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DESCRIPCION
Métodos y composiciones para la deteccion de enfermedades de cuello uterino
Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a métodos y a composiciones para la deteccién de enfermedades de cuello uterino
de alto grado.

Antecedentes de la invencion

El carcinoma de cuello uterino es el segundo neoplasma mas comun en mujeres, representando aproximadamente
un 12% de todos los canceres en mujeres y ocasionando aproximadamente 250.000 muertes por afio. Baldwin et al
(2003) Nature Reviews Cancer 3:1-10. En muchos paises en desarrollo en los que no se dispone de programas de
exploracién masiva, el problema clinico es mas serio. En estos paises, el cancer de cuello uterino es la causa
numero uno de muerte por cancer en mujeres.

La mayoria de los casos de cancer de cuello uterino representan carcinomas de células escamosas, aunque
también se observan adenocarcinomas. El cancer de cuello uterino puede prevenirse por exploracion de la poblacién
a medida que evoluciona a través de fases intraepiteliales no invasivas bien definidas, que pueden diferenciarse
morfolégicamente. Williams et al (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:14932-14937. Si bien no se conoce como se
transforman las células normales, el concepto de un espectro continuo de cambios histopatolégicos a partir del
epitelio estratificado, normal por medio de neoplasia intraepitelial de cuello uterino (CIN) a cancer invasivo se ha
aceptado ampliamente durante afios. El precursor del cancer de cuello uterino es la displasia, conocida también en
la técnica como CIN o lesiones intraepiteliales escamosas (SIL). Las anomalias intraepiteliales escamosas pueden
clasificarse usando el sistema triple (CIN) o doble (Bethesda). En el sistema Bethesda, las lesiones intraepiteliales
escamosas de bajo grado (LSIL), que corresponden a CINI e infeccidon por el VPH, generalmente representan
infecciones por el VPH productivas con un riesgo de progreso relativamente bajo hacia una enfermedad invasiva.
Las lesiones intraepiteliales escamosas de alto grado (LSIL), que corresponden a CINII y CINIII en el sistema triple,
muestran un riesgo de progreso mayor a cancer de cuello uterino que las LSIL, aunque tanto las LSIL como las HSIL
se contemplan como precursores potenciales de malignidad. Las muestras de los pacientes también pueden
clasificarse como ASCUS (células escamosas atipicas de significado desconocido) o AGUS (células glandulares
atipicas de significado desconocido) con este sistema.

Se ha establecido una fuerte asociacion del cancer e infeccion de cuello uterino por tipos de virus de papiloma
humano (VPH) de alto riesgo, tales como los tipos 16, 18 y 31. De hecho, un gran cumulo de pruebas
epidemioldgicas y de biologia molecular ha establecido la infecciéon por VPH como un factor causal en el cancer de
cuello uterino. Por otra parte, el VPH se encuentra en un 85% o mas de los casos de enfermedad de cuello uterino
de alto grado. Sin embargo, la infecciéon por VPH es muy habitual, produciéndose posiblemente en un 5-15% de las
mujeres de mas de 30 afios de edad, pero pocas mujeres positivas al VPH desarrollaran alguna vez una enfermedad
de cuello uterino de alto grado o cancer. La presencia del VPH solo es indicativa Unicamente de infeccion, no de
enfermedad de cuello uterino de alto grado, y, por lo tanto, el ensayo para detectar infeccién por el VPH solo da
como resultado muchos positivos falsos. Véase, por ejemplo, Wright et al (2004) Obstet Gynecol 103:304-309.

Las publicaciones actuales sugieren que el VPH infecta las células madre basales dentro del tejido subyacente del
cuello uterino. La diferenciacion de las células madre en queratinocitos maduros, con la migracion resultante de las
células al epitelio del cuello uterino estratificado, esta asociada con la replicacion viral del VPH y la re-infeccion de
las células. Durante este proceso de replicacion viral, se producen numerosos cambios celulares que incluyen la
desregulacién del ciclo celular, la proliferacion activa, la replicacién del ADN, la activacion transcripcional y la
inestabilidad gendmica (Crum (2000) Modern Pathology 13:243-251; Middleton et al (2003) J. Virol. 77:10186-10201;
Pett et al (2004) Cancer Res. 64:1359-1368).

La mayor parte de las infecciones por el VPH tienen una naturaleza transitoria, resolviéndose la infeccion viral por si
misma en un periodo de 12 meses. Para aquellos individuos que desarrollan infecciones persistentes con uno o mas
subtipos oncogénicos del VPH, existe el riesgo de desarrollo de neoplasia en comparacion con los pacientes sin
infeccion por el VPH. Dada la importancia del VPH en el desarrollo de neoplasia de cuello uterino, la deteccién
clinica del VPH se ha convertido en una importante herramienta de diagnéstico en la identificacion de pacientes con
riesgo de desarrollo de neoplasia de cuello uterino. La utilidad clinica de la exploracion basada en el VPH para
enfermedades del cuello uterino se encuentra en su valor predictivo negativo. Un resultado negativo para el VPH
combinado con un historial de frotis de Papanicolau normales es un indicador excelente de un estado libre de
enfermedad y un bajo riesgo de desarrollo de neoplasia de cuello uterino durante los 1-3 afios siguientes. Sin
embargo, un resultado positivo para el VPH no es un diagnostico de enfermedad de cuello uterino sino una
indicacion de infeccion. Aunque la mayoria de las infecciones por VPH son transitorias y se eliminaran
espontaneamente en un periodo de 12 meses, una infeccién persistente con un subtipo viral de VPH de alto riesgo
indica un riesgo mayor de desarrollo de neoplasia de cuello uterino. Para complementar el ensayo del VPH, se
espera que la identificacion de marcadores moleculares asociados con la neoplasia de cuello uterino mejore la
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especificidad clinica para la diagnosis de las enfermedades de cuello uterino.

El examen citoldgico de frotis de cuello uterino tefiido con Papanicolau (frotis de Pap) es actualmente el método de
eleccion para detectar el cancer de cuello uterino. El ensayo de Pap es un método subjetivo que ha permanecido
sustancialmente inalterado durante 60 afios. Sin embargo, existen numerosas cuestiones, en lo que respecta a su
realizacion. La sensibilidad referida de un Unico ensayo de Pap (la proporcion de positivos para la enfermedad que
es positiva para el ensayo) es baja y muestra una amplia variacién (30-87%). La especificidad de un solo ensayo de
Pap (la proporcion de negativos para la enfermedad que son negativos para el ensayo) podria ser tan baja como un
86% en una poblacion en exploracion y considerablemente mas baja en la poblacion ASCUS PLUS para la
determinaciéon de enfermedades de alto grado subyacentes. Véase, Baldwin et al., anteriormente. Un porcentaje
significativo de frotis de Pap caracterizados como LSIL o CINI son realmente positivos para lesiones de alto grado.
Ademas, hasta un 10% de los frotis de Pap se clasifican como ASCUS (células escamosas atipicas de significado no
determinado), es decir, no es posible realizar una clasificacion clara como lesién normal, moderada o grave, o tumor.
Sin embargo, la experiencia demuestra que hasta el 10% de esta poblacién ASCUS tiene lesiones de alto grado,
que por consiguiente se pasan por alto. Véase, por ejemplo, Manos et al (1999) JAMA 281:1605-1610.

El documento de Baldwin P et al (2003), Nature Reviews, vol. 3 pags. 217-226 describe intentos para mejorar la
exploracién de cuello uterino. EI documento WO02101075 describe genes, composiciones, kits y métodos en
relaciéon con el cancer de cuello uterino. El documento de Santin A et al describe marcadores moleculares
candidatos para el diagnostico del cancer de cuello uterino.

Por lo tanto, se necesita un método para el diagnostico de enfermedades de cuello uterino de alto grado que sea
independiente de o que funcione junto con los frotis de Pap y ensayos moleculares convencionales para la infeccion
por VPH de alto riesgo. Tal método debe ser capaz de identificar especificamente enfermedades de cuello uterino de
alto grado que estén presentes en todas las poblaciones de pacientes, incluyendo aquellos casos clasificados como
LSIL o CINI por tincién con Pap que sean realmente positivos para lesiones de alto grado (es decir, “negativos
falsos”). Por lo tanto, en la materia existe una necesidad de métodos de diagnédstico especificos, fiables que sean
capaces de detectar enfermedades de cuello uterino de alto grado y de diferenciar enfermedades de alto grado de
afecciones que no se consideran enfermedades clinicas, tales como infeccion por VPH de fase temprana y displasia
leve.

Sumario de la invencion
La invencion, en su sentido mas amplio, es como se detalla en las reivindicaciones.

Se proporcionan composiciones y métodos para el diagnostico de enfermedades de cuello uterino de alto grado. Los
métodos de la invencién comprenden detectar la sobreexpresion de al menos dos biomarcadores, MCM2 y Topo 2A
en una muestra corporal, en el que la deteccién de la sobreexpresion de dichos biomarcadores identifica
especificamente muestras que son indicativas de enfermedades de cuello uterino de alto grado y en el que dicha
deteccién comprende poner en contacto dicha muestra corporal al menos con tres anticuerpos, en el que un primer y
segundo anticuerpo se unen especificamente a MCM2 y un tercer anticuerpo se une especificamente a Topo2A. El
presente método distingue muestras que son indicativas de enfermedades de cuello uterino de alto grado de
muestras que son indicativas de proliferacion benigna, infeccion por el VPH en fase temprana o displasia leve. Por
tanto, el método se basa en la deteccidon de los dos biomarcadores MCM2 y Topo2A que se sobreexpresan de
manera selectiva en patologias de cuello uterino de alto grado pero que no se sobreexpresan en células normales o
en células que no son indicativas de enfermedades clinicas.

Los biomarcadores en los que se basa la presente invenciéon son las proteinas MCM2 y Topo2A, que se
sobreexpresan de manera selectiva en enfermedades de cuello uterino de alto grado, posiblemente como resultado
de una disfuncién del ciclo celular inducida por el VPH y de una activacion de determinados genes responsables de
la induccion de la fase S. Los biomarcadores de interés particular incluyen genes de la fase S, cuya sobreexpresion
resulta de una disfuncién del ciclo celular inducida por el VPH y la activacion posterior de los factores
transcripcionales SP-1 y E2F. La deteccion de la sobreexpresion de las proteinas biomarcadoras en las que se basa
la presente invencion permite la diferenciacion de muestras que son indicativas de enfermedades de alto grado,
tales como displasia moderada a grave y carcinomas de cuello uterino, de células normales o de células que no son
indicativas de enfermedades clinicas (por ejemplo, infeccién por el VPH en fase temprana sin displasia y displasia
leve).

Adicionalmente, se proporcionan técnicas inmunocitoquimicas que utilizan anticuerpos para detectar la
sobreexpresion de las dos proteinas biomarcadoras MCM2 y Topo2A en muestras citoldgicas de cuello uterino.
También se proporcionan kits que comprenden reactivos para llevar a la practica los métodos de la invencion.

Los métodos de la invencién también pueden usarse en combinacion con técnicas de diagndstico ginecoldgico
tradicional que analizan caracteristicas morfolégicas o estados de infeccion por el VPH. Por tanto, por ejemplo, los
meétodos inmunocitoquimicos presentados en el presente documento pueden combinarse con el ensayo de Pap de
manera que toda la informacion morfolégica procedente del método convencional se conserva. De esta manera, la
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deteccion de biomarcadores que se sobreexpresan de manera selectiva en enfermedades de cuello uterino de alto
grado puede reducir el alto indice de negativos falsos del ensayo de Pap y puede facilitar la exploracion masiva
automatizada.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 proporciona un resumen esquematico de proliferacién y desregulacion del ciclo celular en
displasia de cuello uterino. En la neoplasia de cuello uterino se producen modificaciones del ciclo celular y
defectos sobre el control en la proliferacién. La infeccién por el VPH y la sobreexpresion de las oncoproteinas
E6 y E7 producen una serie de modificaciones en el ciclo celular y en control de la proliferacion. La
oncoproteina E6 del VPH anula puntos de control del ciclo celular en los limites G1/S y G2/M con posterior
replicacién del ADN con mutaciones somaticas. E7 promueve la aceleracion en la fase S con expresion
prolongada de genes de la fase S necesarios para la replicacion del ADN (induccién aberrante de la fase S).
Del mismo modo, E6 promueve la expresion de la telomerasa que garantiza la integridad del telémero
cromosomico continuada durante la proliferacién e inmortalizacion celular. Por ltimo, E7 anula la ruta de
sefalizacion del TGF-beta y anula este mecanismo de control para detener G1 y el control de proliferacion.

La Figura 2 proporciona una representacion esquematica de la induccién aberrante de la fase S en neoplasia
de cuello uterino. El efecto de las proteinas del VPH sobre el control del ciclo celular y la proliferacion incluye
la activacion de las rutas supresoras tumorales p53 y Rb, la activacion de transcripcién de E2F-1, induccion
de los genes MCM-2, MCM-6, MCM-7, TOP2A y Ciclina E1, entre otros, de la fase S. Ademas, E2
interacciona con el factor de transcripcién Sp-1 para activar la expresiéon génica de p21-waf-1.

La Figura 3 proporciona una representacion esquematica del bucle de retroalimentacion sobre la proliferacion
celular en la fase S aberrante del ciclo celular. La sobreexpresion de la Ciclina E y CDK2 en la fase S da
como resultado un mecanismo independiente que permite la induccion de los genes de la fase S.

La Figura 4 proporciona una representacion esquematica de la funciéon de c-myc en la induccién aberrante de
la fase S. C-myc es un activador transcripcional importante en la proliferacion celular. EI gen que codifica c-
myc se localiza en el cromosoma. Existen documentos que indican que este es el mismo sitio que el de la
integracion del VPH 18 con una amplificacién correspondiente de esta region génica. La amplificacion del gen
c-myc daria como resultado la sobreexpresion de la proteina codificada y los niveles aumentados de c-myc
contribuirian independientemente a la transcripcion génica en la fase S acelerando adicionalmente la
proliferacioén celular.

La Figura 5 proporciona una representacion esquematica de cebadores TagMana dirigidos a variantes de
transcripcion de MCM?7.

La Figura 6 ilustra el patron de tincion diferencial de un anticuerpo dirigido contra Claudina 1 en un ensayo
IHC (inmunohistoquimico) para una paciente con displasia leve y una paciente con carcinoma de células
escamosas.

La Figura 7 ilustra el patron de tincién diferencial de un anticuerpo dirigido contra Claudina 1 en un formato
IHC (inmunohistoquimico) e ICC (inmunocitoquimico). Se muestran células normales y células indicativas de
CINII'y HSIL.

La Figura 8 ilustra patrones de tincion nuclear obtenidos con un biomarcador nuclear (es decir, MCM2) y
patrones de tincién citoplasmica obtenidos con un biomarcador citoplasmico (p 16). Los resultados proceden
de un ensayo inmunocitoquimico (ICC) de una muestra de una paciente con una enfermedad de cuello
uterino de alto grado.

La Figura 9 ilustra una tincion deseable y no deseable de anticuerpos en un ensayo inmunohistoquimico (IHC)
usando dos anticuerpos diferentes dirigidos contra MCM6 en tejido de cuello uterino procedente de una
paciente con una enfermedad de cuello uterino de alto grado.

Descripcion detallada de la invencién
La invencion, en su sentido mas amplio, es como se detalla en las reivindicaciones.

La presente invencién proporciona composiciones y métodos para identificar o diagnosticar enfermedades de cuello
uterino de alto grado. Los métodos comprenden la deteccién de la sobreexpresién de biomarcadores especificos
que se sobreexpresan selectivamente en enfermedades de cuello uterino de alto grado (por ejemplo, displasia
moderada a grave y cancer de cuello uterino). Esto es, los biomarcadores son capaces de distinguir entre células
infectadas por el VPH y células infectadas por el VPH que son premalignas, malignas o claramente cancerosas. Los
métodos para diagnosticar enfermedades de cuello uterino de alto grado implican detectar la sobreexpresion de al
menos un biomarcador lo que es indicativo de una enfermedad de cuello uterino de alto grado en una muestra de
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tejido o de liquido corporal procedente de una paciente. Para detectar la expresion del biomarcador de interés se
usan anticuerpos y técnicas inmunocitoquimicas. Adicionalmente se proporcionan kits para la realizacion practica de
los métodos de la invencion.

La expresién “diagnosticar enfermedades de cuello uterino de alto grado” significa incluir, por ejemplo, realizar un
diagnostico o detectar la presencia de una enfermedad de cuello uterino, controlando la progresion de la enfermedad
e identificando o detectando células o muestras que son indicativas de una enfermedad de cuello uterino de alto
grado. En el presente documento, los términos diagnosticar, detectar e identificar una enfermedad de cuello uterino
de alto grado se usan indistintamente. Por “enfermedad de cuello uterino de alto grado” se entiende aquellas
afecciones clasificadas por colposcopia como patologia premaligna, patologia maligna, displasia moderada a grave y
cancer de cuello uterino. Basicamente una enfermedad de cuello uterino de alto grado incluye la identificacion
histolégica de CINII, CINIII, HSIL, carcinoma in situ, adenocarcinoma y cancer (etapas mediante el Sistema de
Clasificacion FIGO I-IV).

Como se ha indicado anteriormente, un porcentaje significativo de pacientes que presentan frotis de Pap clasificados
como normales, CINI o ASCUS realmente poseen lesiones caracteristicas de una enfermedad de cuello uterino de
alto grado. Por tanto, los métodos de la presente invencién permiten identificar enfermedades de cuello uterino de
alto grado en todas las poblaciones de pacientes, incluyendo aquellas pacientes con “negativos falsos” y facilitar la
deteccién de células andmalas raras procedentes de una muestra de una paciente. El diagndstico puede realizarse
independientemente de la morfologia celular y del estado de infeccion por el VPH, aunque los métodos de la
invencién también pueden usarse junto con técnicas de diagndstico convencionales, por ejemplo, ensayo Pap,
ensayo molecular para tipos de VPH de alto riesgo, etc.

