Leu

Gln

Val

Asp

110

Thr

Leu

Arg

Pro

Val

Leu

15

Met

Arg

Thr

Glu

Pro

95

Asn

Thr

Arg

Lys

Ser

Val

160

Leu

Lys

Hig

Tyr

Val

80

Leu

Tyr

Pro

Ser



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Leu

145

Leu

Asn

Hig

Ser

Ala

225

Ala

Hig

Thr

Tyr

Ser

305

Glu

Pro

Val

130

Thr

Cys

Gln

Pro

Glu

210

Arg

Ala

Phe

Tyr

Thr

290

Thr

Val

Cys

Arg

Glu

Tyr

Leu

Cys

195

Asp

Cys

Gly

Asn

Asn

275

Phe

Asp

Thr

Ala

Ala

Ile

Gln

Ala

180

Ser

Cys

Lys

Cys

Hig

260

Thr

Gly

Val

Ala

Arg

340

Val

Leu

Asp

165

Leu

Pro

Gln

Gly

Thr

245

Ser

Asp

Ala

Gly

Glu

325

Val

Thr

Lys

150

Thr

Thr

Met

Ser

Pro

230

Gly

Gly

Thr

Ser

Ser

310

Asp

Cys

Ser
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135

Gly

Ile

Leu

Cys

Leu

215

Leu

Pro

Ile

Phe

Cys

295

Cys

Gly

Tyr

Ala

Gly

Leu

Ile

Lys

200

Thr

Pro

Lys

Cys

Glu

280

Val

Thr

Thr

Gly

Asn

Val

Trp

Asp

185

Gly

Arg

Thr

Hig

Glu

265

Ser

Thr

Leu

Gln

Leu

345

Ile

10

Leu

Lys

170

Thr

Ser

Thr

Asp

Ser

250

Leu

Met

Ala

Val

Arg

330

Gly

Gln

Ile

155

Asp

Asn

Arg

Val

Cys

235

Asp

Hig

Pro

Cys

Cys

315

Cys

Met

Glu

140

Gln

Ile

Arg

Cys

Cys

220

Cys

Cys

Cys

Asn

Pro

300

Pro

Glu

Glu

Phe

Arg

Phe

Ser

Trp

205

Ala

Hig

Leu

Pro

Pro

285

Tyr

Leu

Lys

Hig

Ala

Asn

Hig

Arg

190

Gly

Gly

Glu

Ala

Ala

270

Glu

Asn

Hig

Cys

Leu

350

Gly

Pro

Lys

175

Ala

Glu

Gly

Gln

Cys

255

Leu

Gly

Tyr

Asn

Ser

335

Arg

Cys

Gln

160

Asn

Cys

Ser

Cys

Cys

240

Leu

Val

Arg

Leu

Gln

320

Lys

Glu

Lys



ES 2 356 066 T3

355 360 365
Lys Ile Phe Gly Ser Leu Ala Phe Leu Pro Glu Ser Phe Asp Gly Asp
370 375 380
Pro Ala Ser Asn Thr Ala Pro Leu Gln Pro Glu Gln Leu Gln Val Phe
385 390 395 400
Glu Thr Leu Glu Glu Ile Thr Gly Tyr Leu Tyr Ile Ser Ala Trp Pro
405 410 415
Asp Ser Leu Pro Asp Leu Ser Val Phe Gln Asn Leu Gln Val Ile Arg
420 425 430
Gly Arg Ile Leu His Asn Gly Ala Tyr Ser Leu Thr Leu Gln Gly Leu
435 440 445
Gly Ile Ser Trp Leu Gly Leu Arg Ser Leu Arg Glu Leu Gly Ser Gly
450 455 460
Leu Ala Leu Ile His His Asn Thr His Leu Cys Phe Val His Thr Val
465 470 475 480
Pro Trp Asp Gln Leu Phe Arg Asn Pro His Gln Ala Leu Leu His Thr
485 490 495
Ala Agn Arg Pro Glu Asp Glu Cys Val Gly Glu Gly Leu Ala Cys His
500 505 510
Gln Leu Cys Ala Arg Gly His Cys Trp Gly Pro Gly Pro Thr Gln Cys
515 520 525
Val Agn Cys Ser Gln Phe Leu Arg Gly Gln Glu Cys Val Glu Glu Cys
530 535 540
Arg Val Leu Gln Gly Leu Pro Arg Glu Tyr Val Asn Ala Arg His Cys
545 550 555 560
Leu Pro Cys His Pro Glu Cys Gln Pro Gln Asn Gly Ser Val Thr Cys
565 570 575

Phe Gly Pro Glu Ala Asp Gln Cys Val Ala Cysg Ala His Tyr Lys Asp

11
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Pro

Ser

Pro

625

Gly

Ala

Ile

Arg

Ala

705

Arg

Gly

Lys

Asp

Leu

785

Met

Pro

Tyr

610

Cys

Cys

Val

Leu

Leu

690

Met

Lys

Ile

Val

Glu

770

Leu

Pro

Phe

595

Met

Pro

Pro

Val

Ile

675

Leu

Pro

Val

Trp

Leu

755

Ala

Gly

Tyr

580

Cys

Pro

Ile

Ala

Gly

660

Lys

Gln

Asn

Lys

Ile

740

Arg

Tyr

Ile

Gly

Val

Ile

Asn

Glu

645

Ile

Arg

Glu

Gln

Val

725

Pro

Glu

Val

Cys

Cys

Ala

Trp

Cys

630

Gln

Leu

Arg

Thr

Ala

710

Leu

Asp

Asn

Met

Leu

790

Leu
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Arg

Lys

615

Thr

Arg

Leu

Gln

Glu

695

Gln

Gly

Gly

Thr

Ala

775

Thr

Leu

Cys

600

Phe

Hig

Ala

Val

Gln

680

Leu

Met

Ser

Glu

Ser

760

Gly

Ser

Asp

585

Pro

Pro

Ser

Ser

Val

665

Lys

Val

Arg

Gly

Asn

745

Pro

Val

Thr

Hig

12

Ser

Asp

Cys

Pro

650

Val

Ile

Glu

Ile

Ala

730

Val

Lys

Gly

Val

Val

Gly

Glu

Val

635

Leu

Leu

Arg

Pro

Leu

715

Phe

Lys

Ala

Ser

Gln

795

Arg

Val

Glu

620

Asp

Thr

Gly

Lys

Leu

700

Lys

Gly

Ile

Asn

Pro

780

Leu

Glu

Lys

605

Gly

Leu

Ser

Val

Tyr

685

Thr

Glu

Thr

Pro

Lys

765

Tyr

Val

Asn

590

Pro

Ala

Asp

Ile

Val

670

Thr

Pro

Thr

Val

Val

750

Glu

Val

Thr

Arg

Asp

Cys

Asp

Ile

655

Phe

Met

Ser

Glu

Tyr

735

Ala

Ile

Ser

Gln

Gly

Leu

Gln

Lys

640

Ser

Gly

Arg

Gly

Leu

720

Lys

Ile

Leu

Arg

Leu

800

Arg
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Leu

Met

Arg

Gly

865

Gly

Arg

Trp

Arg

Pro

945

Ile

Ser

Asp

Leu

Leu
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805
Gly Ser Gln Asp Leu Leu Asn Trp
820 825
Ser Tyr Leu Glu Asp Val Arg Leu
835 840
Asn Val Leu Val Lys Ser Pro Asn
850 855
Leu Ala Arg Leu Leu Asp Ile Asp
870
Gly Lys Val Pro Ile Lys Trp Met
885
Arg Phe Thr His Gln Ser Asp Val
900 905
Glu Leu Met Thr Phe Gly Ala Lys
915 920
Glu Ile Pro Asp Leu Leu Glu Lys
930 935
Ile Cys Thr Ile Asp Val Tyr Met
950
Asp Ser Glu Cys Arg Pro Arg Phe
965
Arg Met Ala Arg Asp Pro Gln Arg