Los tipos del VPH se han dividido en categorias de alto y bajo riesgo basandose en su asociacion con el cancer de
cuello uterino y lesiones precancerosas. Los tipos del VPH de bajo riesgo incluyen los tipos 6, 11, 42, 43, 44 y no
estan asociados con un riesgo aumentado de cancer de cuello uterino. Por otro lado, los tipos del VPH de alto
riesgo, que incluyen los tipos 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, se han asociado estrechamente con
cancer de cuello uterino y con lesiones intraepiteliales escamosas. Véase, por ejemplo, Wright et al (2004) Obstet
Gynecol 103:304-309. De hecho, mas del 99% de los canceres de cuello uterino estan asociados con infeccion por
el VPH de alto riesgo. La infeccion persistente por el VPH de alto riesgo conduce a la interrupcion del ciclo celular y
de los puntos de control de la mitosis en células de cuello uterino a través de la accién de los genes E2, E6 y E7 del
VPH. En particular, el E7 del VPH produce un aumento en ciclina E y la liberacién posterior del factor de
transcripcion E2f de la proteina del retinoblastoma (Rb). El factor de transcripcion E2f liberado desencadena
después la transcripcion de una diversidad de genes de la fase S, incluyendo la topoisomerasa Il alfa (Topo2A),
proteinas MCM, ciclinas E1 y E2 y p14arf, dando como resultado la pérdida del control del ciclo celular. Ademas, el
gen E2 del VPH estimula la sobreexpresion de genes de la fase S tales como p21**' mediante la activacion del
factor de transcripcion Sp-1. La interrupcion del ciclo celular causada por infeccién persistente por el VPH puede
conducir a displasia de cuello uterino leve que después puede progresar a displasia moderada o grave y
eventualmente, en algunos casos, a cancer de cuello uterino. Por “cancer de cuello uterino” se entiende cualquier
cancer o lesion cancerosa asociada con tejido de cuello uterino o células de cuello uterino.

La infeccién por VPH en queratinocitos del cuello uterino da como resultado una serie de modificaciones que
interrumpen las actividades dentro del ciclo celular. Las oncoproteinas E6 y E7 de los subtipos del VPH de alto
riesgo se han implicado en una serie de procesos celulares relacionados con una proliferacién aumentada y una
transformacion neoplasica de los queratinocitos infectados. La proteina E6 se ha implicado en dos procesos criticos.
El primero es la degradacion de la proteina supresora tumoral p53 mediante proteolisis mediada por ubiquitina. La
retirada de la p53 funcional elimina un punto de control principal del ciclo celular responsable de la reparacion del
ADN antes de entrar en la replicacion del ADN y en la mitosis (Duensing y Munger (2003) Prog Cell Cycle Res.
5:383-391). Ademas, se ha demostrado que E6 interacciona con la proteina c-myc y que es responsable de la
activacion transcripcional directa del gen hTERT con expresion posterior de telomerasa (McMurray y McCance
(2003) J Virol. 77:9852-9861; Veldman et al. (2003) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 100: 8211-8216). La activacion de la
telomerasa es una etapa clave en la biologia del cancer responsable del mantenimiento de la longitud del telémero
en los cromosomas que se replican y esta enzima garantiza cromosomas funcionalmente intactos durante la
inmortalizacion celular.

Se sabe que la oncoproteina E7 del VPH contribuye a la proliferacion celular mediante dos mecanismos
independientes. El primero es la inactivacion de la ruta supresora tumoral del TGF-beta responsable de la detencién
del ciclo celular en la fase G1 a través de interaccion directa de E7 con las proteinas Smad (Smad 2, 3 y 4),
inhibiendo de esta manera su capacidad para unirse al ADN (Lee et al. (2002) J Biol Chem. 277:38557-38564). Del
mismo modo, se sabe que E7 interacciona especificamente con la proteina supresora tumoral Rb. Dentro de la fase
G1 del ciclo celular, Rb forma complejos con el factor de transcripcion E2F e impide que E2F active la transcripcion
génica. En el limite de G1/S, la proteina Rb se fosforila con la liberacién del factor de transcripcion E2F- iniciando de
esta manera la transcripcion del gen E2F y la entrada en la fase S del ciclo celular. La oncoproteina E7 del VPH
anula este mecanismo de control uniéndose directamente con Rb y desplazando a E2F del complejo. Esto da como
resultado la transcripcion génica conducida por E2F independientemente del control del ciclo celular normal
(Duensing y Munger (2003) Prog Cell Cycle Res. 5:383-391; Duensing y Munger (2004) Int J Cancer 109:157-162;
Clarke y Chetty (2001) Gynecol Oncol. 82:238-246). Esta liberacion de E2F desacopla la transcripcion génica del
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control del ciclo celular y da como resultado una transcripcion prolongada y aberrante de genes de la fase S
responsables de la sintesis del ADN y de la proliferacion celular. Ademas, se ha demostrado que las acciones
combinadas de E6 y E7 contribuyen a anomalias en el centrosoma y a la posterior inestabilidad genémica en
neoplasia de cuello uterino (Duensing y Munger (2004) Int J Cancer 109:157-162).

Sin pretender limitarse a ningin mecanismo particular, en algunas realizaciones, el comportamiento molecular de
una enfermedad de cuello uterino de alto grado puede caracterizarse como la sobreexpresion de genes especificos,
normalmente expresados soélo durante la fase S del ciclo celular, como resultado de infeccidon por cepas oncogénicas
del VPH . La activaciéon posterior no controlada de la transcripcion génica e induccion aberrante de la fase S esta
mediada a través de la ruta del factor de transcripcion E2F-1. Este comportamiento parece ser indicativo de
enfermedad de cuello uterino de alto grado y proporciona una relacién entre infecciones oncogénicas por el VPH y el
comportamiento molecular de neoplasia de cuello uterino. El uso de estos biomarcadores moleculares de neoplasia
de cuello uterino en formatos de ensayo de diagnéstico molecular puede mejorar la deteccion de enfermedades de
cuello uterino con una sensibilidad y especificidad mejoradas sobre los métodos actuales. Véase, en lineas
generales, las Figuras 1-4 y Malinowski (2005) BioTechniques 38:1-8 (publicado). Por tanto, un método para
diagnosticar una enfermedad de cuello uterino de alto grado comprende detectar la sobreexpresion de un
biomarcador, en el que la sobreexpresion del biomarcador es indicativa de una induccién aberrante de la fase S,
como se describe en el presente documento. Los métodos comprenden detectar la sobreexpresién de un
biomarcador, en el que la sobreexpresién del biomarcador es indicativa de una transcripcion o sobreexpresion activa
de los genes a E6 y E7 del VPH.

La displasia se define convencionalmente en términos morfolégicos por una pérdida de orientacion normal de las
células epiteliales, acompafada por cambios en cuanto al tamafio, forma y a las caracteristicas de tincién en el
nicleo y en las células. La displasia se clasifica de acuerdo con el grado de anomalias celulares (es decir, leve,
moderada, grave) y se acepta ampliamente que es una fase intermedia en el progreso desde tejidos normales a
neoplasia, como demuestra la identificacion de afecciones displasicas premalignas tales como CIN. Los métodos de
la presente invencion permiten la identificacion de enfermedades de cuello uterino de alto grado, que incluyen
displasia moderada a grave y cancer de cuello uterino (es decir, estados CINIlI y los citados anteriormente),
basandose en la sobreexpresion de los biomarcadores MCM2 y Topo2A que son especificos de enfermedades de
cuello uterino de alto grado.

Los métodos descritos en el presente documento proporcionan una mejor deteccion de enfermedades de cuello
uterino de alto grado en comparacion con frotis de Pap y/o ensayos de infecciéon por VPH. En aspectos particulares
de la invencion, la sensibilidad y especificidad de los métodos de la presente invenciéon son iguales a o superiores
que los de los frotis de Pap convencionales. Como se usa en el presente documento, “especificidad” se refiere al
nivel al cual un método de la invencion puede identificar con precisiéon muestras que se han confirmado como NIL
por colposcopia (es decir negativos verdaderos). Esto es, especificidad es la proporcion de negativos a enfermedad
que son negativos a ensayo. En un estudio clinico, la especificidad se calcula dividiendo el nimero de negativos
verdaderos entre la suma de negativos verdaderos y positivos falsos. Por “sensibilidad” se entiende el nivel al cual el
método de la invencidon puede identificar con precision muestras que se han confirmado como positivas por
colposcopia para enfermedad de cuello uterino de alto grado (es decir, positivos verdaderos). Por tanto, la
sensibilidad es la proporcion de positivos a enfermedad que es positivo a ensayo. En un estudio clinico, la
sensibilidad se calcula dividiendo el numero de positivos verdaderos entre la suma de positivos verdaderos y
negativos falsos. Véanse los Ejemplos 1-3 mas adelante. En algunas realizaciones, la sensibilidad de los métodos
descritos para la deteccion de una enfermedad de cuello uterino de alto grado es al menos del 90, 91, 92, 93, 94, 95,
96, 97, 98, 99% o mas. Adicionalmente, la especificidad de los métodos de la presente invencion es preferentemente
al menos un 85%, mas preferentemente al menos aproximadamente un 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99% o
mas.

La expresion “valor predictivo positivo” o “VPP” se refiere a la probabilidad de que una paciente posea una
enfermedad de cuello uterino de alto grado cuando se limita a esos pacientes que se han clasificado como positivos
usando un método de la invencién. En un estudio clinico, el VPP se calcula dividiendo el numero de positivos
verdaderos entre la suma de positivos verdaderos y positivos falsos. En algunas realizaciones, el VPP de un método
de la invencion, para diagnosticar una enfermedad de cuello uterino de alto grado, es de al menos aproximadamente
40% manteniendo al mismo al tiempo una sensibilidad de al menos 90%, mas particularmente al menos 95%. El
“valor predictivo negativo” o “VPN” de un ensayo, es la probabilidad de que una paciente no tenga la enfermedad
cuando se limita a todos los pacientes que son negativos al ensayo. En un estudio clinico, el VPN se calcula
dividiendo el nimero de negativos verdaderos entre la suma de negativos verdaderos y negativos falsos.

Los biomarcadores descritos en el presente documento incluyen genes y proteinas, y variantes y fragmentos de los
mismos. Tales biomarcadores incluyen ADN que comprende la secuencia total o parcial de la secuencia de acido
nucleico que codifica al biomarcador o el complemento de tal secuencia. Los acidos nucleicos del biomarcador
también incluyen ARN que comprende la secuencia total o parcial de cualquiera de las secuencias de acido nucleico
de interés. Una proteina biomarcadora es una proteina codificada por o correspondiente a un biomarcador de ADN.
Una proteina biomarcadora comprende la secuencia total o parcial de aminoacidos de cualquiera de las proteinas o
polipéptidos biomarcadores.
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Un “biomarcador” es cualquier gen o proteina cuyo nivel de expresion en un tejido o célula estd modificado en
comparacién con el de una célula o tejido normal o sano. Los biomarcadores MCM2 y Topo2A, en los que se basa la
presente invenciéon, son selectivos para enfermedades de cuello uterino de alto grado subyacentes. Por
“sobreexpresado selectivamente en enfermedades de cuello uterino de alto grado” se entiende que el biomarcador
de interés se sobreexpresa en enfermedades de cuello uterino de alto grado pero no se sobreexpresa en afecciones
clasificadas como LSIL, CINI, muestras infectadas por el VPH sin presencia de displasia, células metaplasicas
inmaduras y otras afecciones que no se consideran que son enfermedades clinicas. Por tanto, la deteccién de los
biomarcadores permite la diferenciacion de muestras indicativas de enfermedades de cuello uterino de alto grado
subyacentes procedentes de muestras que son indicativas de proliferacion benigna, infeccion por el VPH en fase
temprana o displasia leve. Por “infeccién por el VPH en fase temprana” se entiende infeccion por el VPH que no ha
progresado a displasia de cuello uterino. Como se usa en el presente documento, "displasia leve" se refiere a LSIL y
CINI donde no esta presente ninguna lesion de alto grado. Los métodos de la invencién también distinguen células
indicativas de enfermedades de alto grado de células normales, células metaplasicas inmaduras y otras células que
no son indicativas de enfermedades clinicas. De esta manera, los métodos de la invencion permiten identificar con
precision enfermedades de cuello uterino de alto grado, incluso en casos erroneamente clasificados como normales,
CINI, LSIL o ASCUS por ensayo Pap tradicional (es decir, “negativos falsos”). En algunas realizaciones, los métodos
para diagnosticar enfermedades de cuello uterino de alto grado se realizan en respuesta a un frotis Pap andémalo o
atipico. Es decir, los métodos de la invencion pueden realizarse en respuesta a una paciente que posee un resultado
de frotis Pap anémalo o atipico. En otros aspectos de la invencion, los métodos se realizan como un ensayo de
exploracién primario para detectar enfermedades de cuello uterino de alto grado en la poblacién general de mujeres,
exactamente como actualmente se realiza el ensayo Pap convencional.

Los biomarcadores descritos en el presente documento pueden identificar células, en una suspension celular
citolégica, que sean premalignas, malignas o claramente cancerosas. Los biomarcadores en los que se basa la
invencion detectan células de afecciones CINII y citadas anteriormente, pero no detectan CINI ni células infectadas
por el VPH en las que no hay enfermedad de alto grado subyacente. Los biomarcadores descritos en el presente
documento incluyen genes y proteinas implicados en la regulacion del ciclo celular, interrupcion del ciclo celular del
VPH, replicacién y transcripcion del ADN y transduccién de sefial. Algunos de los biomarcadores descritos en el
presente documento son genes de la fase S, incluyendo aquellos genes cuya expresion la estimula el factor de
transcripcion E2f o el factor de transcripcion Sp-1. Para la realizacion practica de determinados aspectos de la
descripcion pueden usarse biomarcadores nucleares. Por “biomarcador nuclear” se entiende un biomarcador que se
expresa predominantemente en el nucleo de la célula. Un biomarcador nuclear puede expresarse a un menor grado
en otras partes de la célula.

Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) desempefian una funcién esencial en la replicacion de
ADN eucariota. Las proteinas de mantenimiento de minicromosomas (MCM) actian en las etapas tempranas de la
replicacién del ADN cargando el complejo pre-replicativo sobre el ADN y actian como una helicasa para ayudar a
desenrollar el ADN duplex durante la sintesis de novo de la cadena de ADN duplicada. Cada una de las proteinas
MCM posee motivos de ATPasa dependientes de ADN en su dominio central altamente conservado. Los niveles de
proteinas MCM generalmente aumentan de una manera variable a medida que las células normales avanzan de la
fase GO a la fase G1/S del ciclo celular. En la fase GO, las proteinas MCM2 y MCM5 son mucho menos abundantes
que las proteinas MCM7 y MCM3. MCM6 forma un complejo con MCM2, MCM4 y MCM7, que se une a histona H3.
Ademas, el subcomplejo de MCM4, MCM6 y MCM7 posee actividad helicasa, que esta mediada por la actividad de
union al ATP de la MCM6 vy la actividad de unién al ADN de la MCM4. Véase, por ejemplo, Freeman et al. (1999)
Clin. Cancen Res. 5:2121-2132; Lei et al. (2001) J. Cell Sci. 114:1447-1454; Ishimi et al. (2003) Eur. J. Biochem.
270:1089-1101.

Publicaciones antiguas han demostrado que las proteinas MCM, y en particular, la MCM-5, son Utiles para deteccion
de enfermedades de cuello uterino (Williams et al. (1998) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 95:14932-14937), asi como de
otros canceres (Freeman et al. (1999) Clin Cancer Res. 5:2121-2132). La bibliografia publicada indica que los
anticuerpos contra MCM-5 son capaces de detectar células neoplasicas de cuello uterino. La especificidad para la
deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado no se ha demostrado para la MCM-5 (Williams et al.
(1998) Proc Natl Acad Sci U.S.A. 95:14932-14937). La deteccion de la expresion de MCM-5 no esta limitada a
enfermedades de cuello uterino de alto grado sino que también se detecta en displasia de bajo grado identificada y
en células proliferativas que han vuelto a entrar en el ciclo celular después de infeccidon por VPH de alto riesgo. En la
Figura 4 se muestra la deteccién de neoplasia de cuello uterino con anticuerpos contra MCM-5. Ademas de MCM-5,
otros miembros de la familia de MCM, incluyendo MCM-2 y MCM-7, han demostrado ser marcadores potencialmente
Utiles para la deteccion de neoplasia de cuello uterino en muestras de tejido (Freeman et al. (1999) Clin Cancer Res.
5:2121-2132; Brake et al. (2003) Cancer Res. 63:8173-8180). Resultados recientes han demostrado que, usando
formatos inmunoquimicos, la MCM-7 parece ser un marcador especifico para la deteccién de enfermedades de
cuello uterino de alto grado (Brake et al. (2003) Cancer Res. 63:8173-8180; Malinowski et al. (2004) Acta Cytol.
43:696).

La topoisomerasa |l alfa (Topo2a) es una enzima nuclear esencial implicada en la replicacion del ADN y es una
diana para muchos farmacos anticancerosos usados para la terapia contra el cancer. La expresion disminuida de
Topo2a es un mecanismo predominante de resistencia frente a diversos agentes quimioterapéuticos. Una variaciéon
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significativa en el intervalo de expresion de esta proteina se ha observado en muchos tumores diferentes. Topo2a es
predominante en células proliferativas y se modifica en la fase M por fosforilacion en sitios especificos, lo que es
critico para la condensacion y segregacion del cromosoma durante la mitosis.

La proteina p21 es una proteina codificada por el gen WAF1/Cip1 en el cromosoma 6p. Se ha demostrado que este
gen inhibe la actividad de diversos complejos ciclina/quinasa dependientes de ciclina y bloquean la progresion del
ciclo celular. La expresion de p21WAF1 media la funcién de detencion del ciclo celular de p53. Dado que p21 parece
mediar varias de las funciones reguladoras del crecimiento de p53, su exEresi()n puede reflejar el estado funcional
de p53 mas exactamente que la acumulacién de p53. Ademas, p21W F puede inhibir la replicacion de ADN
blogueando la accién del antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA).

La ciclina E es una subunidad reguladora de cdk-2 y controla la transicion de G1/S durante el ciclo celular de
mamiferos. Isoformas multiples de Ciclina E se expresan solo en tumores pero no en tejidos normales, lo que
sugiere una regulaciéon post-transcripcional de la Ciclina E. En analisis realizados in vitro se indica que estas
isoformas variantes de Ciclina E truncadas pueden fosforilar la histona H1. Modificaciones en proteinas de Ciclina E
se han implicado como indicadores de mal prondstico en diversos canceres.

Otros biomarcadores de interés incluyen genes regulados por el ciclo celular que son especificos para el limite de la
fase G1/S o para la fase S. Tales genes incluyen, pero sin limitacion, helicasa (DDX11), uracil ADN glucolasa (UNG),
E2F5, ciclina E1 (CCNE1), ciclina E2 (CCNEZ2), CDC25A, CDC45L, CDC6, p21 WAF-1(CDKN1A), CDKN3, E2F1,
MCM2, MCM6, NPAT, PCNA, tallo-lazo PB (SLBP), BRCA1, BRCA2, CCNG2, CDKN2C, dihidrofolato reductasa
(DHFR), histona H1, histona H2A, histona H2B, histona H3, histona H4, MSH2, NASP, ribonucleétido reductasa M1
(RRM1), ribonucledtido reductasa M2 (RRM2), timidina sintetasa (TYMS), factor de replicacion C4 (RFC4), RAD51,
Factor 1A de cromatina (CHAF1A), Factor 1B de cromatina (CHAF1B), topoisomerasa Ill (TOP3A), ORC1, primasa
2A (PRIM2A), CDC27, primasa 1 (PRIM1), endonucleasa de estructura flap (FEN1), anemia de fanconi comp. grp A
(FNACA), PKMYT1 y la proteina de replicacion A2 (RPA2). Véase, por ejemplo, Whitfield et al. (2002) Mol. Biol. Cell
13:1977-2000. Otros genes de fase S de interés incluyen quinasa 2 dependiente de ciclina (CDK2), MCM3, MCM4,
MCMS5, ADN polimerasa | alfa (ADN POL1), ADN ligasa 1, B-Myb, ADN metil transferasa (ADN MET), pericentrina
(PER), KIF4, DP-1, ID-3, proteina de unidon a RAN (RANBP1), alfa 6 de unién comunicante (GJA6), aminolevulinato
deshidratasa (ALDH), histona 2A Z (H2A.Z), espermina sintasa (SpmS), proliferina 2, proteina de activacion de
linfocitos T, fosfolipasa A2 (PLA2) y antigeno L6 (L6). Véase, por ejemplo, Nevins et al. (2001) Mol. Cell. Biol.
21:4689-4699.

También se describen genes biomarcadores que estan inducidos por el factor de transcripcion E2f. Tales genes
incluyen, pero sin limitacion, timidilato sintasa, timidina quinasa 1, ribonucledtido reductasa M1, ribonucleétido
reductasa M2, CDK2, ciclina E, MCM3, MCM7, PCNA, subunidad pequefia de ADN primasa, topoisomerasa Il A
(Topo2A), ADN ligasa 1, endonucleasa flap 1, RAD51, CDC2, ciclina A2, ciclina B1, ciclina B2, KI-67, KIFC1, FIN16,
BUB1, importina alfa-2, HMG2, potenciador de zeste, STK-1, BP tallo-bucle histona, Rb, P18-INK4C, annexina VIII,
c-Myb, CDC25A, ciclina D3, ciclina E1, desoxicitosina quinasa, DP-1, enzima convertidora de endotelina, enolasa 2,
P18 INK4C, ribonucleétido reductasa y uracil-ADN-glucolasa 2. Véase, por ejemplo Nevins et al., anteriormente
citados; Muller et al. (2000) Genes y Dev. 15:267-285. También se describe un biomarcador de interés que es un
gen inducido por el factor de transcripcion E2f que esta implicado en la regulacién del ciclo celular y en la replicaciéon
del ADN, tales como, por ejemplo, ciclina E2, Ki-67, p57KIP2, RANBPM vy la proteina de replicacion A1. Algunos
genes de interés inducidos por E2f estan implicados en la apoptosis, incluyendo APAF1, Bcl-2, caspasa 3, MAP3
quinasa 5 y el factor asociado al receptor del TNF. Otros genes inducidos por E2f estan implicados en la regulacién
de la transcripcion e incluyen, por ejemplo, el polihomedtico 2 similar a ash2, la proteina ectodérmica embrionaria, el
potenciador de zeste, hairy/potenciador de division, homeocaja A10, homeocaja A7, homeocaja A9, homeodominio
TF1, leucemia pre-cel_BI FT3, YY1 TF, dominio POU TF, TAFII130, factor TBP 172, TF3 basico, bromodominio/
dedo de zinc, SWI/SNF, ID4, TEA-4, NFATC1, NFATC3, BT, CNC-1, MAF, MAFF, MAFG, proteina de unién al
nucleo, factor 4 similar a E74, c-FOS, JUNB, BP ADN dedo de zinc, y transactivador de Cbp/p300. Los genes
inducidos por E2f implicados en la transduccién de sefial también son biomarcadores potenciales de interés e
incluyen TGF beta, follistatina, proteina morfogenética 6sea 2, receptor de BMP de tipo 1A, homologo frizzled 1,
WNT10B, esfingosina quinasa 1, fosfatasa 7 de especificidad dual, fosfatasa (Y) de especificidad dual, Receptor 3
del FGF, proteina tirosina fosfatasa, fosfatasa (Y) de especificidad dual D6655, receptor de insulina, proliferacion 1
de linfocitos T maduros, receptor 2 del FGF , TGF alfa, proteina 3 efectora CDC42, Met, CD58, CD83, TACC1 y
TEADA4.

Aunque para la deteccién de una enfermedad de cuello uterino de alto grado los métodos de la invencién requieren
la deteccion de al menos dos biomarcadores MCM2 y Topo2A en una muestra procedente de una paciente, para la
realizacién practica de la presente invencion pueden usarse 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas biomarcadores. Se reconoce
que, para identificar casos de enfermedades de cuello uterino de alto grado, en una muestra corporal, puede usarse
la deteccidon de mas de los dos biomarcadores MCM2 y Topo2A. Por lo tanto, en algunas realizaciones, se usan mas
de dos biomarcadores, mas preferentemente, mas de dos biomarcadores complementarios. Por “complementario”
se entiende que la deteccion de la combinacién de biomarcadores en una muestra corporal da como resultado la
identificacion satisfactoria de una enfermedad de cuello uterino de alto grado con un mayor porcentaje de casos de
los que podrian identificarse si s6lo se usase uno de los biomarcadores. Por tanto, una determinacién mas exacta de
una enfermedad de cuello uterino de alto grado se realiza usando al menos los dos biomarcadores MCM2 y Topo2A.
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Por consiguiente, cuando para la realizacion practica de los métodos inmunocitoquimicos descritos en el presente
documento se usan al menos dos biomarcadores, se usaran al menos dos anticuerpos dirigidos contra proteinas
biomarcadoras distintas. Los anticuerpos pueden ponerse en contacto con la muestra corporal simultdnea o
conjuntamente. En la invencion, la sobreexpresion de MCM2 y de Topo2A se detecta usando tres anticuerpos, en el
que dos de los anticuerpos son especificos para MCM2 y el tercer anticuerpo es especifico para Topo2A.

Los métodos de diagnéstico de la invencién comprenden poner en contacto una muestra corporal, procedente de
una paciente, al menos con tres anticuerpos, en el que un primer y un segundo anticuerpo se unen especificamente
a MCM2 y un tercer anticuerpo se une a Topo2A y detectar la unién de los anticuerpos. Las muestras que presentan
sobreexpresion de los biomarcadores MCM2 y Topo2A, determinada por la deteccion de la unién de los anticuerpos,
se consideran positivas para una enfermedad de cuello uterino de alto grado. En realizaciones particulares, la
muestra corporal es una monocapa de células de cuello uterino. En algunos aspectos de la invencién, la monocapa
de células de cuello uterino se proporciona en un portaobjetos de vidrio.

Por “muestra corporal” se entiende cualquier muestreo de células, tejidos o liquidos corporales en los que pueda
detectarse la expresion de un biomarcador. Son ejemplos de tales muestras corporales los que incluyen, pero sin
limitacién, sangre, linfa, orina, liquidos ginecoldgicos, biopsias y frotis. Las muestras corporales pueden obtenerse
de una paciente mediante una diversidad de técnicas que incluyen, por ejemplo, raspado o frotis de un area o
usando una aguja para aspirar liquidos corporales. En la materia se conocen bien métodos para recoger diversas
muestras corporales. En realizaciones particulares, la muestra corporal comprende células de cuello uterino, como
muestras de tejido de cuello uterino o como células en suspension de cuello uterino, particularmente en una
preparacion basada en liquido. En una realizacién, las muestras de cuello uterino se recogen siguiendo las
directrices de preparacién de especimenes citolégicos basados en liquido, tales como, por ejemplo, la preparaciéon
SurePath® (TriPath Imaging, Inc.) o ThinPrep® (CYTYC, Inc.). Las muestras corporales pueden transferirse a un
portaobjetos de vidrio para observar al microscopio. En el portaobjetos de vidrio a las células pueden aplicarse
soluciones fijadoras y colorantes para conservar el espécimen y para facilitar el examen. En una realizacion, la
muestra de cuello uterino se extraera y se procesara para proporcionar una muestra en monocapa, como se expone
en la Patente de Estados Unidos N° 5.346.831.

El método en monocapa se refiere a un método que produce una monocapa de material citolédgico sobre un sustrato
cargado con cationes. El método comprende las etapas de separar el material citoldgico por centrifugacion sobre un
gradiente de densidad, producir un sedimento compacto del material citolégico, mezclar el sedimento del material
citolégico, extraer una alicuota de un volumen predeterminado del sedimento mixto, depositar la alicuota y un
volumen predeterminado de agua en un recipiente de sedimentacion, que puede fijarse de manera extraible al
sustrato cargado con cationes, permitiendo que - debido a la fuerza gravedad- el material citologico se asiente sobre
el sustrato, y después del asentamiento del material citoldgico, eliminar el agua del recipiente de sedimentacion.
Para un analisis automatizado, el recipiente de sedimentacion puede desprenderse del sustrato. La desagregacion
puede realizarse mediante cualquiera de los métodos conocidos en la materia, tal como mediante inyeccion con
jeringa, tripsinizacion, ultrasonido, agitacion, agitacion vorticial o usando el dispositivo descrito en la Patente
relacionada de Estados Unidos 5.316.814. En algunas realizaciones, los portaobjetos que comprenden una
monocapa de células de cuello uterino se preparan a partir de muestras SurePath™ (TriPath Imaging, Inc.) usando
el procesador de portaobjetos PrepStain™ (TriPath Imaging, Inc.).

La sobreexpresion de un biomarcador puede detectarse sobre un nivel de acido nucleico o de proteina. Para
determinar la sobreexpresion, la muestra corporal a examinar puede compararse con una muestra corporal
correspondiente que se origina de una persona sana. Es decir, el nivel de expresién “normal” es el nivel de
expresion del biomarcador en las células de cuello uterino de un sujeto humano o de una paciente que no padece
una enfermedad de cuello uterino de alto grado. Tal muestra puede estar presente en forma convencional. En
algunas realizaciones, particularmente cuando la muestra corporal comprende una monocapa de células de cuello
uterino, la determinacion de la sobreexpresion del biomarcador no requiere la comparacion entre la muestra corporal
y una muestra corporal correspondiente que se origina de una persona sana. En esta situacién, la monocapa de
células de cuello uterino de un solo paciente puede contener solo 1-2 células anémalas por 50.000 células normales
presentes. La deteccion de estas células andmalas, identificadas por la sobreexpresion de los biomarcadores MCM2
y Topo2A, excluye la necesidad de comparar con una muestra corporal correspondiente que se origina de una
persona sana.

Los métodos para detectar biomarcadores comprenden cualquiera de los métodos que determinen la cantidad o la
presencia de los biomarcadores bien a nivel de acido nucleico o bien a nivel de proteina. Tales métodos se conocen
bien en la materia e incluyen, pero sin limitacion, transferencias de western, transferencias de Northern,
transferencias de Southern, ELISA, inmunoprecipitacién, inmunofluorescencia, citometria de flujo,
inmunocitoquimica, técnicas de hibridacion de acido nucleico, métodos de transcripcion inversa de acido nucleico y
métodos de amplificacién de acido nucleico. De acuerdo con la invencion, la sobreexpresion de los biomarcadores
MCM2 y Topo2A se detecta a nivel de proteina usando anticuerpos que se dirigen contra estas proteinas
biomarcadoras especificas. Estos anticuerpos pueden usarse en diversos métodos tales como transferencia de
Western, ELISA, inmunoprecipitacion o técnicas de inmunocitoquimica. Del mismo modo, la inmunotincién de frotis
de cuello uterino puede combinarse con métodos de tincion Pap convencionales de manera que pueda obtenerse
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informacion morfolégica e informacion inmunocitoquimica. De esta manera, la deteccién de los biomarcadores
puede reducir el elevado indice de negativos falsos del ensayo del frotis Pap y puede facilitar la exploracién masiva
automatizada.

De acuerdo con la invencion, los al menos tres anticuerpos especificos para las proteinas biomarcadoras MCM2 y
Topo2A se utilizan para detectar la sobreexpresion de dichas proteinas biomarcadores en una muestra corporal. El
método comprende poner en contacto una muestra corporal de una paciente al menos con tres anticuerpos, en el
que un primer y segundo anticuerpo se unen especificamente a MCM2 y un tercer anticuerpo se une
especificamente a Topo2A, que son biomarcadores sobreexpresados selectivamente en enfermedades de cuello
uterino de alto grado y detectar la unién de los anticuerpos para determinar si los biomarcadores se sobreexpresan
en la muestra del paciente. Un aspecto preferido de la invencién proporciona una técnica inmunocitoquimica para el
diagndstico de enfermedades de cuello uterino de alto grado. Un experto en la materia reconocera que el método
inmunocitoquimico descrito a continuacidon en el presente documento puede realizarse manualmente o de una
manera automatizada usando, por ejemplo, el Sistema de Tincion Universal Autostainer (Dako) o el Biocare Nemesis
Autostainer (Biocare). En el Ejemplo 1 se proporciona un protocolo para la tincion de anticuerpos (es decir,
inmunocitoquimica) de muestras de cuello uterino.

En un método inmunocitoquimico, en un medio liquido, tal como, por ejemplo, en un vial de recogida SurePath™
(TriPath Imaging, Inc.) se recoge una muestra de cuello uterino de una paciente. Para recoger células procedentes
del medio liquido y para depositarlas en una capa fina sobre un portaobjetos de vidrio para analisis posterior se usa
un procesador automatizado, tal como el sistema PrepStain™ (TriPath Imaging, Inc.). Los especimenes del
portaobjetos pueden fijarse o no y pueden analizarse inmediatamente después de la preparacion o pueden
conservarse para analisis posterior. Los portaobjetos preparados pueden conservarse en etanol al 95% durante un
minimo de 24 horas. Como alternativa, los portaobjetos pueden conservarse en un tampoén de tratamiento previo tal
y como se describe mas adelante.

Puede ser necesario modificar las muestras para hacer que los antigenos biomarcadores sean accesibles a la union
del anticuerpo. En un aspecto particular de los métodos inmunocitoquimicos, los portaobjetos se transfieren a un
tampon de tratamiento previo, por ejemplo el Tampon de Preparacion SureSlide® (TriPath Imaging, Inc.) y
opcionalmente se calientan para aumentar la accesibilidad del antigeno. El calentamiento de la muestra en el
tampon de tratamiento previo altera rapidamente la bicapa lipidica de las células y hace que los antigenos (es decir
las proteinas biomarcadoras) sean mas accesibles para la union del anticuerpo. El tampon de tratamiento previo
puede comprender un polimero, un detergente, o un tensioactivo no iénico o aniénico, tal como, por ejemplo, un
tensioactivo anidnico o no anidnico etoxilado, un alcanoato o un alcoxilato o incluso mezclas de estos tensioactivos
incluso el uso de una sal biliar. El tampén de tratamiento previo puede comprender un detergente no iénico o
aniénico, tal como alcanoato sédico con un peso molecular aproximado de 183 kD mezclado con un alcoxilato con
un peso molecular aproximado de 370 kD (en lo sucesivo el presente documento denominado RAM). El tampdn de
tratamiento previo puede comprender RAM al 1%. El tampdén de tratamiento previo también puede usarse como un
tampon de conservacion de portaobjetos, como se ha indicado anteriormente. Puede usarse una solucién del 0,1%
al 1% de acido desoxicdlico, sal de sodio, monohidrato tanto para un tampén de conservacién asi como para un
tampdn de tratamiento previo. Para los tampones de conservacion y de tratamiento previo, puede usarse una
solucién de laureth-13-carboxilato sédico (por ejemplo Sandopan LS) o un complejo aniénico etoxilado o incluso un
acido carboxilico alquilaril etoxilado. El tampdn de tratamiento previo para portaobjetos puede comprender del 0,05%
al 5% de laureth-13-carboxilato sédico, particularmente del 0,1% al 1% de laureth-13-carboxilato sodico, mas
particularmente el 0,5% de laureth-13-carboxilato sodico. Los portaobjetos pueden conservarse en el tampoén
durante un tiempo de hasta 72 horas antes del proceso de tratamiento previo y de tincion. En un inmunoensayo, tal
como, por ejemplo, un método inmunocitoquimico o inmunohistoquimico, los tampones de tratamiento previo pueden
usarse en métodos para hacer que los antigenos sean mas accesibles para la unién del anticuerpo. Véase el
Ejemplo 14. Las expresiones “tampdn de tratamiento previo” y “tampén de preparacién” se usan indistintamente en
el presente documento para referirse a un tampdn que se usa para preparar muestras citoldgicas o histolodgicas para
inmunotincion, particularmente aumentando la accesibilidad del antigeno para la unién del anticuerpo.