980 985

Leu Gly Pro Ala Ser Pro Leu Asp Ser Thr Phe Tyr

995 1000

810

Cys

Val

Hig

Glu

Ala

890

Trp

Pro

Gly

Ile

Arg

970

Phe

Met

Hig

Val

Thr

875

Leu

Ser

Tyr

Glu

Met

955

Glu

Val

Gln

Arg

Lys

860

Glu

Glu

Tyr

Asp

Arg

940

Val

Leu

Val

Ile

Asp

845

Ile

Tyr

Ser

Gly

Gly

925

Leu

Lys

Val

Ile

Ala

830

Leu

Thr

Hig

Ile

Val

910

Ile

Pro

Cys

Ser

Gln

990

Arg Ser Leu

1005

Glu Asp Asp Asp Met Gly Asp Leu Val Asp Ala

1010 1015

1020

Val Pro Gln Gln Gly Phe Phe Cys Pro Asp Pro

13

815

Lys

Ala

Asp

Ala

Leu

895

Thr

Pro

Gln

Trp

Glu

975

Asn

Gly

Ala

Phe

Asp

880

Arg

Val

Ala

Pro

Met

960

Phe

Glu

Glu Glu Tyr

Ala Pro Gly
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Ala

Ser

Glu

Asp

Gln

Glu

Ala

Asp

Ala

Ser

Gly

Ala

Asn

Pro

1025
Gly
1040
Gly
1055
Ala
1070
Val
1085
Ser
1100
Asp
1115
Pro
1130
Val
1145
Ala
1160
Pro
1175
Ala
1190
Pro
1205
Leu
1220

Ser

Gly

Gly

Pro

Phe

Leu

Pro

Leu

Arg

Arg

Gly

Val

Gln

Tyr

Thr

Met

Gly

Arg

Asp

Pro

Thr

Thr

Pro

Pro

Lys

Glu

Pro

Tyr

Phe

Val

Asp

Ser

Gly

Thr

Val

Cys

Gln

Ala

Asn

Asn

Hig

Trp

Lys

Hig

Leu

Pro

Asp

Hig

Pro

Ser

Pro

Gly

Gly

Pro

Pro

Asp

Gly
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1030

Hig

1045

Thr

1060

Leu

1075

Leu

1090

Asp

1105

Leu

1120

Pro

1135

Pro

1150

Ala

1165

Val

1180

Glu

1195

Pro

1210

Gln

1225

Thr

Arg

Leu

Ala

Gly

Pro

Pro

Gln

Ser

Thr

Val

Tyr

Pro

Asp

Pro

14

Hig

Gly

Pro

Met

Ser

Ser

Pro

Pro

Leu

Lys

Leu

Ala

Pro

Thr

Arg

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Glu

Arg

Glu

Asp

Thr

Phe

Pro

Ala

Ser

Glu

Glu

Ala

Leu

Thr

Tyr

Glu

Arg

Val

Pro

Ser

Glu

Glu

1035
Ser
1050
Pro
1065
Gly
1080
Ala
1095
Gln
1110
Asp
1125
Val
1140
Gly
1155
Pro
1170
Phe
1185
Gln
1200
Pro
1215
Arg
1230

Asn

Ser

Ser

Ala

Lys

Arg

Gly

Asn

Pro

Lys

Ala

Gly

Ala

Gly

Pro

Thr

Glu

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Gln

Leu

Thr

Phe

Gly

Phe

Ala

Glu

Arg

Glu

Ser

Leu

Ser

Val

Pro

Pro

Leu

Gly

Ala

Asp

Pro

Tyr
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1235 1240 1245

Leu Gly Leu Asp Val Pro Val

1250 1255

<210>5

<211> 1270

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 5
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agacgttcge

gceegeegec

ctcttccaac

agaccgagac

gtggtgetgt

gacacctact

gttacctcaa

tctagtagtyg

ccacaaatac

CcCcCCaaaaca

ggcaaaaatg

caaaatttct

aaatgtcagc

atgattgaca

gtgatcctea

tatgaaggag

atagcataac

cataaatgat

tgatggtttt

aaggtaaaaa

acacctgyggt

ccgagcteec

acccogctaogt

gcegecgetyg

cgctettgat

ctgggaagcyg

gaagtgagat

aaccgtcctc

ctggctatat

agacggaaag

gaaaaaatag

gcattcacygyg

aagaatattt

gtagtttatc

cagctgttge

aagctgagga

tgaagataaa

gagtcggtec

aaactttcaa

gtattttttc

gcecagegecec

caagcctteg

tttggcggca

cgaaggacca

actcggctca

tgaaccattt

gtcttcagygyg

gggagccgac

tgtcgatgat

tgaaaatact

aagaaacaga

agaatgcaaa

cggtgaacgg

aaaaattgca

tgttattaca

acgaaagaaa

attacaggat

tctttccagt

ttgtcacttt

aagttgtaaa

cagaggtccc

agagcggcgc

gctegtgtec

atgagagccc

ggccattatg

tctggggacc

agtgagattt

tatgactact

tcagtcagag

tcagataaac

aagaagaaaa

tatatagagc

tgtggggaaa

ttagcagcca

gtccagetta

cttcgacaag

atcacattgg

ggatcataag

ttatgctatt

taatttattt

15

gggacagcec

acactccegyg

cagagaccga

cgctgctacc

ctgctggatt

acagtgctga

ccectgtgag

cagaagagta

ttgaacaggt

CCaaaagaaa

atccatgtaa

acctggaagc

agtccatgaa

tagctgectt

gaagacaata

agaatggaaa

agtcactgcc

acaatggacc

tctgtatata

aatatttaat

gaggcgccgc

tctccactcyg

gttgccccag

gccggcgcecg

ggacctcaat

tggatttgag

tgaaatgcct

tgataacgaa

agttaagccc

gaaaaaggga

tgcagaattt

agtaacatgc

aactcacagc

tatgtctgct

cgtcaggaaa

tgtacatgct

aagtcatagc

ctttttgtta

aaggtgcacyg

ggaagtgtat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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ttattttaca gctcattaaa cttttttaac caaacagaaa aaaaaaaaaa aaaaaaaaaa 1260

aaaaaaaaaa

<210> 6
<211> 4877
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6

actgttggga
agctggaact
gtcacagtga
tcaggtattt
ccttggcagg
acaacaggag
ggtcaatcat
aaagttcaaa
aaaatttagt
cgcaggaaat
aaatagtatc
tggtgtctca
agaaagacaa
tatagagaaa
aaatcaacag
tttaagtgct
ttggtcttca
ggctctgttg
gctgttttygg
tgatggaggt

cctttttggt

gaggaatcgt

ttccatcagt

agtcagccag

cttactggct

ctgcattcag

agtaaaagat

actcaccttg

ctcatcaaga

tttgttagtc

gggaattcta

tttaggattg

gtgatcatgg

cttttgcaaa

aatgtttctg

gaaggaatca

ttaaaatatc

gaggtggctg

gagacatcag

attcagtaca

tctgtccaca

gaccgtatcet

atctccatat

tcttccttte

agcagggctg

tccaaagaaa

aaggtctctc

gceccaggygce

ccegggecat

ttatgctgct

tctcagcacc

cttgtgtggg

acacagaagyg

attttcatta

gagtttttct

gaatggcaat

ttacagtaac

ctgcaaatgt

gaagccttta

agaaaataac

acagagaagyg

ttagtaaaca

tctattcaac

ttcttcttte

tttttcetcet

ttaaactctyg

catagataaa

agttgaagaa

tgaggcctec

gctcecagcaa

cactcttatc

gcagcactygyg

tcectgcaccce

aaccaattat

taatgagaaa

gaatgggtca

aaattggata

agatatgaaa

agcagttgat

tagagcagat

agctgtgtca

aagcaattct

tccaacacag

atggaaaatg

16

agccccaatc

ctaagccttt

tgaaatttgt

gaaatctttc

agagcttgga

gctcaggcag

aatcaagctyg

attctgttge

agctgtcectyg

ttcttaattt

gagcaattygg

agaatctatt

aggcaagaga

aatgaagaag

ggaaataatt

ccagtagaaa

ctcgatggtyg

ttggatgtgce

cttatttgct

cataatttgt

aagacaattt

caagggttgt

gcettgetet

cataagggtyg

ctgtggettc

ggacaacagc

ccgcatcectgyg

ttttcttttg

cagtagtttc

aaggtactct

tctceeccatgyg

tggtggatgc

gggtggattt

gagtatgtaa

ttatttggtc

cccacattct

ggtttatatt

tgggagtgaa

ttgataagcyg

cctgtgatta

ttgcaatgtc

ggatagccaa

1270

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260
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caaacacact