En la realizacion practica de la invencion puede usarse cualquier método para hacer que los antigenos sean mas
accesibles para la unién del anticuerpo, incluyendo los métodos de recuperacién de antigenos conocidos en la
materia. Véanse, por ejemplo, Bibbo et al. (2002) Acta. Cytol. 46: 25-29; Saqi et al. (2003) Diagn. Cytopathol. 27:
365-370; Bibbo et al. (2003) Anal. Quant. Cytol. Histol. 25: 8-11. En algunas realizaciones, la recuperacion de
antigenos comprende conservar los portaobjetos en etanol al 95% durante al menos 24 horas, sumergir los
portaobjetos en un bafio de Solucién de Recuperacién Diana 1X, pH 6,0, (DAKO S1699)/dH,0 precalentado a 95 °C
y colocar los portaobjetos en un vaporizador durante 25 minutos. Véase el Ejemplo 2 mas adelante.

Después del tratamiento previo o de la recuperacion del antigeno para aumentar la accesibilidad del antigeno, las
muestras se bloquean usando un agente bloqueador apropiado, por ejemplo, un reactivo bloqueador de peroxidasa
tal como peroxido de hidrégeno. En algunas realizaciones, para impedir la unién no especifica del anticuerpo, las
muestras se bloquean usando un reactivo bloqueador de proteina. El reactivo bloqueador de proteina puede
comprender, por ejemplo, caseina purificada. Después, un anticuerpo, particularmente un anticuerpo monoclonal,
dirigido contra un biomarcador de interés, se incuba con la muestra. Como se ha indicado anteriormente, un experto
en la materia apreciara que, en algunos casos, puede obtenerse un diagnostico mas preciso de una enfermedad de
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cuello uterino de alto grado, detectando mas de un biomarcador en una muestra de una paciente. Por lo tanto, de
acuerdo con la invencién, para detectar una enfermedad de cuello uterino de alto grado se usa al menos tres
anticuerpos, en el que un primer y segundo anticuerpo se unen especificamente a MCM2 y un tercer anticuerpo se
une especificamente a Topo2A. Cuando se usa mas de un anticuerpo, estos anticuerpos pueden afiadirse a una
sola muestra secuencialmente como reactivos de anticuerpos individuales o de manera simultanea como un céctel
de anticuerpos. Véase el Ejemplo 3 mas adelante. Como alternativa, cada anticuerpo individual puede afadirse a
una muestra especifica del mismo paciente y agruparse los datos resultantes. En realizaciones particulares, un
céctel de anticuerpos comprende al menos los tres anticuerpos, en el que dos anticuerpos se unen especificamente
a MCM2 y un tercer anticuerpo se une especificamente a Topo2A.

En la materia se conocen bien técnicas para detectar la unién de anticuerpos. La uniéon de anticuerpos a un
biomarcador de interés puede detectarse usando reactivos quimicos que generan una sefal detectable que
corresponde al nivel de union del anticuerpo y, por consiguiente, al nivel de expresion de proteina biomarcadora. En
uno de los métodos inmunocitoquimicos de la invencion, la unién al anticuerpo se detecta usando un anticuerpo
secundario que se conjuga con un polimero marcado. Los ejemplos de polimeros marcados incluyen, pero sin
limitacion, conjugados de polimero-enzima. Las enzimas, en estos complejos, se usan tipicamente para catalizar la
deposicion de un cromogeno en el sitio de union del antigeno al anticuerpo, por lo que da como resultado una tincion
celular que corresponde al nivel de expresion del biomarcador de interés. Las enzimas de interés particular incluyen
peroxidasa de rabano picante (HRP) y fosfatasa alcalina (AP). Para la realizacién practica de la presente invencion
pueden usarse sistemas de deteccién de anticuerpos comerciales, tales como, por ejemplo, el sistema Envision+ de
Dako y el sistema Mach 3 de Biocare Medical.

En un método inmunocitoquimico particular de la invencion, la union de anticuerpos a un biomarcador se detecta
usando un polimero marcado con HRP que esta conjugado a un anticuerpo secundario. La unién al anticuerpo
también puede detectarse usando un reactivo sonda de ratdn, que se une a anticuerpos monoclonales de ratén y un
polimero conjugado a HRP, que se une al reactivo sonda de raton. Los portaobjetos se tifien para la unién del
anticuerpo usando el cromégeno 3,3-diaminobencidina (DAB) y después se tifien con un colorante de contraste con
hematoxilina y, opcionalmente, con un agente colorante azul tal como hidréxido de amonio o TBS/Tween-20. En
algunos aspectos de la invencién, un citélogo y/o un patélogo observa los portaobjetos al microscopio para evaluar
la tincién celular (es decir, la sobreexpresion del biomarcador) y para determinar si existe una enfermedad de cuello
uterino de alto grado. Como alternativa, las muestras pueden observarse por microscopia automatizada o por
personal con la ayuda de un programa informatico por ordenador que facilita la identificaciéon de células con tincion
positiva.

Los términos “anticuerpo” y “anticuerpos” incluyen ampliamente formas de origen natural de anticuerpos vy
anticuerpos recombinantes tales como anticuerpos monocatenarios, anticuerpos quiméricos y humanizados y
anticuerpos multiespecificos asi como fragmentos y derivados de todo lo anterior, cuyos fragmentos y derivados
poseen al menos un sitio de unién antigénico. Los derivados de anticuerpo pueden comprender una proteina o un
resto quimico conjugado al anticuerpo.

Los “anticuerpos” y las “inmunoglobulinas” (Igs) son glucoproteinas que poseen las mismas caracteristicas
estructurales. Si bien los anticuerpos muestran una especificidad de unién hacia un antigeno, las inmunoglobulinas
incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas de tipo anticuerpo que carecen de especificidad hacia un antigeno.
Los polipéptidos de esta ultima clase se producen, por ejemplo, a bajos niveles por el sistema linfatico y a altos
niveles por los mielomas.

El término “anticuerpo” se usa en su sentido mas amplio e abarca anticuerpos totalmente ensamblados, fragmentos
de anticuerpos que pueden unirse a un antigeno (por ejemplo, Fab’, F’(ab);, Fv, anticuerpos monocatenarios,
diacuerpos) y péptidos recombinantes que comprenden los anteriores.

La expresion “anticuerpo monoclonal”’, como se usa en el presente documento, se refiere a un anticuerpo obtenido
de una poblacién de anticuerpos sustancialmente homogéneos, es decir, los anticuerpos individuales que
comprenden la poblacion son idénticos excepto por posibles mutaciones de origen natural que pueden estar
presentes en cantidades minimas.

Los “fragmentos de anticuerpo” comprenden una parte de un anticuerpo intacto, preferentemente la regiéon de union
a antigeno o la region variable del anticuerpo intacto. Los ejemplos de fragmentos de anticuerpo incluyen fragmentos
Fab, Fab’, F(ab’)2, y Fv; diacuerpos; anticuerpos lineales (Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10): 1057-1062);
moléculas de anticuerpo monocatenario y anticuerpos multiespecificos formados a partir de fragmentos de
anticuerpo. La digestion de los anticuerpos con papaina produce dos fragmentos de unién al antigeno idénticos,
denominados fragmentos “Fab”, cada uno con un uUnico sitio de unién al antigeno y un fragmento “Fc” residual, cuyo
nombre refleja su capacidad para cristalizar rapidamente. El tratamiento con pepsina produce un fragmento F(ab’)2
que posee dos sitios de combinacién con el antigeno y todavia es capaz de presentar reaccion cruzada con el
antigeno.
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“Fv” es el fragmento de anticuerpo minimo que contiene un sitio de reconocimiento y unién al antigeno completo. En
una especie Fv bicatenaria, esta region consiste en un dimero de un dominio variable de cadena pesada y uno de
cadena ligera en intima asociacion no covalente. En una especie Fv monocatenaria, un dominio variable de cadena
pesada y uno de cadena ligera pueden estar unidos covalentemente por un conector peptidico flexible de manera
que las cadenas pesada y ligera pueden asociarse en una estructura dimérica “analoga” a la de una especie Fv
bicatenaria. Es en esta configuracién en la que tres CDR de cada dominio variable interaccionan para definir un sitio
de union al antigeno sobre la superficie del dimero Vu-Vi. En su conjunto, las seis CDR confieren al anticuerpo
especificidad de unién al antigeno. Sin embargo, incluso un Unico dominio variable (o la mitad de un Fv comprende
so6lo tres CDR especificas para un antigeno) tiene una capacidad de reconocer y unirse a un antigeno, aunque con
una menor afinidad a la del sitio de unién completo.

El fragmento Fab también contiene el dominio constante de la cadena ligera y el primer dominio constante (Cu1) de
la cadena pesada. Los fragmentos Fab difieren de los fragmentos Fab’ por la adicién de unos pocos restos en el
extremo carboxi del dominio C41 de la cadena pesada incluyendo una o mas cisteinas de la regién bisagra del
anticuerpo. En la presente memoria, Fab’-SH es la denominacién para Fab’ en el que el resto (o los restos) de
cisteina de los dominios constantes llevan un grupo tiol libre. Los fragmentos de anticuerpo F(ab’)2 se produjeron
originalmente como pares de fragmentos Fab’ que poseian entre ellos cisteinas de la region bisagra.

Los anticuerpos policlonales pueden prepararse inmunizando un sujeto adecuado (por ejemplo, un conejo, cabra,
ratén u otro mamifero) con un inmunégeno de proteina biomarcadora. La titulacion del anticuerpo en el sujeto
inmunizado puede monitorizarse con el paso del tiempo mediante técnicas convencionales, tales como con un
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) usando una proteina biomarcadora inmovilizada. A un tiempo
apropiado después de la inmunizacion, por ejemplo, cuando las titulaciones del anticuerpo son mas elevadas, las
células productoras de anticuerpos pueden obtenerse a partir del sujeto y usarse para preparar anticuerpos
monoclonales por técnicas convencionales, tales como la técnica del hibridoma originalmente descrita por Kohler y
Milstein (1975) Nature 256: 495-497, la técnica del hibridoma de células B humanas (Kozbor et al. (1983) Immunol.
Today 4: 72), la técnica del hibridoma de EBV (Cole et al. (1985) in Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, ed.
Reisfeld y Sell (Alan R. Liss, Inc., Nueva York, NY), pags. 77-96) o técnicas de trioma. La tecnologia para producir
hibridomas se conoce bien (véase, en lineas generales, Coligan et al., eds. (1994) Current Protocols in Immunology
(John Wiley & Sons, Inc., Nueva York, NY); Galfre et al. (1977) Nature 266: 550-52; Kenneth (1980) in Monoclonal
Antibodies: A New Dimension In Biological Analyses (Plenum Publishing Corp., NY); y Lerner (1981) Yale J. Biol.
Med., 54: 387-402).

Como alternativa a la preparacion de hibridomas secretores de anticuerpos monoclonales, un anticuerpo monoclonal
puede identificarse y aislarse explorando una biblioteca de inmunoglobulinas combinatoria recombinante (por
ejemplo, una biblioteca de presentacién de anticuerpos en fagos) con una proteina biomarcadora para aislar asi
miembros de la biblioteca de inmunoglobulina aislados que se unen a la proteina biomarcadora. En el mercado se
encuentras disponibles kits para generar y explorar bibliotecas de presentaciéon de fagos (por ejemplo, the
Pharmacia Recombinant Phage Antibody System, Catalog No. 27-9400-01; y the Stratagene SurfZAP9 Phage
Display Kit, Catalog No. 240612). Adicionalmente, ejemplos de métodos y reactivos particularmente adecuados para
usar en la generacion y exploracion de bibliotecas de presentacion de anticuerpos pueden encontrarse, por ejemplo,
en la Patente de Estados Unidos N° 5.223.409; en las Publicaciones PCT N° WO 92/18619; WO 91/17271; WO
92/20791; WO 92/15679; 93/01288; WO 92/01047; 92/09690; y 90/02809; Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:
1370-1372; Hay et al. (1992) Hum. Antibod. Hybridomas 3: 81-85; Huse et al. (1989) Science 246: 1275-1281;
Griffiths et al. (1993) EMBO J. 12: 725-734.

La deteccion de la unién de anticuerpos puede facilitarse acoplando el anticuerpo a una sustancia detectable. Los
ejemplos de sustancias detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes,
materiales luminiscentes, materiales bioluminiscentes y materiales radioactivos. Ejemplos de enzimas adecuadas
incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, b-galactosidasa o acetilcolinesterasa; ejemplos de
complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidina/biotina, ejemplos de materiales
fluorescentes adecuados incluyen umbeliferona, fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina, fluoresceina
diclorotriacinilamina, cloruro de dansilo o ficoeritrina; un ejemplo de un material luminiscente incluye luminol;
ejemplos de materiales luminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y aequorina; y ejemplos de materiales
radioactivos adecuados incluyen ', "', %S, o *H.

Con respecto a la deteccion de la tincion de anticuerpos en los métodos inmunocitoquimicos de la invencién,
también existen en la materia, métodos video microscépicos e informaticos para la determinaciéon cuantitativa de una
cantidad de especies moleculares mdltiples (por ejemplo, proteinas biomarcadoras) en una muestra biolégica en la
que cada especie molecular presente se indica por un marcador colorante representativo que posee un color
especifico. Tales métodos también se conocen en la materia como métodos de analisis colorimétrico. En estos
métodos, para proporcionar una imagen de la muestra biolégica después de que se ha tefido, se usa la video
microscopia para indicar visualmente la presencia de un biomarcador de interés particular. Algunos de estos
métodos, tales como los descritos en la Solicitud de Patente de Estados Unidos 09/957.446 de Marcelpoil et al. y en
la Solicitud de Patente de Estados Unidos 10/057.729 de Marcelpoil et al., describen el uso de un sistema de
formacién de imagenes y un programa informatico asociado para determinar las cantidades relativas de cada
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especie molecular presente basandose en la presencia de marcadores de tinte de color representativos como se
indica por los valores de densidad 6ptica o transmitancia de los marcadores de tinte de color, respectivamente,
determinado por un sistema de formacion de imagenes y programas informaticos asociados. Estas técnicas
proporcionan determinaciones cuantitativas de las cantidades relativas de cada especie molecular en una muestra
biolégica tefiida usando una sola imagen de video que se “deconstruye” en sus partes de componente de color.

Los anticuerpos usados para la realizacion practica de la invencién se seleccionan por tener alta especificidad por
las proteinas biomarcadoras de interés. En la materia se conocen métodos para preparar anticuerpos y para
seleccionar anticuerpos apropiados. Véase, por ejemplo, Celis, ed. (publicado) Cell Biology & Laboratory Handbook,
3?2 edicion (Academic Press, Nueva York). En algunas realizaciones, para la realizacién practica de la invencion
pueden usarse anticuerpos comerciales dirigidos contra proteinas biomarcadoras especificas. Los anticuerpos de la
invencion pueden seleccionarse basandose en la tincion deseable de muestras citolégicas, en lugar de histoldgicas.
Esto es, en realizaciones particulares los anticuerpos se seleccionan teniendo en cuenta el tipo de muestra final (es
decir, preparaciones citolégicas) y la especificidad de unién.

Los anticuerpos dirigidos contra biomarcadores especificos de interés pueden seleccionarse y purificarse mediante
un proceso de exploracién multietapa. Pueden explorarse polidomas para identificar anticuerpos especificos de
biomarcadores que posean los rasgos de especificidad y sensibilidad deseados. Como se usa en el presente
documento, "polidoma" se refiere a hibridomas multiples. Los polidomas se proporcionan tipicamente en placas de
cultivo tisular multipocillo. En la etapa inicial de exploracion de anticuerpos, se genera una micromatriz tisular
tumoral que comprende muestras multiples, normales (es decir, no CIN), CINIII, carcinoma de células escamosas y
adenocarcinoma. En la materia se conocen bien métodos y equipos, tales como Chemicon® Advanced Tissue
Arrayer, para generar matrices de tejidos multiples en un solo portaobjetos. Véase, por ejemplo, la Patente de
Estados Unidos N° 4.820.504. Los sobrenadantes no diluidos de cada pocillo que contienen un polidoma se someten
a ensayo para detectar la tincion positiva usando técnicas inmunohistoquimicas convencionales. En esta etapa de
exploracion inicial, la unién no especifica, fondo, basicamente se ignora. Los polidomas que producen resultados
positivos se seleccionan y se usan en la segunda fase de exploracién de anticuerpos.

En la segunda etapa de exploracion, los polidomas positivos se someten a un proceso de dilucién limitante. Los
anticuerpos no explorados resultantes se someten a ensayo para detectar la tincion positiva de muestras de CINIII o
carcinoma de cuello uterino usando técnicas inmunohistoquimicas convencionales. En esta fase, la tincion de fondo
es relevante y solo se seleccionan los polidomas candidatos con tincion positiva para células anémalas (es decir,
células CINIIl y cancerosas) para analisis posterior.

Para identificar anticuerpos que puedan distinguir muestras normales y CINI de las que son indicativas de
enfermedad de cuello uterino del alto grado (es decir, CINII y anteriores), se genera un micromatriz tisular de tipo
panel de enfermedades. Esta micromatriz tisular comprende tipicamente muestras multiples no CIN, CINI, CINII,
CINIII, carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma. Las técnicas inmunohistoquimicas convencionales se
emplean para someter a ensayo polidomas candidatos para detectar tincion positiva especifica solo de muestras
indicativas de enfermedades de cuello uterino de alto grado (es decir, muestras CINII y anteriores). Los polidomas
que producen resultados positivos y tincién de fondo minima se seleccionan para andlisis posterior.

Los cultivos de tinciéon positiva se preparan como clones individuales para seleccionar anticuerpos monoclonales
candidatos individuales. En la materia se conocen bien métodos para aislar clones individuales. El sobrenadante de
cada clon que comprende anticuerpos no purificados se somete a ensayo para detectar tincion especifica de
muestras CINII, CINIII, carcinoma de célula escamosa y adenocarcinoma usando las micromatrices tisulares de tipo
panel tumorales y de enfermedades descritas anteriormente en el presente documento. Los anticuerpos candidatos
que muestran tincién positiva de muestras de enfermedad de cuello uterino de alto grado (es decir, CINIl y
anteriores), tincion minima de otros tipos de células (es decir muestras normales y CINI) y escaso fondo se
seleccionan para purificacién y analisis posterior. En la materia se conocen bien métodos para purificar anticuerpos
mediante cromatografia de adsorcion por afinidad.

Para identificar anticuerpos que presenten tincion especifica maxima de muestras de enfermedad de cuello uterino
de alto grado y tincion no especifica, de escaso fondo, en muestras citolégicas de tincién no especifica, los
anticuerpos candidatos aislados y purificados en los procesos de exploracion anteriores, basados en
inmunohistoquimica, se someten a ensayo usando técnicas inmunocitoquimicas. En los Ejemplos 1 y 2 se
proporcionan protocolos ejemplares para realizar inmunocitoquimica.

Especificamente, los anticuerpos de interés purificados se usan para someter a ensayo un nimero estadisticamente
significativo de muestras NIL (es decir, lesién no invasiva), ASCUS, LSIL, HSIL o de pacientes con citologia de
cuello uterino cancerosa. Las muestras se analizan por inmunocitoquimica, como se describe en el presente
documento, y se clasifican como positivas, negativas o indeterminadas para una enfermedad de cuello uterino de
alto grado basandose en la tinciébn de anticuerpo positiva para un biomarcador particular. Los valores de
sensibilidad, especificidad, predictivos positivos y predictivos negativos para cada anticuerpo se calculan. Se
seleccionan los anticuerpos que muestran una tincion especifica maxima de enfermedad de cuello uterino de alto
grado en muestras citolégicas de cuello uterino con fondo minimo (es decir, proporcion de sefal con respecto a
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interferencia maxima).

La identificacion de anticuerpos apropiados da como resultado un aumento en la proporcién de sefal con respecto a
interferencia y un aumento en la utilidad clinica del ensayo. El formato de ensayo y el tipo de muestra a usar son
factores criticos en la seleccion de anticuerpos apropiados. Muchos anticuerpos dirigidos contra biomarcadores no
producen una proporcion de sefial con respecto a interferencia deseable en un formato inmunocitoquimico con
preparaciones citolégicas o en un formato inmunohistoquimico con muestras incluidas en parafina fijadas con
formalina. Ademas, los anticuerpos biomarcadores que producen una proporciéon de sefial con respecto a
interferencia maxima en un formato inmunohistoquimico no pueden funcionar tan bien en ensayos
inmunocitoquimicos. Por ejemplo, un anticuerpo que produce el nivel de tincion deseado en un formato
inmunocitoquimico puede no producir el nivel de tincién apropiado en un ensayo inmunohistoquimico (datos no
mostrados). Del mismo modo, un anticuerpo que produce una proporcion aceptable de sefial con respecto a
interferencia, cuando se usa en el ensayo inmunohistoquimico, puede dar como resultado una sobretincion de las
muestras inmunocitoquimicas (datos no mostrados). Por tanto, la seleccion del anticuerpo requiere una primera
consideracion del formato de ensayo y del tipo de muestra final a usar.

Los analisis basados en citologia (es decir, inmunocitoquimica) se diferencian de los ensayos basados en tejidos (es
decir, inmunohistoquimica) en la medida en que la arquitectura tisular no esté disponible para ayudar en la
interpretacion de la tincién en el formato inmunocitoquimico. Por ejemplo, en un ensayo inmunohistoquimico
realizado en muestras procedentes de pacientes con displasia leve o carcinoma de células escamosas con un
anticuerpo dirigido contra Claudina 1, el resultado indicé que la Claudina 1 se expresaba en la lesién de la muestra
de displasia leve (es decir, tincion de color marrén claro) pero se sobreexpresé significativamente (es decir, tincién
de color marrén oscuro) en la lesidon cancerosa (Figura 12). Los resultados obtenidos con el mismo anticuerpo
dirigido contra Claudina 1 en un formato de ensayo inmunocitoquimico fueron indeterminados (Figura 13). Aunque
las células anémalas se detectan facilmente usando un anticuerpo dirigido contra Claudina 1 en un ensayo
inmunohistoquimico, el resultado obtenido por la tincion de Claudina 1 en el ensayo inmunocitoquimico es mas dificil
de interpretar. Por lo tanto, los biomarcadores que son apropiados en un formato inmunohistoquimico pueden no ser
adecuados en un ensayo inmunocitoquimico y, por tanto, no se incluyen en la realizacion preferida de la presente
invencion.

Adicionalmente, la localizacién de los biomarcadores en la célula también es una consideraciéon importante en
ensayos inmunocitoquimicos. Los biomarcadores que presentan patrones de tincién nuclear, citoplasmica o de
membrana pueden confirmarse morfolégicamente y son apropiados para métodos inmunohistoquimicos. La tincion
citoplasmica y de membrana, sin embargo, hace dificil identificar caracteristicas morfolégicas criticas de la
enfermedad de cuello uterino (por ejemplo, proporcion de tincién nuclear respecto a citoplasmica) en ensayos
inmunocitoquimicos. Véase la Figura 15. En cambio, los biomarcadores que se expresan en el nicleo y que
presentan un modelo de tincién nuclear facilitan la deteccion de la tincién del anticuerpo y también permiten realizar
andlisis morfoldgicos. Véase la Figura 15. Por tanto, en un ensayo inmunocitoquimico de la presente invencion, solo
se usan biomarcadores que se expresan selectivamente en el nucleo.

Un experto en la materia reconocera que, para maximizar la proporcion de sefal con respecto a interferencia para
un anticuerpo particular, es necesario maximizar la optimizacion de la titulacion y la deteccion quimica del
anticuerpo. Las concentraciones de anticuerpo que maximizan la unién especifica a los biomarcadores y minimizan
la unidon no especifica (o “fondo”) se determinaran. En realizaciones particulares, las titulaciones de anticuerpos
apropiadas para su uso en preparaciones citoldgicas de cuello uterino se determinan inicialmente sometiendo a
ensayo diversas diluciones de anticuerpo en muestras tisulares normales y de enfermedad de cuello uterino de alto
grado, incluidas en parafina fijadas en formalina. Las concentraciones éptimas de anticuerpo y las condiciones
quimicas de deteccion se determinan en primer lugar para las muestras tisulares de cuello uterino incluidas en
parafina fijadas en formalina. El disefio de ensayos para optimizar la titulacién de anticuerpos y las condiciones de
deteccion es convencional y se encuentra bien dentro de las habilidades rutinarias de los expertos habituales en la
materia. Después de determinar las condiciones 6ptimas para las muestras tisulares fijadas, cada anticuerpo se usa
después en preparaciones citolégicas de cuello uterino en las mismas condiciones. Algunos anticuerpos requieren
optimizacion adicional para reducir la tinciéon de fondo y/o para aumentar la especificidad y sensibilidad de la tincién
en las muestras citoldgicas.

Adicionalmente, un experto en la materia reconocera que la concentracién de un anticuerpo particular usado para la
realizacion practica de los métodos de la invencion variara dependiendo de factores tales como el tiempo para la
union, el nivel de especificidad del anticuerpo por la proteina biomarcadora y el método de la preparacion de la
muestra corporal. Ademas, cuando se usan anticuerpos multiples, la concentracion necesaria puede estar afectada
por el orden en el que se aplican los anticuerpos a la muestra, es decir, simultdneamente como un coctel o
secuencialmente como reactivos de anticuerpos individuales. Ademés, la deteccion quimica usada para visualizar la
unién del anticuerpo a un biomarcador de interés también debe optimizarse para producir la proporcién de sefial con
respecto a interferencia deseada.

La expresién de un biomarcador de interés puede detectarse a nivel de acido nucleico. Las técnicas basadas en
acido nucleico para evaluar la expresion se conocen bien en la materia e incluyen, por ejemplo, determinar el nivel
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de ARNm biomarcador en una muestra corporal. Muchos métodos de deteccion de expresion usan ARN aislado.
Para la purificacion de ARN procedente de células de cuello uterino puede utilizarse cualquier técnica de aislamiento
de ARN que no se seleccione contra el aislamiento del ARNm (véase, por ejemplo, Ausubel et al., ed., (1987-1999)
Current Protocols in Molecular Biology (John Wiley & Sons, Nueva York). Adicionalmente, gran cantidad de muestras
tisulares pueden procesarse facilmente usando técnicas bien conocidas por los expertos en la materia, tales como,
por ejemplo, el proceso se aislamiento de ARN de una sola etapa de Chomczynski (1989, Patente de Estados
Unidos N° 4.843.155).

El término “sonda” se refiere a cualquier molécula que sea capaz de unirse selectivamente a una biomolécula diana
especificamente deseada, por ejemplo, un transcrito nucleotidico o una proteina codificada por, o que corresponde
a, un biomarcador. Un experto en la materia puede sintetizar sondas o estas pueden derivar de preparaciones
biolégicas apropiadas. Las sondas pueden disefiarse especificamente para marcarse. Los ejemplos de moléculas
que pueden utilizarse como sondas incluyen, pero sin limitacion, ARN, ADN, proteinas, anticuerpos, y moléculas
organicas.

El ARNm aislado puede usarse en ensayos de hibridacion o amplificacion que incluyen, pero sin limitacion, analisis
de Southern o Northern, analisis de reaccion en cadena de la polimerasa y matrices de sondas. Un método para la
deteccidon de niveles de ARNm implica poner en contacto el ARNm aislado con una molécula de acido nucleico
(sonda) que puede hibridarse con el ARNm codificado por el gen a detectar. La sonda de acido nucleico puede ser,
por ejemplo, un ADNc de longitud completa o una parte del mismo, tal como un oligonucleétido de al menos 7, 15,
30, 50, 100, 250 6 500 nucleodtidos de longitud y suficiente para hibridarse especificamente en condiciones rigurosas
con un ARNm o ADN genémico que codifica un biomarcador. La hibridacién de un ARNm con la sonda indica que el
biomarcador en cuestién va a expresarse.

El ARNm se inmoviliza en una superficie sélida y se pone en contacto con una sonda, por ejemplo procesando el
ARNmM aislado en un gel de agarosa y transfiriendo el ARNm desde el gel a una membrana, tal como nitrocelulosa.
Como alternativa la sonda (o sondas) se inmoviliza en una superficie sélida y el ARNm se pone en contacto con la
sonda (o sondas) por ejemplo, en una matriz de placa génica Affymetrix. Un experto en la materia puede adaptar
facilmente métodos de deteccién de ARNm conocidos para su uso en la deteccién del nivel de ARNm codificado por
los biomarcadores.

Un método alternativo para determinar el nivel de ARNm codificado por el biomarcador en una muestra implica el
proceso de amplificacion de acido nucleico, por ejemplo, por RT-PCR (la realizacion experimental expuesta en
Mullis, 1987,Pat. de Estados Unidos No. 4.683.202), reaccion en cadena de la ligasa (Barany (1991) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 88: 189-193), replicacion de secuencia autosostenida (Guatelli et al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 87: 1874-1878), sistema de amplificacién transcripcional (Kwoh et al. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
1173-1177), Q-Beta Replicasa (Lizardi et al. (1988) Bio/Technology 6: 1197), replicacién de enrollamiento circular
(Lizardi et al., Patente de Estados Unidos No. 5.854.033) o cualquier otro método de amplificaciéon de acido nucleico,
seguido por la deteccion de las moléculas amplificadas usando técnicas bien conocidas por los expertos en la
materia. Estos esquemas de deteccion son especialmente Utiles para la deteccion de moléculas de acido nucleico si
tales moléculas estan presentes en muy pequefias cantidades. La expresion del biomarcador puede evaluarse por
RT-PCR flourogénica cuantitativa (es decir, el Sistema TaqMan®). Tales métodos utilizan tipicamente pares de
cebadores oligonucleotidicos que son especificos para el biomarcador de interés. En la materia se conocen bien
métodos para disefiar cebadores oligonucleotidicos especificos para una secuencia conocida.

Los niveles de expresion del ARN del biomarcador pueden controlarse usando una transferencia de membrana (tal y
como se usa en analisis de hibridacién tales como de Northern, Southern, puntual y similares) o micropocillos, tubos
de muestra, geles, perlas o fibras (o cualquier soporte sélido que comprenda acidos nucleicos unidos). Véanse las
Patentes de Estados Unidos N° 5.770.722, 5.874.219, 5.744.305, 5.677.195 y 5.445.934. La deteccion de la
expresion del biomarcador también puede comprender el uso de sondas de acido nucleico en solucién.

Para detectar expresion de biomarcadores pueden usarse micromatrices. Las micromatrices son particularmente
muy adecuadas para este fin debido a su reproducibilidad entre diferentes experimentos. Las micromatrices de ADN
proporcionan un método para la medicion simultanea de los niveles de expresiéon de grandes cantidades de genes.
Cada matriz consiste en un patrén reproducible de sondas de captura unidas a un soporte sélido. EIl ARN o ADN
marcado se hibrida con sondas complementarias sobre la matriz y después se detecta por escaner laser. Las
intensidades de hibridacion para cada sonda en la matriz se determinan y se convierten en un valor cuantitativo que
representa niveles de expresion de genes relativos. Véanse, las Patentes de Estados Unidos N° 6.040.138,
5.800.992 y 6.020.135, 6.033.860, y 6.344.316. Las matrices de oligonucleétidos de alta densidad son
particularmente Utiles para determinar el perfil de expresidon génico de una gran cantidad de los ARN existentes en
una muestra.

Las técnicas para la sintesis de estas matrices usando métodos de sintesis mecanicos se describen, por ejemplo, en
la Patente de Estados Unidos N° 5.384.261. Aunque se prefiere una superficie matricial plana, la matriz puede
fabricarse practicamente sobre una superficie de cualquier forma o incluso sobre una multiplicidad de superficies.
Las matrices pueden ser péptidos o acidos nucleicos en perlas, geles, superficies poliméricas, fibras, tales como,
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fibras opticas, vidrio o cualquier otro sustrato apropiado, véanse las Patentes de Estados Unidos N° 5.770.358,
5.789.162, 5.708.153, 6.040.193 y 5.800.992. Las matrices pueden envasarse de tal manera que se permita realizar
el diagndstico u otra manipulacién de un dispositivo todo incluido.. Véanse, por ejemplo, las Patentes de Estados
Unidos N° 5.856.174 y 5.922.591.

En una estrategia, el ARNm total aislado de la muestra se convierte en ARNc marcado y después se hibrida con una
matriz de oligonucleétidos. Cada muestra se hibrida con una matriz individual. Los niveles de transcripcion relativos
pueden calcularse por referencia a controles apropiados presentes en la matriz y en la muestra.

También se proporcionan kits para la realizacion practica de los métodos de la invenciéon. Por “kit” se entiende
cualquier fabricacién (por ejemplo un envase o un recipiente) que comprenda al menos un reactivo, por ejemplo, un
anticuerpo, una sonda de acido nucleico, etc. para detectar especificamente la expresiéon de los biomarcadores
MCM2 y Topo2A de la invencién. El kit puede facilitarse, distribuirse o comercializarse como una unidad para
realizar los métodos de la presente invencién. Adicionalmente, los kits pueden contener un prospecto de envase que
describa el kit y los métodos para su uso.

En una realizacion particular, se proporcionan kits para la realizacién practica de los métodos inmunocitoquimicos de
la invencién. Tales kits son compatibles tanto con técnicas inmunocitoquimicas manuales como automatizadas (por
ejemplo, tincion celular) como se describe mas adelante en el Ejemplo 1. Estos kits comprenden al menos tres
anticuerpos, en los que un primer y un segundo anticuerpo, incluidos en el kit, se unen especificamente a MCM2 y
en los que un tercer anticuerpo se une especificamente a Topo2A, productos quimicos para la deteccién de la unién
de los anticuerpos a los biomarcadores, un colorante de contraste y, opcionalmente, un agente colorante azul para
facilitar la identificacion de las células con tincion positiva. En la realizaciéon practica de la invencion puede usarse
cualquier producto quimico que detecte la unién del antigeno al anticuerpo. En algunas realizaciones, los productos
quimicos para la deteccién comprenden un polimero marcado conjugado con un anticuerpo secundario. Por ejemplo,
puede proporcionarse un anticuerpo secundario que esté conjugado con una enzima que cataliza la deposicion de
un cromogeno en el sitio de union del antigeno-anticuerpo. Tales enzimas y técnicas para usarlas en la deteccion de
la unién de anticuerpos se conocen bien en la técnica. En una realizacion, el kit comprende un anticuerpo
secundario que esta conjugado con un polimero marcado con HRP. Adicionalmente pueden proporcionarse
cromoégenos compatibles con la enzima conjugada (es decir, DAB en el caso de un anticuerpo secundario marcado
con HRP) y soluciones, tales como peréxido de hidréogeno, para bloquear la tincidon no especifica. En otras
realizaciones, la unién de anticuerpos a una proteina biomarcadora se detecta mediante el uso de un reactivo sonda
de ratén que se une a anticuerpos monoclonales de ratén, seguido por la adicién de un polimero de dextrano
conjugado con HRP que se une al reactivo sonda de raton. Dichos reactivos de deteccion son asequibles, por
ejemplo, en el mercado de Biocare Medical.

Los kits de la presente invenciéon pueden comprender adicionalmente un reactivo bloqueador de peroxidasa (es
decir, peréxido de hidrégeno), un reactivo bloqueador de proteinas (por ejemplo, caseina purificada) y un colorante
de contraste (por ejemplo, hematoxilina). Adicionalmente, en el kit puede proporcionarse un agente colorante azul
(por ejemplo hidréxido de amonio o TBS, pH 7,4, con Tween 20 y azida soédica) para facilitar la detecciéon de las
células con tincién positiva.

Los kits inmunocitoquimicos de la invencion comprenden al menos tres anticuerpos en el que un primer y un
segundo anticuerpo, incluidos en el kit, se unen especificamente a MCM2 y en el que un tercer anticuerpo se une a
Topo2A, para detectar especificamente la expresion de al menos dos biomarcadores MCM2 y Topo2A. Cada
anticuerpo puede proporcionarse en el kit como un reactivo individual o, como alternativa, como un cdéctel de
anticuerpos que comprende todos los anticuerpos dirigidos contra los diferentes biomarcadores de interés.
Adicionalmente, cualquiera o todos los reactivos del kit pueden proporcionarse en envases que los protegen del
medio externo, tal como envases herméticos. En el Ejemplo 8, mas adelante, se describe un kit ejemplar para la
realizacién practica de los métodos de la invencion.