tgaactgaaa

tgagcagaaa

cctccagtca

ctgtgaagat

caccecctygga

acgatgtcat

tctgacatca

gaaaacatgt

tcttagccca

aaaaagctgt

tcgacacatyg

ggtttatgec

gaagtggata

agtagatgtyg

cagagggaaa

taaggagaac

ctggactgat

tctggttata

tgacaagttyg

ttcaaaacgc

tgaggattat

gactggcaaa

ggttcatcca

acatatttgc

agcctcagat

agttgatcta

agataacatt

ggaaaggaca

gtagtgcatc

ctttgcaaat

cacttgtgca

gttaatgaat

tcctattact

caacttgttt

gaaggtccct

agcggttgtt

gtatcctgygyg

gcagcttcag

cattttgatg

ctagatcatg

gagagagcta

ccagaaggtc

tctctgattg

atctctcaac

acagggatta

gccagctetyg

tactggtgcyg

cgaagactta

gtgtggttct

gatagagtac

ttggcaaaac

aaaaagaggc

gggaaaacgt

aagaaccaag

acagaatctc
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tggttagaat

cacttgcaca

tgaggaaagg

tgtgtgcaga

gtgctttttg

gcacgtgcec

cctgtccacy

tatgtttctg

cctcacccga

aatgtgattyg

gaccacaacc

gaacagacta

accctgtgga

atatggatgg

ttgctgtgga

gaaggagtga

cacgaggaat

atccacgaat

atctaatctyg

atgccaagca

cccagaatga

cagattgggc

gtctecaagyg

caggagcaga

ttggaactgc

gtctggetet

taacaccatt

aacacatgct

taacctccat

acccaaggca

aaactgcagc

gggatacgcec

gaatcatggc

tgtaggattt

caatgtgtct

tcectgaaggce

taatggtgga

ctttectyggy

atttttgctg

tggaactctyg

aaataagata

ttcccagcega

ctggattggce

tttaaatggyg

tgctgttcat

tgaaagttct

gceccagtgga

gtctgtgatt

tgtaggtcac

tatgccatca

cagcatgctyg

tcecctygetta

ttggtgttcg

ggatggtcat

ggacatcttyg

agtggctgaa

17

tcatcatttg

gaagatgaca

agcactgtgt

ctaagtcgag

tgtactcttg

gttctgette

gaatgcagcec

tcagtgcttyg

tgtagccagce

tatgacctac

tttgccaatt

ctcagccagce

tactttgccec

gaaaggctta

cgtagattcet

aaacgttcca

ccaatggcca

tceccectecaag

ataacgattg

gaaatggcca

ccatttgctyg

gtaataagag

aagccctcat

tatcaaaacg

tgtcgtgaag

cagctgttgyg

tccaagacta

atcatggtgt

taccacttgyg

cttgggagcec

gtgggcaaga

accggaagta

ggtgtaaaaa

ctgatgggaa

atgactgtgt

agagagatgg

tctgegttec

aactggatga

ctcaagatat

agatgggaat

atacagccct

ttgaggaagy

attggacaga

aaataatcac

agagattatt

gcettggecg

acttcttaac

atctggatgyg

tagcagtgtt

taaacaagag

cactggttgt

gaggctgtga

gttttatgaa

caggtggtga

gagtgtcaga

cagatcaaga

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
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tgactgtgct

cacatgtcag

atgtgagatg

tggttatgtce

tgatgagtgc

gggaggctat

ctctactcca

ctctgaatgt

tgaagcattyg

gtaccgagac

catcgtggtyg

ggcccactac

gtcgagcaga

ccctcaacct

agtggctggt

ggagccccag

taagggctcc

gacccttgaa

acaaagggcc

aggaaagtca

caaaactata

acagatacgt

caagtaagag

gtgctttgta

tcectgeagec

acaaagtaat

tattacaata

tgatgatttt

cctgtgggat

tgtttgaaag

ggtgtcccag

tgccggtget

caactggggg

acctgcatgt

ccccectcecacce

cceccectgtcecce

gacaagtatg

ctgaagtggt

gctgtectgeg

tacaggactc

gatgtgagga

tggtttgtgg

gaggatggce

ttatgtggaa

tgtccccagyg

gggggtgtcyg

ctggacccac

agaagaatga

ggttttggtt

agttgtgctt

tactgggaga

aattgtgttg

ccagaagaaa

ttctttgatce

ccgttaagat

gccaaaatga
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gcagcatgta

gatttgctygg

tgtgccccec

cagaaggcta

tgcacagctyg

gtgctggacg

tcagggaaga

acgatgggta

catgcaactyg

gggaactgcg

tggtggtgct

agaagctgct

gtcgcaggec

ttataaaaga

aggcagcaga

tgggcacaga

taatggagcyg

agaagcccca

cacaccaaat

actatgtcga

ccacaatctc

ttgtttgcte

atcactaggt

tcttcagcag

ttaggggtta

tggacagaac

acagtgtagyg

gttgtgatga

tgctecggtgt

ggatggaaaa

tgcctcectcece

ccaaggagat

tggagagaat

cctgtctgaa

tgaccaccac

ctgcctccat

tgttgttggce

ccacgctyggce

tgtcatgctyg

atcgaaaaac

tgctgacact

acaccaagac

tgggtcaatyg

gcaaggctgc

aagctttcat

ttctctccta

ggagctgact

tgcacagtat

tacgactaat

ttttaagcag

aacttattag

tcaatacaaa

aagcagacag

atttatatca

catttaactc

atcaatgaaa

18

atttcagagyg

ctatgttctg

aagtgcatca

gggattcact

gccagctgea

ccaggactga

tattccgtaa

gatggtgtgt

tacatcgggyg

cacgggcagc

ctcctectga

ccaaagaatc

gaggatggga

ctcaagaatyg

caaccaactt

tggattccag

atgccctcect

tcagctaacc

cagtgaaaac

cttttcttte

cacctactca

tctcactgca

aaacccaaat

tagatttttg

tcacactggt

gtttcatgaa

ctcattggcyg

aatgtaattt

gagaggatgc

atatagatga

acaccgaagyg

gtcttgatat

caaatacaga

tttgccectga

gaaatagtga

gcatgtatat

agcgatgtca

agcagaaggt

gcectgtgggy

cttatgagga

tgtcctettg

ggggtcaacc

catggaggca

tatccagtga

atgggacaca

cattatggca

tggaattaaa

aaaagtagag

atgcctggag

gtcttattte

tgggacaaca

tttttgttgt

ttggtcagtt

atgattggaa

tggtccatge

agaaactgat

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620
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ttcttcagaa
aaatattaca
attttccctce
gtaaattgcc
aaaatcacca
<210>7
<211> 4119

<212> DNA
<213> Homo sapiens

<400> 7

ctggagagcc
gttcgctctg
gagtgcagac
ccacactcag
atgtgtctge
ggtggctgece
cctggetgtce
tgagtggtgc
aaccgcttge
gtggactgtg
gggtgtgccea
tcaaaactct
tcagcggacc
cacctaggtg
tgccagccat
attctgccca
agaaagtgaa

tgtatcctct

ttagatggcc

caggaggcct

ttggtgtgat

tgatttgttt

aaaacat

tgctgcecoge

ggtattgtgt

ccgceeagtygyg

ttctgcttce

cattctgggt

agccagaaga

cttatcatca

cgggccctca

tgccactcag

gcagatcaat

cagaccttcc

gtcaagaact

acgatttcaa

aggtgtgtgc

ggattccagyg

acacaggaga

ggaggggaaa

aaccacgaga
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ttatttttta

tcggagtttc

tgcacagaat

tcattataga

ccgceecgtaa

tggctgcgtyg

ctgcagcagt

atggaacctyg

acgttggtgce

agcaggccat

catgtgtgct

tctgccggca

aaacagtggt

aaagaaaggc

tacttggcct

cegtetgett

gacttgttaa

agcagttggt

ctatatattt

tttctatagt

ctgtttaata

ctctcaacca

aaatatttga

ttagtcatta

ttgtatgtat

caacgatgaa

aatggtcccec

ccaggccttyg

ggtgtcecat

caggtttttg

acgctgtgag

caccgccttyg

gatacactgc

cgagaagccc

ctgaagagcc

ttcttcagga

gtaatcacct

ggggttattc

aaaagaactyg

gtctgagtec

ctttttaatg

tattgttttc

tcacatgaag

gcccaacatc
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atgaaaacat

ctgtcetttt

tttcagttac

tttcttctaa

tcggetggac

gagaacagca

tttaatgact

gtgcaggagyg

catgcggacc

gtggtggtct

tgccaggtcec

agcgccctec

cagaggagga

cagcactgcc

gtgcagectt

agtgtgacct

caaagagacyg

acatgtgtgc

ggccacctec

tgtcatttgce

accctagctt

ttccatggac

tttattttta

cccecctacaga

aagattgtaa

ttatttaaat

agctcgecct

cgtccceget

gcccagattc

acaagccagc

tcectggeagt

ccatcgtggce

gaaaacactg

tgaagggaag

gtttggccag

agagatgcct

ttgtgggcct

agagaagaaa

gactcctgtt

agttgtctte

Cccacaacaga

ctactgggga

taagagaagc

acatgacatt

4680

4740

4800

4860

4877

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080
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gaagaccatc