En los kits pueden incluirse controles positivos y/o negativos para validar la actividad y el correcto uso de los
reactivos empleados de acuerdo con la invencion. Los controles pueden incluir muestras, tales como cortes
tisulares, células fijadas en portaobjetos, etc., que se sabe que son positivas o negativas para la presencia del
biomarcador de interés. En una realizacién particular, el control positivo comprende células SiHa. Esta es una linea
celular humana de cancer de células escamosas de cuello uterino que es hipertriploide y positiva para infeccién por
VPH-16 y, por lo tanto, sirve como un control positivo para la sobreexpresion de biomarcadores en patologias de
cuello uterino de alto grado. Las células de control SiHa pueden proporcionarse en los kits de la invencién como
portaobjetos preparados o como una suspension celular que es compatible con la preparacion del portaobjetos. El
disefio y uso de los controles es convencional y se encuentra bien dentro de la habilidad rutinaria de los expertos
habituales en la materia.

También se describen kits para identificar una enfermedad de cuello uterino de alto grado que comprende detectar la
sobreexpresion de biomarcadores a nivel de &cido nucleico. Tales kits comprenden, por ejemplo, al menos una
sonda de acido nucleico que se une especificamente a un acido nucleico biomarcador o a un fragmento del mismo.
En un aspecto particular, los kits comprenden al menos dos sondas de &cido nucleico que se hibridan con distintos
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acidos nucleicos biomarcadores.

En algunas realizaciones, los métodos de la invencidon pueden usarse en combinaciéon con técnicas de citologia
tradicionales que analizan caracteristicas morfologicas. Por ejemplo, las técnicas inmunocitoquimicas de la presente
invencion pueden combinarse con la tincion Pap convencional de manera que se conserva toda la informacion
morfoldgica procedente del método convencional. De esta manera, la deteccidon de biomarcadores puede reducir el
alto indice de negativos falsos del ensayo del frotis de Pap y puede facilitar la exploracién masiva automatizada. En
una realizacién particular, los métodos inmunocitoquimicos descritos anteriormente en el presente documento se
combinan con la tincién Pap convencional en un solo método, como se describe mas adelante en los Ejemplos 6-7.
Un método inmunocitoquimico y de tincion Pap combinado permite visualizar, en una sola muestra, los
biomarcadores que se sobreexpresan selectivamente en una enfermedad de cuello uterino de alto grado y la
morfologia celular (por ejemplo, un portaobjetos para visualizar al microscopio que comprenda una monocapa de
células de cuello uterino). EI método inmunocitoquimico y de tincién Pap combinado puede permitir una
identificacion y un diagndéstico mas preciso de una enfermedad de cuello uterino de alto grado, particularmente en
casos erroneamente clasificados como normales, LSIL o ASCUS por ensayo Pap convencional. El analisis de
sobreexpresion de biomarcadores y de morfologia celular en un solo método podria reemplazar al frotis de Pap
como el método de exploracién principal para el cancer de cuello uterino.

Un experto en la materia reconocera que, para esta metodologia combinada, los parametros de tincion (por ejemplo,
tiempos de incubacioén, condiciones de lavado, concentraciones de cromégeno/colorante, etc..) deberan optimizarse
de tal manera que se obtenga un contraste suficiente entre el resultado inmunocitoquimico (por ejemplo tincién con
cromogeno) y la tincién de Pap. El disefio de ensayos para optimizar parametros de tincion es convencional y se
encuentra bien dentro de las habilidades rutinarias de los expertos habituales en la materia. Los kits, como se indica
en las reivindicaciones, para realizar el método inmunohistoquimico de tincién Pap combinado se incluyen también
en la presente invencién. Dichos kits comprenden los reactivos necesarios para realizar la inmunocitoquimica, como
se ha descrito anteriormente en el presente documento, y los reactivos para realizar la tincién Pap convencional,
particularmente EA50 y Orange G.

Adicionalmente, un experto en la materia apreciara que, en los métodos de la invencién, puede implementarse
cualquiera o todas las etapas, manualmente por personal, o como alternativa, de manera automatica. Por tanto, las
etapas de preparacion de la muestra, tincion de la muestra y deteccion de la expresion del biomarcador pueden
automatizarse.

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustraciéon y no a modo de limitacion.

PARTE EXPERIMENTAL

Ejemplo 1 (EJEMPLO BASE): Deteccion de la Sobreexpresion de Biomarcadores Usando Inmunocitoquimica

Preparacioén y Tratamiento Previo del Portaobjetos

Se recogieron muestras de células de cuello uterino procedentes de pacientes y se colocaron en un vial de recogida
SurePath™ (TriPath Imaging, Inc.). Las células de cuello uterino se recogieron del medio liquido y se depositaron en
una capa fina sobre un portaobjetos de vidrio usando el sistema procesador de portaobjetos PrepStain™ (TriPath
Imaging, Inc.). Los portaobjetos preparados se transfirieron inmediatamente a un tampén de tratamiento previo
(RAM al 1%) y se calentaron durante 45 minutos a 95 °C. Los portaobjetos se enfriaron a temperatura ambiente y se
aclararon tres veces (2 minutos por aclarado) en TBS (solucién salina tamponada con tris).

Inmunocitoquimica manual

Para impedir la tincién no especifica de fondo, no se permitié que los portaobjetos se secasen durante el proceso de
tincion. Adicionalmente, para bloquear la tincion no especifica, se aplicd perdxido de hidrégeno a los portaobjetos
durante 5 minutos, seguido de un aclarado con TBS. Un anticuerpo dirigido contra MCM®6 se aplico al portaobjetos
durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de la incubaciéon con el anticuerpo dirigido contra MCM®6, el
portaobjetos se lavd tres veces con TBS durante 2 minutos por lavado. Al portaobjetos se aplicé un anticuerpo
secundario polimérico marcado con HRP de Dako Envision+ durante 30 minutos a temperatura ambiente, seguido
de un aclarado con TBS. Se aplico cromégeno DAB al sustrato con HRP durante 10 minutos y después los
portaobjetos se aclararon durante 5 minutos con agua. Cada portaobjetos se tifié con una tincién de contraste de
hematoxilina y después se aclararon con agua hasta quedar limpios. Después de la tincién de contraste, los
portaobjetos se sumergieron en hidréxido de amonio durante 10 segundos y después se aclararon con agua durante
1 minuto.

Las muestras se deshidrataron sumergiendo los portaobjetos en etanol al 95% durante 1 minuto y después en etanol
absoluto durante 1 minuto mas. Los portaobjetos se limpiaron aclarando 3 veces en xileno durante 1 minuto por
aclarado. Después los portaobjetos se cubrieron con un cubreobjetos con un medio de montaje permanente y se
incubaron a 35 °C hasta secarse. Las células con tincién positiva se visualizaron usando un microscopio de campo
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claro.
Inmunocitoquimica automatizada

El sistema de Tincion Universal Dako Autostainer se programé de acuerdo con las instrucciones del fabricante y los
reactivos de tincion y de tincion de contraste necesarios descritos anteriormente para la inmunocitoquimica manual
se cargaron en el aparato. Los portaobjetos preparados y previamente tratados se cargaron en el Autostainer y se
activd el programa. Al final del procesamiento, los portaobjetos se retiraron y se aclararon en agua durante 5
minutos. Los portaobjetos se deshidrataron, se limpiaron, se cubrieron con un cubreobjetos y se analizaron como se
ha descrito anteriormente.

Ejemplo 2 (EJEMPLO BASE): Deteccion de Biomarcadores en Muestras Quimicas

Se recogieron aproximadamente 180 muestras citolégicas de cuello uterino de pacientes que representaban
diversos diagndsticos. La presencia o ausencia de células o lesiones cancerosas, indicativas de enfermedad de alto
grado en estos pacientes, se confirmé previamente por colposcopia. La tabla siguiente indica la cantidad de
muestras dentro de cada grupo de diagndstico analizado en este estudio, asi como una descripcion de los hallazgos
colposcopicos (por ejemplo, presencia o ausencia de lesiones de alto grado).

Tabla 1: Especimenes analizados

Diagnostico |Recuento Descripcion
NIL 72 Negativo a VPH
ASC-US 26 26 sin lesion
0 con lesién o con VPH de alto riesgo
LSIL 48 42 negativos para lesiéon de alto grado
6 positivos para lesion de alto grado
HSIL 25
Cancer 10 Carcinoma de Células Escamosas vy

Adenocarcinoma

Las muestras se analizaron mediante métodos inmunocitoquimicos para identificar enfermedad de cuello uterino de
alto grado. Se usaron anticuerpos para detectar la sobreexpresion de seis biomarcadores de interés: MCM2, MCM6,
MCM 7, p21*®"" Ciclina E y Topo2A. Los controles de ensayo incluyeron MCM2, MCM6, MCM7, p21**" Ciclina E,
Topo2A y un proceso negativo de IgG de ratén en la linea celular SiHa. Las muestras también se analizaron por
técnicas de tincion Pap tradicionales.

Preparacion de Portaobjetos

Cada muestra se retir6 del almacenamlento y se dejé llegar a temperatura ambiente. A cada vial se afadieron 6 mi
de conservante TriPath CytoRich® y los vnales se sometieron a agitacién vorticial. Las muestras se procesaron en el
procesador automatizado TriPath PrepMate y cualquier liquido restante en el vial se transfiri6 a un tubo de
centrifuga. Las muestras se centrifugaron durante 2 minutos a 200xg y se aspiré el sobrenadante. Las muestras se
centrifugaron durante 10 mlnutos a 800xg y se decanté el sobrenadante. Los tubos de muestra se cargaron en el
sistema TriPath PrepStain® y se activo el programa informatico del sistema (version 1.1; Sélo Transferencia). Se
prepararon ocho portaobjetos por cada muestra procedente del paciente y se conservaron en etanol al 95% durante
al menos 24 horas, pero no mas de 2 semanas, antes de usar en los métodos de tincion Pap y e
inmunocitoquimicos.

Método de Tincion Pap

Los portaobjetos preparados se incubaron en etanol al 95% durante 30 segundos y después se aclararon con agua
durante 30 segundos mas. Se aplico hematoxilina a los portaobjetos durante 6 minutos. Los portaobjetos se
aclararon en agua durante 1 minuto, agua acida durante 2 segundos y agua durante 30 segundos. Durante 30
segundos se aplicé un agente colorante azul (hidréxido de amonio) y los portaobjetos se aclararon prlmero en agua
y después en etanol al 95% durante 30 segundos cada vez. Se aplicé con EA 50 y Orange G (Autocyte®) durante 6
minutos. Los portaobjetos se aclararon 2 veces en etanol al 95%, 3 veces en etanol al 100% y 3 veces en xileno
durante 30 segundo por aclarado.

Posteriormente los portaobjetos se cubrieron con un cubreobjetos usando un medio de montaje Acrytol y se
incubaron a 35 °C hasta secarse. Un patélogo observé las muestras usando un microscopio de campo claro.
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Método Inmunocitoquimico

Los portaobjetos preparados se retiraron del etanol al 95% y se aclararon con agua desionizada durante
aproximadamente 1 minuto. Los portaobjetos se colocaron en un bafio de Soluciéon de Recuperacion Diana 1X pH
6,0 (DAKO S1699)/dH,0 precalentado a 95 °C y se colocaron en un vaporizador durante 25 minutos. Las muestras
se dejaron enfriar durante 20 minutos a temperatura ambiente, se aclararon bien en agua desionizada y se pusieron
en TBS. Los portaobjetos previamente tratados se tifieron para detectar la expresion del biomarcador, esencialmente
como se ha descrito anteriormente en el Ejemplo 1, “Inmunocitoquimica Automatizada”. Se diluyeron anticuerpos
convencionales dirigidos contra MCM2 (1:200), MCM7 (1: 25), p21waf1 (1:100), y ciclina E (1:100), como se indica y
se usaron para detectar la expresion del biomarcador. El anticuerpo contra MCM6 purificado, identificado por
exploracién de polidoma, como se describe en el Ejemplo 4, se uso a una dilucién 1:6000.

Interpretacion de los Portaobjetos
Cada portaobjetos se exploré y analizd por un citdlogo y un patélogo. Las muestras se clasificaron como positivas,

negativas o indeterminadas para enfermedad de cuello uterino de alto grado de acuerdo con los siguientes
parametros:

. No se tuvieron en cuenta artefactos no celulares ni las células inflamatorias de tincién marrén (DAB).

. No se contaron como positivas las células escamosas de aspecto normal, maduras ni las células
glandulares de aspecto normal cuando se tifieron con DAB.

. Se consideraron positivas las células metaplasicas escamosas junto con las células anémalas.

. Se consideré negativa una intensidad de tincién de menos de 1,5.

. Los resultados discrepantes se resolvieron analizando conjuntamente los portaobjetos..

Los resultados inmunocitoquimicos se compararon con los resultados previamente obtenidos por colposcopia.
Después, cada portaobjetos proporciond un resultado final de positivo verdadero (PV), negativo verdadero (NV),
positivo falso (PF), negativo falso (NF) o indeterminado. Para cada biomarcador, se calculd la sensibilidad, la
especificidad, los valores predictivos positivos y los valores predictivos negativos.

Resultados

A continuacién se resumen los resultados para cada biomarcador.

Tabla 2: MCM2

PV PF NF NV Indeterminado Totales
NILf[O|O|O |71 1 72
ASC-US (Sin Lesién)] 0 |0 [ 0 [ 25 1 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(SinHSIL){ 0 |7 | 0 | 31 4 42
LSILHSIL) 3|03 ] O 0 6
HSIL|24[{0 1| O 0 25
Céncer| 710[1] 0 2 10
34 7 5 127 8 181

Sensibilidad 0,8718
Especificidad 0,9478
VPP 0,8293
VPN 0,9621
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Tabla 3: MCM6

PV PF NF NV Indeterminado Totales
NILlO |0 ]| O |68 4 72
ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 3| 0 | 22 1 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [14] 0 | 24 4 42
LSILHSIL){ 3|0 | 2] O 1 6
HSIL|22[{0 (0| O 3 25
Cancer[10|]0 |0 ] O 0 10
35 17 2 114 13 181

Sensibilidad  0,9459
Especificidad 0,8702

VPP 0,6731
VPN 0,9828
Tabla 4: MCM7
PV PF NF NV Indeterminado Totales
NILlO| 0|0 |67 5 72
ASC-US (Sin Lesion)[ 0 [ 2 | O | 21 3 26
ASC-US (Lesién)] 0 [ 0] 0] O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |12| 0 | 28 2 42
LSIL(HSIL)] 4| 0]2] 0O 0 6
HSIL|24[{0 1] O 0 25
Cancer| 9|0|0] O 1 10
37 14 3 116 11 181

Sensibilidad  0,9250
Especificidad 0,8923
VPP 0,7255
VPN 0,9748

Tabla S: Ciclina E

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O O[O 72 0 72

ASC-US (Sin Lesién)[ 0 [0 | 0 | 26 0 26
ASC-US (Lesion)[ 0 [0 [0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)[ 0 [3 |0 | 35 7 42
LSILHSIL)[ 2 [0 [4 | O 0 6
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PV PF NF NV Indeterminado Totales

HSIL|15(0 (4] O 6 25
Cancer[7(0]2] 0 1 10
24 3 10 133 11 181

Sensibilidad  0,7059
Especificidad 0,9779
VPP 0,8889
VPN 0,9301

Tabla 6: p21“"
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2] 0 |61 9 72

ASC-US (SinLesién)| 0 [ 1| 0|22 3 26
ASC-US (Con Lesion)f 0 0[O0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 12| 0 | 23 7 42
LSIL(HSIL){ 3|0 ]3| O 0 6
HSIL[21({0 |1 O 3 25

Cancer[ 7]|10]2] 0 1 10

31 15 6 106 23 181

Sensibilidad  0,8378
Especificidad 0,8760
VPP 0,6739
VPN 0,9464

Tabla 7: TOP02A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO[O| O |68 4 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 |24 1 26
ASC-US (Con Lesion)f 0 0[O0 | O 0 0
LSIL(SinHSIL)| 0 | 4 | O | 27 11 42
LSIL(HSIL){ 3|03 | O 0 6
HSIL[21({0 |1 O 3 25

Céancer[ 9|00 O 1 10

33 5 4 119 20 181

Sensibilidad  0,8919
Especificidad 0,9597
VPP 0,8684
VPN 0,9675
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Usando los métodos inmunocitoquimicos de la invencion, se analizaron aproximadamente 180 casos para detectar
la presencia de una enfermedad de cuello uterino de alto grado. De este numero, los biomarcadores MCM
produjeron un indice indeterminado que variaba de 4% al 7%. Adicionalmente, MCM2 mostrd una especificidad del
95% con una sensibilidad del 87%. Los biomarcadores MCM6 y MCM7 produjeron resultados de sensibilidad
comparables del 95% y 93%, respectivamente. La especificidad para estos dos biomarcadores varioé del 87% al
89%.

La ciclina E produjo el valor de especificidad mas alto del 98%. Aunque el indice indeterminado fue del 6%, la
sensibilidad fue sélo del 71%. El indice indeterminado para p21‘“’af1 fue el mas alto de todos los marcadores
sometidos a ensayo al 13%. p21**" produjo una sensibilidad del 84% y una especificidad del 88%. Se observé una
especificidad del 96% con el biomarcador Topo2A. El indice indeterminado para Topo2A fue del 11% con una
sensibilidad del 89%.

Ejemplo 3 (EJEMPLO BASE): Deteccion de Biomarcadores en Muestras Clinicas Usando Cécteles de Anticuerpos

Para identificar una enfermedad de cuello uterino de alto grado se analizaron aproximadamente 180 muestras
citologicas de cuello uterino confirmadas por colposcopia mediante métodos inmunocitoquimicos. Cada muestra se
analizé para detectar la expresion de biomarcadores multiples de interés. Especificamente, se analizaron diversas
combinaciones de anticuerpos dirigidos contra MCM2, MCM6, MCM 7, p21 waf1, Ciclina E y Topo2A para
determinar su capacidad para detectar una enfermedad de cuello uterino de alto grado. Estas muestras se evaluaron
para la expresion de biomarcadores multiples de interés usando los métodos inmunocitoquimicos y las pautas de
interpretacion de portaobjetos descritas en el Ejemplo 2.

Los resultados inmunocitoquimicos se compararon con los resultados previamente obtenidos por colposcopia.
Después, cada portaobjetos proporciond un resultado final de positivo verdadero (PV), negativo verdadero (NV),
positivo falso (PF), negativo falso (NF) o indeterminado. Para cada biomarcador, se calculd la sensibilidad, la
especificidad, los valores predictivos positivos y los valores predictivos negativos.

Resultados

A continuacién se resumen los resultados para cada biomarcador.

Tabla 8: MCM2 y MCM7
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO |0 |0 |66 6 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 {2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 [0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [13| 0 | 25 4 42
LSILHSIL){ 40| 2| O 0 6
HSIL|24[{0 1| O 0 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

38 15 3 111 14 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8810
VPP 0,7170
VPN 0,9737
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Tabla 9: MCM6 y MCM7
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O |0 ] 0|65 7
ASC-US (Sin Lesion)[ 0 [ 3 | 0 [ 21 2
ASC-US (Lesion)f 00 |0 ] O 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [16] 0 | 23 3
LSILHSIL){ 4|0 | 2] O 0
HSIL|24[{0 |0 | O 1
Céancer|10/0 |0 ] O 0
38 19 2 109 13

Sensibilidad  0,9500

Especificidad 0,8516

VPP 0,6667

VPN 0,9820

Tabla 10: MCM7 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O |0 |0 |64 8
ASC-US (SinLesion)| 0 12| 0| 21 3
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [12] 0 [ 29 1
LSILHSIL){ 4|0 | 2] O 0
HSIL|20{0 2| O 3
Céncer| 81 0|0] O 2
32 14 4 114 17

Sensibilidad  0,8889

Especificidad 0,8906

VPP 0,6957

VPN 0,9661

Tabla 11: MCM7 y Ciclina E

NIL

ASC-US (Sin Lesion)
ASC-US (Lesion)
LSIL(Sin HSIL)
LSIL(HSIL)

HSIL

72

26

0

42

6

25

10

181

72

26

0

42

6

25

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

0]10]|0]67 5
0[2]|0]21 3
0|10J0]O 0
0[12] 0|28 2
41012]0 0
24101110 0

23

72

26

0

42

6

25
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PV PF NF NV Indeterminado Totales
Cancer|10|{ 0|0 ] O 0 10

38 14 3 116 10 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8923
VPP 0,7308
VPN 0,9748

Tabla 12: MCM7 y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O0 | 2| 0|57 13 72

ASC-US (Sin Lesién)| 0 | 3]0 (20 3 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 | 0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)[ 0 14| 0 |21 7 42
LSILHSIL)|4 02| 0 0 6
HSIL|24[{ 0| 1] 0 0 25

Céancer[ 90|00 1 10

37 19 3 98 24 181

Sensibilidad  0,9250
Especificidad 0,8376
VPP 0,6607
VPN 0,9703

Tabla 13: MCM2 y MCM6
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{[O |0 |0 |67 5 72

ASC-US (Sin Lesion)[ 0 [ 3 | 0 [ 21 2 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)[ 0 [17] 0 | 21 4 42
LSILHSIL){ 3|0 | 2] O 1 6
HSIL|24[{0 |0 O 1 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

37 20 2 109 13 181

Sensibilidad  0,9487
Especificidad 0,8450
VPP 0,6491
VPN 0,9820
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Tabla 14: MCM2 y TOPOIIA

NILlO|O|O|67 5
ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 11 0 | 23 2
ASC-US (Lesion)f 00 |0 ] O 0
LSIL(SinHSIL)| 0| 8| 4|18 12
LSIL(HSIL)| 3|03 O 0
HSIL[25({0 |0 | O 0
Cancer] 910]0] O 1
37 9 7 108 20

Sensibilidad  0,8409

Especificidad  0,9231

VPP 0,8043

VPN 0,9391

Tabla 15: MCM2 y Ciclina E

NIL{[O |0 |0 |67 5
ASC-US (Sin Lesion){ 0 [0 | O | 71 1
ASC-US (Lesion){ 0 |0 | 0| 25 1
LSIL(SinHSIL){ 0 |9 | 0 | 27 6
LSILHSIL){ 3|0 |3 | O 0
HSIL|24[{0 1| O 0
Céncer| 810[2] 0 0
35 9 6 123 8

Sensibilidad  0,8537

Especificidad 0,9318

VPP 0,7955

VPN 0,9535

Tabla 16: MCM2 y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL

ASC-US (Sin Lesion)
ASC-US (Lesion)
LSIL(Sin HSIL)
LSIL(HSIL)

HSIL

0120160 10
011100 0
0|10J0]O 0
013|021 8
3101360 0
24101110 0

25

PV PF NF NV Indeterminado Totales

72

26

0

42

6

25

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

72

26

0

42

6

25

10

181

72

26

0

42

6

25
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PV PF NF NV Indeterminado Totales

Céncer| 910[1] 0 0
36 16 5 102 22
Sensibilidad  0,8780
Especificidad 0,8644
VPP 0,6923
VPN 0,9533

Tabla 17: TOPO2A y Ciclina E

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILf[O |0 | 0|68 4
ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 24 1
ASC-US (Lesion)f 00| 0] O 0
LSIL(SinHSIL){ 0 | 5| 0 | 27 10
LSILHSIL){ 3|0 |3 | O 0
HSIL[22(0 | 1] O 2
Céncer| 910|0] O 1
34 6 4 119 18

Sensibilidad  0,8947

Especificidad 0,9520

VPP 0,8500

VPN 0,9675

Tabla 18: TOPO2A y p21waf1

72

26

0

42

6

25

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILl] 0| 2]|0(58 12
ASC-US (Sin Lesion)| 0 | 2| 0 |21 3
ASC-US (Lesion)f 00 0| O 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 13| 0 |19 10
LSIL(HSIL)| 3|0 3|0 0
HSIL|25{ 00 ] O 0
Céancer|101 0| 0] O 0
38 17 3 98 25

Sensibilidad  0,9268

Especificidad 0,8522

VPP 0,6909

VPN 0,9703

26

72

26

0

42

6

25

10

181
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Tabla 19: p21waf1 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O0 |2 ]| 0|61 9 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 22 3 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [12] 0 | 23 7 42
LSILHSIL) 3|03 ] O 0 6
HSIL|22{0 1| O 2 25

Céncer| 810[|1] 0 1 10

33 15 5 106 22 181

Sensibilidad  0,8684
Especificidad 0,8760
VPP 0,6875
VPN 0,9550

Tabla 20: MCM2, MCM6 y MCM7
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO [0 | O |64 8 72

ASC-US (Sin Lesién)| 0 [ 3 [ 0 | 20 3 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |17 0 | 21 4 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[{24({0 |0 | O 1 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

38 20 2 105 16 181

Sensibilidad  0,9500
Especificidad 0,8400
VPP 0,6552
VPN 0,9813

Tabla 21: MCM2, MCM7 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O] 0] 0|63 9 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |13| 0 | 21 8 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25

27



ES 2 381 644 T3

PV PF NF NV Indeterminado Totales
Cancer|10|{ 0|0 ] O 0 10

39 15 2 104 21 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8739
VPP 0,7222
VPN 0,9811

Tabla 22: MCM6, MCM7 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O]0O]|O]|63 9 72

ASC-US (Sin Lesion)[{ 0 [ 3 | 0 [ 21 2 26
ASC-US (Lesién){ 0|00 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |16| 0 | 20 6 42
LSILHSIL)f 4 (o[ 2] O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

39 19 2 104 17 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8455
VPP 0,6724
VPN 0,9811

Tabla 23: MCM6, MCM7 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[O | O |65 7 72

ASC-US (Sin Lesion)[ 0 [ 3 | 0 [ 21 2 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |16| 0 | 23 3 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[{24({0 |0 | O 1 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

38 19 2 109 13 181

Sensibilidad  0,9500
Especificidad 0,8516
VPP 0,6667
VPN 0,9820
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Tabla 24: MCM2, MCM7 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO |0 |0 |66 6 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 {2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [13| 0 | 25 4 42
LSILHSIL){ 4|0 | 2] O 0 6
HSIL|24[{0 1| O 0 25

Cancer[10|]0 |0 ] O 0 10

38 15 3 111 14 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8810
VPP 0,7170
VPN 0,9737

Tabla 25: MCM2, MCM7 y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2]| 0|56 14 72

ASC-US (Sin Lesién)[ 0 | 3| 0|18 5 26
ASC-US (Lesién)f 0 |0 |0 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 14| 0 |20 8 42
LSIL(HSIL)f 40|20 0 6
HSIL|24({ 0] 1{ 0 0 25

Cancer[10{ 0|0 ] O 0 10

38 19 3 94 27 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8319
VPP 0,6667
VPN 0,9691

Tabla 26: MCM2, TOPOIIA y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO [0 | O |67 5 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 23 2 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(SinHSIL)| 0 | 9| 0| 22 11 42
LSIL(HSIL){ 3|03 | O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25
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PV PF NF NV Indeterminado Totales
Cancer| 90|00 ] O 1 10

37 10 3 112 19 181

Sensibilidad  0,9250
Especificidad 0,9180
VPP 0,7872
VPN 0,9739

Tabla 27: MCM2, Ciclina E y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O0 |2 ]| 0|60 10 72

ASC-US (Sin Lesion)[{ 0 [ 1 | 0 [ 21 4 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)[ 0 [13]| 0 | 21 8 42
LSILHSIL) 3|03 ] O 0 6
HSIL|24[{0 |1 O 0 25
Cancer[9|0|1] 0 0 10

36 16 5 102 22 181

Sensibilidad 0,878

Especificidad 0,8644
VPP 0,6923
VPN 0,9533

Tabla 28: MCM2, TOPOIIA y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2] 0|57 13 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 2 | 0 [ 20 4 26
ASC-US (Lesién)f 0 |0 |0 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 13| 0 |18 11 42
LSIL(HSIL)[ 3|03 ] 0 0 6
HSIL[25] 00| O 0 25

Cancer[10{ 0[O0 ] O 0 10

38 17 3 95 28 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8482
VPP 0,6909
VPN 0,9694
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Tabla 29: MCM7, TOPO2A y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O |0 |0 |64 8 72
ASC-US (Sin Lesion)| 0 [ 2 [ 0 | 21 3 26
ASC-US (Lesion)f 00 |0 ] O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [12] 0 | 23 7 42
LSILHSIL){ 4|0 | 2] O 0 6
HSIL|25[{0 0| O 0 25
Céancer|10/0 |0 ] O 0 10
39 14 2 108 18 181

Sensibilidad  0,9512

Especificidad 0,8852

VPP 0,7358

VPN 0,9818

Tabla 30: MCM7, p21waf1 y Ciclina E

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O0 | 2| 0|57 13 72
ASC-US (Sin Lesion)] 0 [ 3| 0 [19 4 26
ASC-US (Lesion)f 0] 0] 0|0 0 0
LSIL(Sin HSIL)[ 0 |14]| 0 |21 7 42
LSILHSIL)|4 02| 0 0 6
HSIL|24[{ 01 ] 0 0 25
Céancer|101 0| 0] O 0 10
38 19 3 97 24 181

Sensibilidad  0,9268

Especificidad 0,8362

VPP 0,6667

VPN 0,9700

Tabla 31: MCM7, p21wafl y TOP02A

NIL

ASC-US (Sin Lesion)
ASC-US (Lesion)
LSIL(Sin HSIL)
LSIL(HSIL)

HSIL

PV PF NF NV Indeterminado Totales

012|054 16
0|13]|0(]19 4
01]0]0]0 0
014|018 10
41012]0 0
25101010 0
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PV PF NF NV Indeterminado Totales
Cancer|10|{ 0| 0] O 0 10

39 19 2 91 30 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8273
VPP 0,6724
VPN 0,9785

Tabla 32: MCM2, MCM7, Ciclina E y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2] 0|56 14 72

ASC-US (Sin Lesién)[ 0 | 3| 018 5 26
ASC-US (Lesién)f 0 |00 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 14| 0 |20 8 42
LSILHSIL)f 40|20 0 6
HSIL|24({ 0] 1 (O 0 25

Cancer[10{ 0[O0 ] O 0 10

38 19 3 94 27 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8319
VPP 0,6667
VPN 0,9691

Tabla 33: MCM2, MCM?7, Ciclina E y TOPOIIA
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O]0O]|O]|63 9 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 {2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |13| 0 | 21 8 42
LSILHSIL)f 4 [0 [ 2] O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

39 15 2 104 21 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8739
VPP 0,7222
VPN 0,9811
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Tabla 34: MCM2, MCM7, Ciclina E, p21waf1 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2] 0|53 17 72

ASC-US (Sin Lesién)[ 0 | 3| 018 5 26
ASC-US (Lesién)f 0 |0 |0 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| O | 14| 0 |18 10 42
LSILHSIL)f 40|20 0 6
HSIL[25]/ 0| 0| O 0 25

Cancer[10{ 0|0 ] O 0 10

39 19 2 89 32 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad  0,8241
VPP 0,6724
VPN 0,9780

Tabla 35: MCM2, MCM6, MCM7, TOPO2A, Ciclina E y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2] 0|52 18 72

ASC-US (Sin Lesion)| 0 | 4| 0118 4 26
ASC-US (Lesién)f 0 |0 |0 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 18| 0 |16 8 42
LSILHSIL)f 40|20 0 6
HSIL[25] 00| O 0 25

Cancer[10{ 0|0 ] O 0 10

39 24 2 86 30 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,7818
VPP 0,6190
VPN 0,9773

Los datos se recopilaron 28 cocteles de anticuerpos, como se ha descrito anteriormente. La expresion del
biomarcador se analiz6 usando cécteles que comprendian anticuerpos dirigidos contra 2, 3, 4, 5 o incluso los 6
biomarcadores de interés. Veintiuno de los 28 cdcteles de anticuerpos mostraron sensibilidades superiores al 92%.
Cuatro de los 28 cécteles produjeron especificidades por encima del 90% con el valor mas bajo al 78%. Los mayores
valores se consiguieron con una combinacién de MCM2, TOPOIIA y Ciclina E. Este coctel produjo una sensibilidad
del 93% junto con una especificidad del 92%. Parece que una combinaciéon de al menos 3 biomarcadores debe
producir una sensibilidad mayor del 90%. Se admite que los ajustes con respecto al ensayo podrian aumentar
adicionalmente la sensibilidad y especificidad del mismo.

Ejemplo 4 (EJEMPLO BASE): Deteccion de la Expresion de Biomarcadores Usando Cocteles de Anticuerpos

Se prepararon cécteles de anticuerpos usando diversas combinaciones de anticuerpos dirigidos contra Ciclina E,
MCM2, MCM6, MCM7, p21waf1 y TOPO2a. La composicion de cada coctel se enumera en la siguiente tabla a
continuacién.
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Tabla 24: MCM2, MCM7 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO |0 |0 |66 6 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 {2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [13| 0 | 25 4 42
LSILHSIL){ 4|0 | 2] O 0 6
HSIL|24[{0 1| O 0 25

Cancer[10|]0 |0 ] O 0 10

38 15 3 111 14 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8810
VPP 0,7170
VPN 0,9737

Tabla 25: MCM2, MCM7 y p21waf1
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[2]| 0|56 14 72

ASC-US (Sin Lesién)[ 0 | 3| 0|18 5 26
ASC-US (Lesién)f 0 |0 |0 ] 0 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 14| 0 |20 8 42
LSIL(HSIL)f 40|20 0 6
HSIL|24({ 0] 1{ 0 0 25

Cancer[10{ 0|0 ] O 0 10

38 19 3 94 27 181

Sensibilidad  0,9268
Especificidad 0,8319
VPP 0,6667
VPN 0,9691

Tabla 26: MCM2, TOPOIIA y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO [0 | O |67 5 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 23 2 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(SinHSIL)| 0 | 9| 0| 22 11 42
LSIL(HSIL){ 3|03 | O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25
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PV PF NF NV Indeterminado Totales
Cancer|10|{ 0|0 ] O 0 10

39 15 2 104 21 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8739
VPP 0,7222
VPN 0,9811

Tabla 22: MCM6, MCM7 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O]0O]|O]|63 9 72

ASC-US (Sin Lesion)[{ 0 [ 3 | 0 [ 21 2 26
ASC-US (Lesién){ 0|00 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |16| 0 | 20 6 42
LSILHSIL)f 4 (o[ 2] O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

39 19 2 104 17 181

Sensibilidad  0,9512
Especificidad 0,8455
VPP 0,6724
VPN 0,9811

Tabla 23: MCM6, MCM7 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILfO[O | O |65 7 72

ASC-US (Sin Lesion)[ 0 [ 3 | 0 [ 21 2 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |16| 0 | 23 3 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[{24({0 |0 | O 1 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

38 19 2 109 13 181

Sensibilidad  0,9500
Especificidad 0,8516
VPP 0,6667
VPN 0,9820
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Tabla 19: p21waf1 y Ciclina E
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL[O0 |2 ]| 0|61 9 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 22 3 26
ASC-US (Lesion)l 0 |0 (0| O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 [12] 0 | 23 7 42
LSILHSIL) 3|03 ] O 0 6
HSIL|22{0 1| O 2 25

Céncer| 810[|1] 0 1 10

33 15 5 106 22 181

Sensibilidad  0,8684
Especificidad 0,8760
VPP 0,6875
VPN 0,9550

Tabla 20: MCM2, MCM6 y MCM7
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILlO [0 | O |64 8 72

ASC-US (Sin Lesién)| 0 [ 3 [ 0 | 20 3 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |17 0 | 21 4 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[{24({0 |0 | O 1 25

Cancer[10|0 |0 ] O 0 10

38 20 2 105 16 181

Sensibilidad  0,9500
Especificidad 0,8400
VPP 0,6552
VPN 0,9813

Tabla 21: MCM2, MCM7 y TOPO2A
PV PF NF NV Indeterminado Totales

NIL{O] 0] 0|63 9 72

ASC-US (Sin Lesion){ 0 [2 | 0 | 20 4 26
ASC-US (Lesién){ 0 |0 |0 | O 0 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 |13| 0 | 21 8 42
LSILHSIL)f 4 [0 [2] O 0 6
HSIL[25| 0|0 | O 0 25
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PV PF NF NV Indeterminado Totales

Céncer| 910[1] 0 0
36 16 5 102 22
Sensibilidad  0,8780
Especificidad 0,8644
VPP 0,6923
VPN 0,9533

Tabla 17: TOPO2A y Ciclina E

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILf[O |0 | 0|68 4
ASC-US (Sin Lesion){ 0 [ 1| 0 | 24 1
ASC-US (Lesion)f 00| 0] O 0
LSIL(SinHSIL){ 0 | 5| 0 | 27 10
LSILHSIL){ 3|0 |3 | O 0
HSIL[22(0 | 1] O 2
Céncer| 910|0] O 1
34 6 4 119 18

Sensibilidad  0,8947

Especificidad 0,9520

VPP 0,8500

VPN 0,9675

Tabla 18: TOPO2A y p21waf1

72

26

0

42

6

25

10

181

PV PF NF NV Indeterminado Totales

NILl] 0| 2]|0(58 12
ASC-US (Sin Lesion)| 0 | 2| 0 |21 3
ASC-US (Lesion)f 00 0| O 0
LSIL(Sin HSIL)| 0 | 13| 0 |19 10
LSIL(HSIL)| 3|0 3|0 0
HSIL|25{ 00 ] O 0
Céancer|101 0| 0] O 0
38 17 3 98 25

Sensibilidad  0,9268

Especificidad 0,8522

VPP 0,6909

VPN 0,9703
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72

26

0

42
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Vial N° Cantidad Descripcion
4a 1x18 ml Tampon Sustrato DAB: tampén sustrato usado en la preparacion del
Cromoégeno DAB
4b 1Tx1ml Cromégeno DAB: soluciéon de cromégeno 3,3’-diaminobencidina
5 1x18 ml Tinciéon de Contraste de Hematoxilina: Hematoxilina de Mayers con base
acuosa
6 1x18 ml Agente colorante Azul: Solucion salina tamponada con Tris, pH 7,4 con
Tween 20 y NaNs al 0,09%

Se necesitaran los siguientes materiales y reactivos para realizar los métodos inmunocitoquimicos que no venian
incluidos en el kit:

Toallitas Absorbentes

Linea Celular SiHa (TriPath Imaging, Inc.)