tggttttatt

cattaatgat

tcaagacagc

gttactggta

taaatgcctc

ctetgttygyg

tactgctcag

atagaacatt

catttatttt

taactttgct

tttccattca

ggtcttectt

ccecatggggce

ccctaggaat

ttatgtgagyg

agtgcaccta

attttcagag

atgaattttc

ttttggcact

cccecctagcaa

tacatccctt

aatcaatgga

gcagaggcgt

gagatttagt

cctcatcctt

aagtgccttc

gcaagcctygyg

ccaagctatc

tttaatctct

gtatgtgttg

taaggcttgyg

ggaataaagyg

aatacgttct

gagagaggaa

tgattaaatg

agccacgagc

ccattttgtt

atttattttc

ggatgccgge

tccecectcaag

ctgcetgtga

tttcattaaa

aaatgctact

gcttattaca

aattttgtct

tctttatttt

cttatttaac

cgtagttgac

gggccagata

cactggtttt

aggaatgagg

gtctgtgaat

atgcctgtaa

caagtcagtc

ttggaccatt
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gccacccettyg

taagtcaatg

ctgactgaaa

gaaaagtctt

taggggttca

gggagaaaac

gagtgtgtgt

ggttcacttc

cataggcatt

gcttggttygg

gagcactagyg

tttattaaca

agaaggagca

gaaacagtygg

atttggaaac

aatatctgaa

tcgtgaaagyg

tccectaatt

ttttttataa

aatgccacac

acagctccag

tgtgggttga

tagacctcta

ctggacagat

gttctagtte

cacacatgca

ctttggaaac

gtccatgect

gagatgatgt

taaaaagtat

agctatactg

ccagggtgcg

gaaatggtgc

ttagcaaatc

gtctacacag

ctecgtgagec

tcaggccaaa

tttgttgett

aaaactattc

aaaactctaa

attgttcccec

gtcccttcaa

agagtaatga

aagtgaaaga

tacatttaaa

cttcttectt

ttcagacaat

ctgaagcact

gtttttaaat

ggcttgactyg

tcaatcagta

ggcggaacga

ctaggtccag

gtgagaggcce

cagcaggtct

caggatagaa

20

cttatttatt

aaaacccctt

attagaaatg

gagatggaac

cattgaagcc

catcagcagyg

gataaaccca

ctcggtaagt

tccatgaaag

tatttttaaa

cagtaatttt

caagtcacct

tgacatctgyg

atacatagtg

agaaataata

tttctatgta

atatgttaaa

ggtctggaag

tctatgaccc

tggatctgtt

tactaaaata

tagcatcctyg

gttagcatcc

gaggttcccet

caagtcacac

tcacatatac

gaaaaagagyg

cagcctggcet

agatggataa

cagacttcta

tctggectet

cagaggctgg

acaaagccgyg

gatctgtcec

atacatattg

atgtttagaa

ggggaccagt

aggagaagtt

tttttcectca

ccactatgtyg

gtccatctga

gatagctcat

tataaactcc

ttaactctta

ttggcttgaa

aacaatttct

gtgtcttcat

cagagctgac

agttcaagtt

cttagagacc

aagagacttt

gcgaagactt

ctgccagtyge

gcetecctag

ctgcatcaat

tatttgggga

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
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tttttcttct

tggtagtctt

ccatctctgc

tagagaatca

cgctgtttec

tttttaaaag

gtgacttttt

agccaaccct

tgggctggcee

ctgagaaagyg

atttgtgcett

atcttcaagc

ccgggatgga

tgggctttga

aaccaagaac

gacctgttet

gagagagaga

ggtcaacttt

tctgatgtct

gtggtaagtt

tatctgaatt

tgtgcattgt

tttcctaaaa

agaaatcaaa

tggttagctyg

aagctcecctyg

tttaacatcc

aatggctcag

gcctccaata

ttaagcatcc

gatctggaag

attgtgtccc

agaaaaagat

ctggagcttc

caggttttcyg

ctaatgaggc

tctcttccaa

acattgcaga

ctctagccat

gagtactgaa

tcattatctt

gtatatgttg

aattttgatt

atacttaaag

tattgagttg

aaaaaaaaaa
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tgactgataa

caaaaatact

tgtttccttg

tgacctggta

gagacaatga

ctcttatgga

tgacaggaaa

acagggcccc

cgcaggagag

gggattgcca

tcaagggatt

agggcacatg

tctaacactyg

cctgeccagt

agtaagacaa

tgatttacca

aaagcaactc

tattataata

cactgaaaag

tctgtaatgt

agtagtgagc

tactgtacct

aaaaaaaaaa

gcattggctc

ccatttcaag

ccctttagaa

agctgccaca

aaagccccca

gcctggattt

tgttttctte

ggctggacac

atgggcagaa

ctcacccacc

gtgttttgca

ggtcaccagt

ctcaggagac

cacagaagga

acatgtatat

ggctttetga

ctcttcttag

aacctgatgce

gttaatattt

gttaatgtga

aatataagac

tatttggaag

aaaaaaaaa

cctctgccat

ttaaaaatgc

aatgaattgt

cacctggcag

tttaaaaaaa

ttccecactge

tacatggaaa

acgtggaacc

tggcecctaga

cacactggta

ggtacagaaa

tgctttttca

ccctgecctce

ggaatgactc

ttttaaatgt

aagatctagt

tcttaataat

ttttttttag

aatgttttaa

ttagcagtta

gcaattgtgt

gatgaaggaa

ttaatggcaa

atcttctaat

tcactacaat

tggggagcat

taacaaacat

tctacaggcet

gatagacagc

aagccaggga

gttcttttce

agggaggaga

actgcctgtt

gtcaatttygg

tagttggttc

aaatgcccaa

tctaacataa

ggttcacaca

ttactaaaat

aactccttac

tttattttgt

ttttccttaa

ttttcagtaa

tgaacctttt

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4119

<210> 8

<211> 4624

<212> DNA

<213> Homo sapiens
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<400> 8

ggaggaggtg
attcecectec

cccacggggc

ccgegeecte

ggagctggcyg

gagcacccaa

ccacctggac

actcacctac

gggctacgtyg

tgtgcgaggc
ccegetgaac

gcttegaagce

ctgctaccag

cacactgata

ctceegetyge

cggtggctgt

tgccggetyge

tggcatctgt

catgcccaat

caactacctt

ggtgacagca

gtgctatggt

ccaggagttt

tgatggggac

gactctggaa

cctecagegtce

ctecgetgacc

gggcagtgga

gaggaggagyg

attgggaccy

cctttactge

ccagccgyggt

gcettgtgec

gtgtgcaccyg

atgctcegec

ctgcccacca

ctcatcgctc

acccagctct

aataccaccc

ctcacagaga

gacacgattt

gacaccaacc

tggggagaga

gcecogetgea

acgggccecca

gagctgcact

ccecgagggcc

tctacggacy

gaggatggaa

ctgggcatgg

gctggctgea

ccagcctcca

gagatcacag

ttccagaacc

ctgcaagggc

ctggccctea
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gctgettgag

gagaaaccag

gcegegegec

ccagccggayg

gctgggggct

gcacagacat

acctctacca

atgccagcct

acaaccaagt

ttgaggacaa

ctgtcacagyg

tcttgaaagyg

tgtggaagga

gcteteggygce

gttctgagga

aggggccact

agcactctga

gcecagecct

ggtatacatt

tgggatcctyg

cacagcggtyg

agcacttygcyg

agaagatctt

acactgcccc

gttacctata

tgcaagtaat

tgggcatcag

tccaccataa

gaagtataag

gggagcecec

cggcccccac

ccatggggec

cctceccectecgece

gaagctgcegg

gggctgecag

gtccttectyg

gaggcaggte

ctatgccectyg

ggcctcoecca

aggggtcttg

catcttccac

ctgccacccce

ttgtcagagc

gcecactygac

ctgcetyggec

ggtcacctac

cggcgcecagce

caccctcgtce

tgagaagtgc

agaggtgagg

tgggagcctyg

gctcecageca

catctcagca

ccggggacga

ctggctgggy

cacccacctc
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aatgaagttyg

cgggcagccg

ccetegeage

ggagccgcag
ctcttgecee

ctceccectgceca

gtggtgcagg

caggatatcc

ccactgcaga

gcegtgetag

ggaggcctge

atccagcgga

aagaacaacc

tgttctecga

ctgacgcgca

tgctgccatyg

tgcctceccact

aacacagaca

tgtgtgactyg

tgccecectyge

agcaagccct

gcagttacca

gcatttetge

gagcagctec

tggccggaca

attctgcaca

ctgcgctceac

tgcttegtge

tgaagctgag
cgcgecectt
acccegegec

tgagcaccat

ccggagecoge

gtccegagac

gaaacctgga

aggaggtgca

ggctgcggat

acaatggaga

gggagctgca

acccccagcet

agctggctet

tgtgtaaggg

ctgtetgtge

agcagtgtgc

tcaaccacag

cgtttgagtc

cctgtcccta

acaaccaaga

gtgcccgagt

gtgccaatat

cggagagctt

aagtgtttga

gcetgectga

atggcgccta

tgagggaact

acacggtgcc

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

1560

1620

1680
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ctgggaccag

ggacgagtgt

gggtccaggyg

ggaggaatgc

gcegtgecac

tgaccagtgt

cagcggtgty

cgcatgccag

ctgceccegec

tctgctggte

gatceggaag

acctagcgga

gaaggtgaag

tgatggggag

Ccaaagccaac

tgtcteeccge

gcectatgge

cctgctgaac

cgtacacagyg

tacagacttc

gggcaaggtyg

ccagagtgat

accttacgat

gceccagecec

tgactctgaa

ggacccccag

cagcaccttc

ggagtatctg

ctectttegga

gtgggcgagy

cccacccagt

cgagtactgc

cctgagtgtce

gtggcetgtyg

aaacctgacc

ccttgccccea

gagcagagag

gtggtcttygg

tacacgatgc

gcgatgecca

gtgcttggat

aatgtgaaaa

aaagaaatct

cttcetgggca

tgcctcttag

tggtgtatgce

gacttggccg

gggctggctc

cccatcaagt

gtgtggagtt

gggatcccag

cccatctgca

tgtcggccaa

cgctttgtgyg

taccgctcac

gtaccccagce
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acccgcecacca

gcetggectyg

gtgtcaactg

aggggctccc

agccccagaa

cccactataa

tctcctacat

tcaactgcac

ccagccctcet

gggtggtett

ggagactgcet

accaggcgca

ctggegettt

ttccagtggce

tagacgaagc

tctgectgac

accatgtccyg

agattgccaa

ctcggaacgt

ggctgctgga

ggatggcgct

atggtgtgac

ccecgggagat

ccattgatgt

gattccggga

tcatccagaa

tgctggagga

agggcttctt

agctctgctc

ccaccagctyg

cagccagttc

cagggagtat

tggctcagtyg

ggacccteec

gcecatetygyg

ccactcctgt

gacgtceatc

tgggatcctc

gcaggaaacyg

gatgcggatc

tggcacagtc

catcaaagtyg

atacgtgatg

atccacggtyg

ggaaaaccgc

ggggatgagc

gctggtcaag

cattgacgag

ggagtceatt

tgtgtgggag

ccetgacctyg

ctacatgatc

gttggtgtct

tgaggacttyg

cgatgacatg

ctgtccagac

23

cacactgcca

tgcgcccgayg

ctteggggec

gtgaatgcca

acctgttttg

ttectgcgtygyg

aagtttccag

gtggacctygg

atctctgcgyg

atcaagcgac

gagctggtgg

ctgaaagaga

tacaagggca

ttgagggaaa

gctggtgtgg

cagctggtga

ggacgcctgg

tacctggagyg

agtcccaacc

acagagtacc

ctecegeeggce

ctgatgactt

ctggaaaagyg

atggtcaaat

gaattctccc

ggcccagcca

ggggacctgg

cctgccecagy

accggccaga

ggcactgctyg

aggagtgcgt

ggcactgttt

gaccggagge

ccegetgecec

atgaggaggg

atgacaaggyg

tggttggcat

ggcagcagaa

agccgctgac

cggagctgag

tctggatccec

acacatcccc

gctccccata

cacagcttat

gctcoecagga

atgtgcggcet

atgtcaaaat

atgcagatgg

ggttcaccca

ttggggccaa

gggagcggct

gttggatgat

gcatggccag

gtccettgga

tggatgctga

gcgcetggggy

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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catggtccac

agggctggag

tggctcocgat

ccccacacat

ctctgagact

ccagccagat

acctgctggt

caaagacgtt

aggagctgcec

ttactgggac

tacggcagag

tccgcagaag

agaggtggga

aaggaacctt

agaggaacag

gtccagtgga

cttagggaag

acccattcag

ggtgtcagta

ttgtttttte

agtgtggggy

gcta

cacaggcacc

ccetetgaag

gtatttgatg

gaccecagec

gatggctacyg

gttcggecec

gccactetygyg

tttgcctttg

cctcagcccce

caggacccac

aacccagagt

ccetgatgtyg

gggcectecg

ccttectget

cactggggag

tgccacagcec

ctggcctgayg

agactgtccc

tccaggettt

aaagatgaaa

gtccttetec

<210>9

<211> 183

<212> PRT
<213> Homo sapiens
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gcagctcatc

aggaggcccc

gtgacctggg

ctctacagceyg

ttgcccecccect

agccccecttce

aaaggcccaa

ggggtgccegt

accctcecctcec

cagagcggygdy

acctgggtcet

tcectecaggga

accacttcca

tgagttccca

tctttgtgga

cagcttggec

aggggaagcg

tgaaacctag

gtacagagtg

taaagaccca

acacccactt

taccaggagt

caggtctcca

aatgggggca

gtacagtgag

gacctgcagce

gcecegagayg

gactctctcc

ggagaacccec

tgccttecage

ggctccacec

ggacgtgcca

gcagggaagyg

ggggaacctg

gatggctgga

ttctgaggec

ctttccttece

gcectaagyyg

tactgccccce

cttttctgtt

gggggagaat

tgtccatttg
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ggcggtgggy

ctggcaccct

gccaaggggc

gaccecacag

ccecagecty

ggccctetge

ccagggaaga

gagtacttga

ccagcectteyg

agcaccttca

gtgtgaacca

cctgacttet

ccatgccagyg

aggggtccag

ctgcccaatyg

agatcctygyg

agtgtctaag

catgaggaag

tagtttttac

gggtgttgta

caaatatatt

acctgacact

cCcgaaggggc

tgcaaagcct

tacccctgcece

aatatgtgaa

ctgctygccceyg

atggggtcgt

caccccaggy

acaacctcta

aagggacacc

gaaggccaag

gctggcatca

aacctgtcct

cctegttgga

agactctagg

tactgaaagc

aacaaaagcyg

gaacagcaat

tttttetgte

tggggaggca

ttggaaaaca

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4624
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ES 2 356 066 T3

<400> 9

Met Arg Ala Asn Asp Ala Leu Gln Val Leu Gly Leu Leu Phe Ser Leu

1 5
Ala Arg Gly Ser Glu Val Gly Asn
20
Leu Asn Gly Leu Ser Val Thr Gly
35 40

Leu Tyr Lys Leu Tyr Glu Arg Cys
50 55

Ile Val Leu Thr Gly His Asn Ala

65 70

Arg Glu Val Thr Gly Tyr Val Leu

85
Leu Pro Leu Pro Asn Leu Arg Val
100
Gly Lys Phe Ala Ile Phe Val Met
115 120

His Ala Leu Arg Gln Leu Arg Leu
130 135

Met Val Pro Ser Gly Leu Thr Pro

145 150

Leu Asp Asp Asp Pro Arg Leu Leu

165
Pro Val Thr Leu Ala Ala Val

180

<210> 10
<211> 1050
<212> DNA

<213> Homo sapiens

25

Ser

25

Asp

Glu

Asp

Val

Val

105

Leu

Thr

Gln

Thr

10

Gln

Ala

Val

Leu

Ala

90

Arg

Asn

Gln

Pro

Leu

170

Ala

Glu

Val

Ser

75

Met

Gly

Tyr

Leu

Ala

155

Ser

Val

Asn

Met

60

Phe

Asn

Thr

Asn

Thr

140

Gln

Ala

Cys

Gln

45

Gly

Leu

Glu

Gln

Thr

125

Gly

Asp

Ser

Pro

30

Tyr

Asn

Gln

Phe

Val

110

Asn

Gln

Trp

Ser

15

Gly

Gln

Leu

Trp

Ser

95

Tyr

Ser

Phe

Tyr

Lys

175

Thr

Thr

Glu

Ile

80

Thr

Asp

Ser

Pro

Leu

160

Val
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<400> 10

acacacacac

atttgcaacc

tcttgccteyg

ccteotgecgga

ggcccgyggygce

gagtgtgacc

tgaggtggtg

cctgcagtgyg

tctaccattyg

catcttegtce

gactcagctc

agactggtac

gcectgteacc

gtagggggag

agtcagagct

ggcctgatgg

tgagatcagyg

tacaaaaaaa

acccctcccece

tcecgetgecy

atgtcctage

gtcatgaggg

tccgaggtygy

ggcgatgcetg

atggggaacc

attcgagaag

cccaacctcecc

atgttgaact

accggtcagt

cteccttgatyg

ttggccgcetyg

ctaggggcat

ggatctgtta

cttacacctg

agtttgagac

taaaataaaa

<210> 11
<211> 1210
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met Arg Pro Ser Gly Thr Ala Gly Ala Ala Leu Leu Ala Leu Leu Ala

1 5

Ala Leu Cys Pro Ala Ser Arg Ala Leu Glu Glu Lys Lys Val Cys Gln

20

Gly Thr Ser Asn Lys Leu Thr Gln Leu Gly Thr Phe Glu Asp His Phe

ES 2 356 066 T3

tgccatccct

tcgeegeage

ctaggggccc

cgaacgacgc

gcaactctca

agaaccaata

ttgagattgt

tgacaggcta

gcgtggtgcyg

ataacaccaa

tccogatggt

atgacccaag

tctaaaggtc

ctgctccagyg

accgttttte

taatcccagc

cagcctggec

taaaaaatta

cceeggactc

agccaccaat

ccgggccgga

tctgcaggtyg

ggcagtgtgt

ccagacactyg

gctcacggga

tgtcctegtyg

agggacccag

ctccagccac

tcecttetgge

actgctcact

cattgctccc

gaaaggaacc

taatttcaaa

attttgggag

aacatggcga

10

25

26

cggcteeggce

tcgccagegy

cttggetggy

ctgggcttge

cctgggactc

tacaagctct

cacaatgccyg

gccatgaatg

gtctacgatg

gctetgegec

ctcacccctce

ctaagtgcct

taagcaatag

ctgtgtectt

gtacagtgta

gccaaggagg

aaccctgtcect

tccgattgca

ttcaggtggce

ctccecttcac

ttttcagcct

tgaatggcct

acgagaggtyg

acctctcctt

aattctctac

ggaagtttgc

agctccgett

agccagccca

cttccaaggt

agggccccca

gtggggctgg

ccggaggcca

gcagatcact

ctactaaaaa

15

30

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1050
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Leu

Leu

65

Thr

Glu

Tyr

Lys

Hig

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Ser

50

Glu

Ile

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

35

Leu

Ile

Gln

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

Gln

Thr

Glu

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

Arg

Tyr

Val

85

Leu

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Val

70

Ala

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

ES 2 356 066 T3

Phe

55

Gln

Gly

Asn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

Hig

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

40

Asn

Arg

Tyr

Leu

Ala

120

Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

Asn

Val

Gln

105

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

Hig

Leu

Pro

27

Cys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asp

75

Ile

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Val

60

Leu

Ala

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

45

Val

Ser

Leu

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Leu

Phe

Asn

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

Gly

Leu

Thr

95

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Asn

Lys

80

Val

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro
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Thr

Ala

Gly

305

Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

Hig

Gly

Gly

465

Phe

Thr

Thr

290

Ser

Gly

Asn

Thr

Hig

370

Pro

Thr

Hig

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Tyr

275

Cys

Cys

Val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Lys

Thr

260

Gln

Val

Val

Arg

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Met

Lys

Arg

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

Asp

Lys

Ala

310

Cys

Ile

Hig

Val

Gln

390

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

470

Gln

ES 2 356 066 T3

Val

Cys

295

Cys

Lys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys

Asn

280

Pro

Gly

Lys

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Ala

Thr

265

Pro

Arg

Ala

Cys

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Ile

425

Val

Ser

Asn

Lys

28

Glu

Asn

Asp

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

Ser

Asp

Thr

Ile

Gly

Tyr

Ser

315

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

Lys

Val

300

Tyr

Pro

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

460

Asn

Ser

Tyr

285

Val

Glu

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Trp

Asn

270

Ser

Thr

Met

Arg

Ser

350

Ser

Thr

Val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Phe

Asp

Glu

Lys

335

Ile

Gly

Hig

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Lys

Gly

Gly

Hig

Glu

320

Val

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Asp

Gln

Leu

Ser

Leu

480

Glu
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Asn

Glu

Val

Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Pro

Leu

Ile

Val

Arg

Ser

Gly

Ser

530

Pro

Cys

Asn

Thr

Tyr

610

Tyr

Lys

Leu

Val

Glu

690

Ile

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Leu

Cys

Cys

595

Ala

Gly

Ile

Val

Arg

675

Pro

Leu

Lys

500

Trp

Gly

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Cys

Pro

Val

660

Lys

Leu

Lys

485

Ala

Gly

Arg

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Thr

Ser

645

Ala

Arg

Thr

Glu

Thr

Pro

Glu

Val

550

Ala

Cys

Gly

Gly

Gly

630

Ile

Leu

Thr

Pro

Thr

ES 2 356 066 T3

Gly

Glu

Cys

535

Glu

Met

Ala

Val

Hig

615

Pro

Ala

Gly

Leu

Ser

695

Glu

Gln

Pro

520

Val

Asn

Asn

Hig

Met

600

Val

Gly

Thr

Ile

Arg

680

Gly

Phe

Val

505

Arg

Asp

Ser

Ile

Tyr

585

Gly

Cys

Leu

Gly

Gly

665

Arg

Glu

Lys

29

490

Cys

Asp

Lys

Glu

Thr

570

Ile

Glu

Hig

Glu

Met

650

Leu

Leu

Ala

Lys

Hig

Cys

Cys

Cys

555

Cys

Asp

Asn

Leu

Gly

635

Val

Phe

Leu

Pro

Ile

Ala

Val

Asn

540

Ile

Thr

Gly

Asn

Cys

620

Cys

Gly

Met

Gln

Asn

700

Lys

Leu

Ser

525

Leu

Gln

Gly

Pro

Thr

605

Hig

Pro

Ala

Arg

Glu

685

Gln

Val

Cys

510

Cys

Leu

Cys

Arg

Hig

590

Leu

Pro

Thr

Leu

Arg

670

Arg

Ala

Leu

495

Ser

Arg

Glu

Hig

Gly

575

Cys

Val

Asn

Asn

Leu

655

Arg

Glu

Leu

Gly

Pro

Asn

Gly

Pro

560

Pro

Val

Trp

Cys

Gly

640

Leu

Hig

Leu

Leu

Ser
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705

Gly

Lys

Pro

Val

Thr

785

Tyr

Trp

Leu

Gln

Glu

865

Met

Val

Lys

Lys

Ala

Val

Lys

Asp

770

Val

Val

Cys

Val

Hig

850

Glu

Ala

Trp

Pro

Gly

Phe

Lys

Ala

755

Asn

Gln

Arg

Val

Hig

835

Val

Lys

Leu

Ser

Tyr

915

Glu

Gly

Ile

740

Asn

Pro

Leu

Glu

Gln

820

Arg

Lys

Glu

Glu

Tyr

900

Asp

Arg

Thr

725

Pro

Lys

Hig

Ile

Hig

805

Ile

Asp

Ile

Tyr

Ser

885

Gly

Gly

Leu

710

Val

Val

Glu

Val

Thr

790

Lys

Ala

Leu

Thr

Hig

870

Ile

Val

Ile

Pro
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Tyr

Ala

Ile

Cys

775

Gln

Asp

Lys

Ala

Asp

855

Ala

Leu

Thr

Pro

Gln

Lys

Ile

Leu

760

Arg

Leu

Asn

Gly

Ala

840

Phe

Glu

Hig

Val

Ala

920

Pro

Gly

Lys

745

Asp

Leu

Met

Ile

Met

825

Arg

Gly

Gly

Arg

Trp

905

Ser

Pro

30

Leu

730

Glu

Glu

Leu

Pro

Gly

810

Asn

Asn

Leu

Gly

Ile

890

Glu

Glu

Ile

715

Trp

Leu

Ala

Gly

Phe

795

Ser

Tyr

Val

Ala

Lys

875

Tyr

Leu

Ile

Cys

Ile

Arg

Tyr

Ile

780

Gly

Gln

Leu

Leu

Lys

860

Val

Thr

Met

Ser

Thr

Pro

Glu

Val

765

Cys

Cys

Tyr

Glu

Val

845

Leu

Pro

Hig

Thr

Ser

925

Ile

Glu

Ala

750

Met

Leu

Leu

Leu

Asp

830

Lys

Leu

Ile

Gln

Phe

910

Ile

Asp

Gly

735

Thr

Ala

Thr

Leu

Leu

815

Arg

Thr

Gly

Lys

Ser

895

Gly

Leu

Val

720

Glu

Ser

Ser

Ser

Asp

800

Asn

Arg

Pro

Ala

Trp

880

Asp

Ser

Glu

Tyr
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Met

945

Phe

Arg

Thr

Asp

Phe

Ser

Gly

Tyr

Asp

Lys

Pro

Hig

Pro

930

Ile

Arg

Tyr

Asp

Val

1010

Ser

1025

Ala

1040

Leu

1055

Ser

1070

Thr

1085

Arg

1100

Leu

1115

Ser

1130

Thr

Met

Glu

Leu

Ser

995

Val

Ser

Thr

Gln

Ser

Phe

Pro

Asn

Thr

Cys

Val

Leu

Val

980

Asn

Asp

Pro

Ser

Ser

Asp

Leu

Ala

Pro

Ala

Val

Lys

Ile

965

Ile

Phe

Ala

Ser

Asn

Cys

Pro

Pro

Gly

Ala

Val

Asn

ES 2 356 066 T3

935

Cys Trp Met Ile

950

Ile Glu Phe Ser Lys Met

Gln Gly Asp Glu Arg Met

9

Tyr Arg Ala

1000

Asp Glu
1015
Thr Ser
1030
Asn Ser
1045
Pro Ile
1060
Thr Gly
1075
Val Pro
1090
Ser Val
1105
Pro Ser
1120
Gly Asn
1135

Ser Thr

Tyr

Arg

Thr

Lys

Ala

Glu

Gln

Arg

Pro

Phe

31

940

955

970

85

99

Leu Met Asp Glu Glu

Leu

Thr

Val

Glu

Leu

Tyr

Asn

Asp

Glu

Asp

Ile

Pro

Ala

Asp

Thr

Ile

Pro

Pro

Tyr

Ser

Pro

Leu

Cys

Ser

Glu

Asn

Val

Hig

Leu

Pro

1005

Gln

1020

Leu

1035

Ile

1050

Phe

1065

Asp

1080

Gln

1095

Tyr

1110

Tyr

1125

Asn

1140

Ala

Gln

Ser

Asp

Leu

Ser

Ser

Hig

Gln

Thr

Hig

Asp Ala Asp Ser Arg Pro

Ala Arg Asp Pro

975

His Leu Pro Ser

0

Asp Met Asp

Gly

Ser

Arg

Gln

Ile

Val

Asn

Asp

Val

Trp

Lys

960

Gln

Pro

Phe

Leu

Asn

Arg

Asp

Pro

Gln

Pro

Gln

Ala
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Gln

Gln

Gly

Ser

<210> 12
<211> 628
<212> PRT

1145

Lys Gly Ser Hig Gln Ile

1160

ES 2 356 066 T3

1150

1165

1155

Ser Leu Asp Asn Pro

1170

Asp Phe Phe Pro Lys Glu Ala Lys Pro Asn Gly

1175

Ser Thr Ala Glu Asn Ala

1190

1180

1195

Ser Glu Phe Ile Gly Ala

1205

<213> Homo sapiens

<400> 12

Met

Ala

Gly

Leu

Leu

65

Thr

Glu

Arg Pro

Leu Cys

Thr Ser

35

Ser Leu

50

Glu Ile

Ile Gln

Arg Ile

Ser

Pro

20

Asn

Gln

Thr

Glu

Pro

100

Gly

Ala

Lys

Arg

Tyr

Val

85

Leu

Thr

Ser

Leu

Met

Val

70

Ala

Glu

1210

Ala Gly Ala

Arg Ala Leu
25
Thr Gln Leu
40
Phe Asn Asn
55

Gln Arg Asn

Gly Tyr Val

Agn Leu Gln

105

32

Ala

10

Glu

Gly

Cys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Glu

Thr

Glu

Asp

75

Ile

Ile

1185

Glu Tyr Leu Arg Val

1200

Leu

Lys

Phe

Val

60

Leu

Ala

Arg

Ala

Lys

Glu

45

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Val

30

Asp

Leu

Phe

Asn

Asn

110

Leu

15

Cys

Hig

Gly

Leu

Thr

95

Met

Asp Tyr Gln

Ile Phe Lys

Ala Pro Gln

Ala

Gln

Phe

Asn

Lys

80

Val

Tyr
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Tyr

Lys

Hig

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

305

Asp

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Thr

290

Ser

Gly

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

Tyr

275

Cys

Cys

Val

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Gln

Val

Val

Arg

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Lys

Arg

Lys

325

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Asp

Lys

Ala

310

Cys
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Leu

Leu

135

Ser

Ile

Hig

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

Val

Cys

295

Cys

Lys

Ala

120

Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

280

Pro

Gly

Lys

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

Hig

Leu

Pro

265

Pro

Arg

Ala

Cys

33

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asn

Asp

Glu

330

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Gly

Tyr

Ser

315

Gly

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Lys

Val

300

Tyr

Pro

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

285

Val

Glu

Cys

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Ser

Thr

Met

Arg

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Asp

Glu

Lys

335

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro

Gly

Hig

Glu

320

Val
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Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

Hig

Gly

Gly

465

Phe

Asn

Glu

Val

Glu

545

Asn

Thr

Hig

370

Pro

Thr

Hig

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

530

Pro

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Lys

Thr

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Gly

Glu

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

485

Ala

Gly

Arg

Phe

Ile

Hig

Val

Gln

390

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

470

Gln

Thr

Pro

Glu

Val

550
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Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

535

Glu

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Ala

Thr

Gln

Pro

520

Val

Asn

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Ile

425

Val

Ser

Asn

Lys

Val

505

Arg

Asp

Ser

34

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

Ser

Asp

Thr

Ile

490

Cys

Asp

Lys

Glu

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

Hig

Cys

Cys

Cys

555

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

460

Asn

Ser

Ala

Val

Asn

540

Ile

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Leu

Gln

Ser

350

Ser

Thr

Val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Leu

Cys

Ile

Gly

Hig

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Lys

Gly

495

Ser

Arg

Glu

Hig

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Asp

Gln

Leu

Ser

Leu

480

Glu

Pro

Asn

Gly

Pro

560
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Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

<210> 13
<211> 405
<212> PRT

Cys

Asn

Thr

Leu

Cys

Cys

595

Tyr Ala

610

Tyr

<213> Homo sapiens

<400> 13

Met

Ala

Gly

Leu

Leu

65

Thr

Glu

Arg

Leu

Thr

Ser

50

Glu

Ile

Arg

Gly

Pro

Cys

Ser

35

Leu

Ile

Gln

Ile

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Ser

Ser

Pro

20

Asn

Gln

Thr

Glu

Pro
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Gln Ala Met

565

Asn Ile Thr Cys Thr

Gln Cys Ala His

Ala

Ala

Gly

Ala

Lys

Arg

Tyr

Val

85

Leu

Gly val

Gly His

Thr

Ser

Leu

Met

Val

70

Ala

Glu

615

Ala

Arg

Thr

Phe

55

Gln

Gly

Asn

Met
600

Val

Gly

Ala

Gln

40

Asn

Arg

Tyr

Leu

Tyr

585

570

Ile

Asp Gly

Gly Glu Asn Asn

Cys His

Ala

Leu

25

Leu

Asn

Asn

Val

Gln

35

Ala

10

Glu

Gly

Cys

Tyr

Leu

90

Ile

Leu

Leu

Glu

Thr

Glu

Asp

75

Ile

Ile

Cys

620

Leu

Lys

Phe

Val

60

Leu

Ala

Arg

Gly Arg Gly Pro

575

Pro Hig Cys Val

590

Thr Leu Val Trp

605

His Pro Asn Cys

Ala

Lys

Glu

45

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Val

30

Asp

Leu

Phe

Asn

Asn

Leu

15

Cys

Hig

Gly

Leu

Thr

95

Met

Ala

Gln

Phe

Asn

Lys

80

Val

Tyr
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25

30

35

40

45
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55
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65

Tyr

Lys

Hig

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

305

Asp

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Thr

290

Ser

Gly

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

Tyr

275

Cys

Cys

Val

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Gln

Val

Val

Arg

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Lys

Arg

Lys

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Asp

Lys

Ala

310

Cys
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Leu

Leu

135

Ser

Ile

Hig

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

Val

Cys

295

Cys

Lys

Ala

120

Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

280

Pro

Gly

Lys

105

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

Hig

Leu

Pro

265

Pro

Arg

Ala

Cys

36

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asn

Asp

Glu

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Gly

Tyr

Ser

315

Gly

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Lys

Val

300

Tyr

Pro

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

285

Val

Glu

Cys

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Ser

Thr

Met

Arg

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Asp

Glu

Lys

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro

Gly

Hig

Glu

320

Val
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Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

<210> 14
<211> 705
<212> PRT

Asn

Thr

Hig

370

Pro

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met

Ala

Gly

Leu

Leu

65

Thr

Arg

Leu

Thr

Ser

50

Glu

Ile

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Pro

Cys

Ser

35

Leu

Ile

Gln

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Leu

Ser

Pro

20

Asn

Gln

Thr

Glu

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Ser

405

Gly

Ala

Lys

Arg

Tyr

Val

85

Ile

Hig

Val

Gln

390

Thr

Ser

Leu

Met

Val

70

Ala
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Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ala

Arg

Thr

Phe

55

Gln

Gly

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gly

Ala

Gln

40

Asn

Arg

Tyr

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Leu

25

Leu

Asn

Asn

Val

37

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Ala

10

Glu

Gly

Cys

Tyr

Leu

90

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Leu

Glu

Thr

Glu

Asp

75

Ile

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Leu

Lys

Phe

Val

60

Leu

Ala

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Ala

Lys

Glu

45

Val

Ser

Leu

Ser

350

Ser

Thr

Val

Leu

Val

30

Asp

Leu

Phe

Asn

335

Ile

Gly

Hig

Lys

Leu

15

Cys

Hig

Gly

Leu

Thr

95

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Ala

Gln

Phe

Asn

Lys

80

Val
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65

Glu

Tyr

Lys

Hig

145

Ser

Ser

Ser

Lys

Gly

225

Thr

Glu

Thr

Ala

Gly

305

Arg

Glu

Thr

130

Gly

Ile

Met

Cys

Leu

210

Lys

Gly

Ala

Thr

Thr

290

Ser

Ile

Asn

115

Gly

Ala

Gln

Asp

Pro

195

Thr

Ser

Pro

Thr

Tyr

275

Cys

Cys

Pro

100

Ser

Leu

Val

Trp

Phe

180

Asn

Lys

Pro

Arg

Cys

260

Gln

Val

Val

Leu

Tyr

Lys

Arg

Arg

165

Gln

Gly

Ile

Ser

Glu

245

Lys

Met

Lys

Arg

Glu

Ala

Glu

Phe

150

Asp

Asn

Ser

Ile

Asp

230

Ser

Asp

Asp

Lys

Ala

310
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Asn

Leu

Leu

135

Ser

Ile

Hig

Cys

Cys

215

Cys

Asp

Thr

Val

Cys

295

Cys

Leu

Ala

120

Pro

Asn

Val

Leu

Trp

200

Ala

Cys

Cys

Cys

Asn

280

Pro

Gly

Gln

105

Val

Met

Asn

Ser

Gly

185

Gly

Gln

Hig

Leu

Pro

265

Pro

Arg

Ala

38

Ile

Leu

Arg

Pro

Ser

170

Ser

Ala

Gln

Asn

Val

250

Pro

Glu

Asn

Asp

Ile

Ser

Asn

Ala

155

Asp

Cys

Gly

Cys

Gln

235

Cys

Leu

Gly

Tyr

Ser

315

Arg

Asn

Leu

140

Leu

Phe

Gln

Glu

Ser

220

Cys

Arg

Met

Lys

Val

300

Tyr

Gly

Tyr

125

Gln

Cys

Leu

Lys

Glu

205

Gly

Ala

Lys

Leu

Tyr

285

Val

Glu

Asn

110

Asp

Glu

Asn

Ser

Cys

190

Asn

Arg

Ala

Phe

Tyr

270

Ser

Thr

Met

Met

Ala

Ile

Val

Asn

175

Asp

Cys

Cys

Gly

Arg

255

Asn

Phe

Asp

Glu

Tyr

Asn

Leu

Glu

160

Met

Pro

Gln

Arg

Cys

240

Asp

Pro

Gly

Hig

Glu

320
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Asp

Cys

Ala

Leu

Pro

385

Ile

Leu

Hig

Gly

Gly

465

Phe

Asn

Glu

Val

Gly

Asn

Thr

Hig

370

Pro

Thr

Hig

Gly

Leu

450

Asn

Gly

Ser

Gly

Ser

530

Val

Gly

Asn

355

Ile

Leu

Gly

Ala

Gln

435

Arg

Lys

Thr

Cys

Cys

515

Arg

Arg

Ile

340

Ile

Leu

Asp

Phe

Phe

420

Phe

Ser

Asn

Ser

Lys

500

Trp

Gly

Lys

325

Gly

Lys

Pro

Pro

Leu

405

Glu

Ser

Leu

Leu

Gly

485

Ala

Gly

Arg

Cys

Ile

Hig

Val

Gln

390

Leu

Asn

Leu

Lys

Cys

470

Gln

Thr

Pro

Glu
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Lys Lys Cys

Gly

Phe

Ala

375

Glu

Ile

Leu

Ala

Glu

455

Tyr

Lys

Gly

Glu

Cys

535

Glu

Lys

360

Phe

Leu

Gln

Glu

Val

440

Ile

Ala

Thr

Gln

Pro

520

Val

Phe

345

Asn

Arg

Asp

Ala

Ile

425

Val

Ser

Asn

Lys

Val

505

Arg

Asp

39

Glu

330

Lys

Cys

Gly

Ile

Trp

410

Ile

Ser

Asp

Thr

Ile

490

Cys

Asp

Lys

Gly

Asp

Thr

Asp

Leu

395

Pro

Arg

Leu

Gly

Ile

475

Ile

Hig

Cys

Cys

Pro

Ser

Ser

Ser

380

Lys

Glu

Gly

Asn

Asp

460

Asn

Ser

Ala

Val

Asn

540

Cys

Leu

Ile

365

Phe

Thr

Asn

Arg

Ile

445

Val

Trp

Asn

Leu

Ser

525

Leu

Arg

Ser

350

Ser

Thr

Val

Arg

Thr

430

Thr

Ile

Lys

Arg

Cys

510

Cys

Leu

Lys

335

Ile

Gly

Hig

Lys

Thr

415

Lys

Ser

Ile

Lys

Gly

495

Ser

Arg

Glu

Val

Asn

Asp

Thr

Glu

400

Asp

Gln

Leu

Ser

Leu

480

Glu

Pro

Asn

Gly
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Glu

545

Glu

Asp

Lys

Lys

Thr

625

Phe

Gln

Ser

Leu

Hig

705

Pro

Cys

Asn

Thr

Tyr

610

Tyr

Lys

Ser

Leu

Hig

690

Arg

Leu

Cys

Cys

595

Ala

Gly

Leu

Gly

Leu

675

Ala

Glu

Pro

Ile

580

Pro

Asp

Pro

Ser

Ser

660

Pro

Trp

Phe

Gln

565

Gln

Ala

Ala

Gly

Ser

645

Pro

Ser

Pro

Val

550

Ala

Cys

Gly

Gly

Asn

630

Cys

Ala

Glu

Ser
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Glu Asn

Met Asn

Ala His

Val Met

600

His Val

615

Glu Ser

Agn Gln

Ala Gln

Phe Gln

680

Ala Ser

695

Ser

Ile

Tyr

585

Gly

Cys

Leu

Ser

Glu

665

Leu

Val

40

Glu

Thr

570

Ile

Glu

Hig

Lys

Asn

650

Ser

Gly

Ile

Cys

555

Cys

Asp

Asn

Leu

Ala

635

Asp

Cys

Trp

Ile

Ile

Thr

Gly

Asn

Cys

620

Met

Gly

Leu

Gly

Thr

700

Gln

Gly

Pro

Thr

605

Hig

Leu

Ser

Gly

Gly

685

Ala

Cys

Arg

Hig

590

Leu

Pro

Phe

Val

Trp

670

Cys

Ser

Hig

Gly

575

Cys

Val

Asn

Cys

Ser

655

Ile

Ser

Ser

Pro

560

Pro

Val

Trp

Cys

Leu

640

Hig

Pro

Hig

Cys
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