Agua Desionizada o Destilada

Etanol (95%y 100%)

Cubreobjetos de Vidrio

Guantes

Camara con humedad

Microscopio 6ptico (objetivos 10x, 20x, 40x)

Medio de Montaje

Pipetas y Puntas de Pipeta (capaces de administrar volimenes de 20 m, 200 mi y 1000 ni)

Tampodn de Preparacion SureSlide (TriPath Imaging, Inc.)- Tampén de Tratamiento Previo (laureth-13-carboxilato
sédico al 0,5% (Sandopan LS) en H,O desionizada)

Frascos o Bafos para Tincion

Temporizador (capaz de medir intervalos de 1-60 minutos)
Solucién Salina Tamponada con Tris (TBS)

Tween 20

Control Negativo de IgG de Ratén Universal

Un Agitador Vorticial

Sustitutos de Xileno o Xileno

Vaporizador/bafio de agua

Ill. Instrucciones de Uso

Preparacion de Especimenes

Para la preparacion de muestras de cuello uterino se siguieron las siguientes etapas:

Para la preparacion de Portaobjetos de especimenes residuales consultar el Manual del Operador para el
System™ PrepStain SurePath.

Afadir 8 ml de liquido conservante SurePath™ a la muestra residual en el vial con SurePath™ (aprox. 2 ml). La
muestra diluida se procesa en el PepMate™ usando la técnica convencional y en el PrepStain™ usando la
version 1.1 de GYN, Preparacion de Portaobjetos.

Colocar inmediatamente los portaobjetos preparados en el tampdn de tratamiento previo durante un minimo de
1 hora con un maximo de 72 horas antes de realizar la inmunotincion.

Para un rendimiento 6ptimo del kit, debe usarse la recuperacion del epitopo. Este procedimiento implica
sumergir los portaobjetos preparados en el tampdn de tratamiento previo durante un minimo de 1 hora a
temperatura ambiente seguido del calentamiento de los portaobjetos en el tampdn de tratamiento previo a 95
°C. Los portaobjetos se dejan a 95 °C durante 15 minutos y se deja enfriar a temperatura ambiente durante 20
minutos. Se recomienda el uso de un bafio de agua o de un vaporizador de vegetales calibrado capaz de
mantener la temperatura necesaria. Los laboratorios situados a gran altura deben determinar el mejor modo
para mantener la temperatura necesaria. El procedimiento de tincion comienza inmediatamente después de la
recuperacion del epitopo y del enfriamiento. Cualquier desviacién del procedimiento descrito puede influir en los
resultados.

Preparacion de Reactivos

Antes de la tincidn se prepararon los siguientes reactivos:

Solucion Salina Tamponada con Tris con Tween 20 al 0,05% (TBST)

Preparar TBS de acuerdo con las especificaciones del fabricante.
Afadir Tween 20 a una concentracion final del 0,05%.
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» Conservar a temperatura ambiente si se usa a la semana.
» La solucién no utilizada puede conservarse a 2-8 °C durante 3 meses.
» La solucion es transparente e incolora. Desechar la solucién diluida si se observa turbidez.

Solucién Sustrato-Cromogeno (DAB) (volumen suficiente para 5 portaobjetos)

+ Transferir 1 ml de Sustrato Tamponado con DAB al tubo de ensayo.

+ Afadir una gota (20 — 30 ul) Cromégeno de DAB+. Mezclar cuidadosamente y aplicar a los portaobjetos con una
pipeta.

» Preparar diariamente la soluciéon de Sustrato-Cromaégeno reciente.

» Cualquier precipitado que se produzca en la solucién no afecta a la calidad de la tincién.

IV. Protocolo de Tincion (Realizado a Temperatura Ambiente, 20-25 °C)
Para realizar la inmunotincion de las muestras citolégicas de cuello uterino se realizaron las siguientes etapas:

Indicaciones del Procedimiento de Tincion

»  El usuario debe leer atentamente estas instrucciones y familiarizarse con todos los componentes antes de su
uso.

* Todos los reactivos se equilibran a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de realizar la inmunotincién. Todas
las incubaciones se realizan a temperatura ambiente.

* No dejar que los portaobjetos se sequen durante el procedimiento de tincion. Las preparaciones celulares que
se secan pueden presentar tincion no especifica aumentada. Exponer los cubreobjetos a corrientes de aire. Los
portaobjetos deben colocarse en una camara con humedad durante incubaciones prolongadas.

Recuperacién del Epitopo

* Colocar los portaobjetos preparados en el tampdén de tratamiento previo durante un minimo de 1 hora a un maximo
de 72 horas.

* Incubar durante 15 minutos a 95 °C.

* Retirar todo el frasco Coplin con los portaobjetos del bafio de agua o vaporizador y dejar que los portaobjetos se
enfrien en el tampon durante 20 minutos.

 Aclarar los portaobjetos con diH2O y transferirlos a un bafio con TBST.

Bloqueo con Peroxidasa

* Eliminar el tampén sobrante

* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua).

» Aplicar 200 m de reactivo Bloqueador de Peroxidasa para cubrir el &rea de deposicion celular.

¢ Incubar durante 5 minutos (+ 1 minuto).

* Aclarar los portaobjetos en TBST, 3 cambios, 2 minutos cada uno.

Bloqueo con Proteina

* Eliminar el tampdn sobrante.

* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua).

» Aplicar 200 m de Bloqueador de Proteina para cubrir completamente el area de deposicién celular.

* Incubar durante 5 minutos (+ 1 minuto).

* No aclarar los portaobjetos.

Coctel de Anticuerpos Primarios

« Eliminar el bloqueador de proteina sobrante

¢ Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua).

» Aplicar 200 m de coctel de anticuerpos primarios (para cubrir completamente el area de deposicién celular.

* Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

« Aclarar cada portaobjetos individualmente con TBST usando un frasco de lavado (no dirigir directamente el chorro

sobre el area de deposicion celular). Introducir los portaobjetos en una rejilla para portaobjetos.
* Aclarar los portaobjetos en TBST, 3 cambios, 2 minutos cada uno.
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Deteccién Quimica

* Eliminar el tampdn sobrante
* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua).

» Aplicar 200 m de Sonda de Ratén para cubrir completamente el area de deposicion celular.

* Incubar durante 20 minutos (+ 1 minuto).

» Aclarar los portaobjetos en TBST, 3 cambios, 2 minutos cada uno.

* Eliminar el tampdn sobrante.

* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua

» Aplicar 200 m de Polimero para cubrir el area de deposicién celular.

* Incubar durante 20 minutos (+ 1 minuto).

 Aclarar los portaobjetos en un bafio con TBST, 3 cambios, 2 minutos cada uno.

* Eliminar el tampdn sobrante.

* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua).

» Aplicar 200 m de solucién de trabajo DAB para cubrir completamente el area de deposicion celular.

* Incubar durante 5 minutos (+ 1 minuto).

* Aclarar los portaobjetos durante 5 minutos en diH,O durante 5 minutos.

Tincién de Contraste

+ Aclarar los portaobjetos en TBST, 1 cambio durante 2 minutos.

* Introducir los portaobjetos en la camara con humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel
humedecidas con agua

 Aplicar 200 ni de hematoxilina para cubrir completamente el &area de deposicién celular.

* Incubar durante 1 minuto (+ 10 segundos).

* Aclarar los portaobjetos durante 3 minutos en H>O corriente.

 Cargar los portaobjetos en la camara de humedad preparada (cargada con toallitas o gasas de papel humedecidas
con agua).

 Tefiir de color azul los portaobjetos aplicando durante 1 minuto (+ 10 segundos) 200 mi de agente colorante azul.

* Repetir el aclarado con agua corriente durante 1 minuto.

Montaje

» Sumergir los portaobjetos en etanol al 95%, 1 minuto o realizar 25 inmersiones.

» Sumergir los portaobjetos en alcohol absoluto, 4 cambios, 1 minuto cada uno o realizar 25 inmersiones.
« Limpiar con xileno, 3 cambios, 1 minuto cada uno o realizar 25 inmersiones.

» Cubrir los portaobjetos con cubreobjetos de vidrio, usando un medio de montaje permanente, no acuoso.

V. Control de Calidad

Cuando se usa el kit de ensayo inmunocitoquimico descrito en este ejemplo, se consideran las siguientes cuestiones
en cuanto al control de calidad:

La variabilidad en cuanto a los resultados frecuentemente procede de diferencias en la manipulacion de los
especimenes y cambios en los procedimientos de ensayo. Para obtener informacién adicional, consultar las
directrices del control de calidad propuestas del NCCLS Quality Assurance para Inmunocitoquimica.

La linea celular de control se encuentra disponible en TriPath Imaging, Inc. Cada vial contiene una linea celular de
cancer de cuello uterino, que se procesa de manera similar a la de los especimenes clinicos. Deben tefirse dos
portaobjetos en cada procedimiento de tincion. La evaluacion de la linea celular del portaobjetos de control indica la
validez del desarrollo de la tincion.

VI. Interpretacion de la Tincién

Portaobjetos de control:

Los portaobjetos de control tefidos con el kit de ensayo inmunocitoquimico se examinaron en primer lugar para
verificar que todos los reactivos funcionaban correctamente. La presencia de un producto de reaccién de color

marron (tetrahidrocloruro de 3,3’-diaminobencidina, DAB) en el ndcleo de las células fue indicativa de reactividad
positiva.
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Especimenes de Pacientes:

La evaluacién de los portaobjetos la realizé un citélogo o un patdlogo usando un microscopio Optico. Las células se
revisaron manualmente o se guardaron electronicamente en una galeria de imagenes derivada de un microscopio
optico.

Se recogieron aproximadamente 1610 muestras de cuello uterino que representaban diversos diagndsticos. La
siguiente tabla indica la cantidad de muestras analizadas usando el kit inmunocitoquimico en cada grupo de
diagndstico, determinado por tinciéon Pap o biopsia convencional.

Tabla 41: Especimenes de Pacientes en Cada Grupo de Diagnéstico (Tincion Pap)

Resultados Citolégicos Cantidad %
NIL 671 41,7%
LSIL 395 24,53%
ASCUS 349 21,68%
HSIL 150 9,32%
ASC-H 38 2,36%
AGUS 6 0,37%
SCC 1 0,06%
Total 1610

Tabla 42: Especimenes de Pacientes en Cada Grupo de Diagnéstico (Biopsia)

Resultados de la Cantidad %
biopsia
NIL 968 60,20%
CIN1 369 22,95%
CIN2 140 8,71%
CIN3 131 8,15%
Ausente 2
Total 1610

Ruta de Puntuacion de Portaobjetos

Para la puntuacién de todos los portaobjetos analizados por los métodos inmunocitoquimicos descritos en este
ejemplo se siguié el siguiente procedimiento:

Etapa 1: ; Es este un espécimen adecuado?

El Sistema Bethesda para describir citologias de cuello uterino (segunda ediciéon) indica, “Una preparacién basada
en liquido adecuada debe poseer un minimo calculado de al menos 5000 células escamosas bien conservadas/bien
visualizadas”. Este mismo criterio se aplicé cuando se evaluaron todos los portaobjetos. Sin embargo, como en el
caso de una preparacion Pap rutinaria, cualquier espécimen con células anémalas, que muestran una reaccion

molecular positiva, fue, por definicién, satisfactorio para evaluacién. Si la respuesta en esta etapa ha sido “si”, el
citélogo pasa a la siguiente etapa; si la respuesta ha sido “no”, el resultado ha sido No satisfactorio para Evaluacion.

Etapa 2: ;Se observa tinciéon nuclear de color marrén de moderado a intenso en las células epiteliales?

Los productos quimicos de deteccion usados en el kit de ensayo inmunocitoquimico de este ejemplo (por ejemplo el
Kit SureDetect Detection Chemistry) tifien ndcleos displasicos asociados con 3 CIN 2 con un cromégeno marron,
DAB. Para responder “si” en esta etapa, las muestras se analizaron para detectar tincion marrén que se visualizd
facilmente. Si sélo se observd una leve cantidad o "rubor" de color marrdn, esto no es suficiente para garantizar una
interpretacién de resultado positivo. Si no se observé tincién nuclear de color marrén, se considera que es un

resultado de ensayo negativo. Si hubo una tinciéon de color marrén adecuada, el andlisis pasa a la siguiente etapa.

Etapa 3: ;. Se trata de una célula escamosa (o glandular) con tincidon nuclear marron v es la célula 3 ASC (AGC)?

Usando el mismo criterio morfoldgico indicado en el Sistema Bethesda para describir citologias de cuello uterino (22
Ed.) (“TBS”), se determind si la células escamosas que contenian el nicleo de color marron eran 3 ASC (células
escamosas atipicas). Esto incluiria ASC-US, ASC-H, LSIL, HSIL y cancer. Si la célula tenia un aspecto glandular, se
aplicaba el criterio TBS para determinar si una célula es 3 AGC (células glandulares atipicas). Esto incluiria AGC
endocervical, AGC endometrial, AIS y adenocarcinoma. Si se consideraba que la célula era 3 ASC (o 3 AGC) esto
daria como resultado un resultado de ensayo positivo. Si las células en cuestién concuerdan con NILM (negativo

41



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 381 644 T3

para lesién o malignidad intraepitelial) esta seria un resultado de ensayo negativo.
Vil Resultados

27 casos que originalmente se clasificaron como NIL por métodos de tincién Pap convencionales se tifieron positivos
en el ensayo inmunocitoquimico. De estos 27 casos, 7 se clasificaron como HSIL, 10 como ASC-H, 3 como ASC-US
y 3 como indeterminados después de revision por el patélogo certificado. Los 7 casos HSIL se consideraron como
enfermedad de cuello uterino de alto grado. Estos 27 casos se identificaron por inmunotincion positiva en el ensayo
inmunocitoquimico, lo que indican por tanto el valor de los métodos descritos en el presente documento para
identificar pacientes erroneamente clasificados como NIL por tincién Pap.

No se obtuvieron resultados bidticos de todos los especimenes NIL. Los calculos de sensibilidad y valor predictivo
positivo (VPP) para el método inmunocitoquimico descrito en este ejemplo se calcularon basandose en la
comparacion con los resultados biéticos de “norma de oro”. La biopsia sencilla tiene limitaciones como una norma de
oro. El VPP para el ensayo ICC mejorara mediante control en serie del paciente o utilizando un criterio de valoracién
quirdrgico mas agresivo tal como el procedimiento de escisidn electro quirirgica con asa o biopsia conica. S e sabe
que la biopsia sencilla posee un resultado negativo falso para enfermedades de al menos un 31%. Véase Elit et al.
(2004) J Lower Genital Tract Disease 8(3): 181 -187.

Tabla 43: Sensibilidad y valores predictivos positivos calculados del ensayo ICC basados en resultados

bidticos
ASC-H ASCUS LSIL HSIL 3 ASCUS
Sensibilidad 76,5% 92,6% 97,7% 98,5% 96,2%
(52,7%, 90,4%)* | (76,6%, 97,9%) | (92,1%, 99,4%) | (94,6%, 99,6%) | (93,1%, 97,9%)
VPP 59,1% 26,0% 31,0% 90,1% 46,9%
(38,7%, 76,7%) | (18,3%, 35,6%) | (25,9%, 36,7%) | (84,1 %, 94,0%) | (42,8%, 51,2%)
*(intervalo de confianza del 95%)

La sensibilidad y VPP del método inmunocitoquimico también se comparé con los resultados obtenidos con tincion
Pap convencional. Se usaron dos criterios de valoracion clinicos para tincion Pap (es decir 3LSIL y 3HSIL). De
nuevo, el patron para todos los calculos fue el resultado bidtico.

Tabla 44: Comparativa del Ensayo Pap y Método inmunocitoquimico

3LSIL (con ensayo

3 HSIL (con ensayo

3 ASCUS (con ICC)

(38,7%, 76,7%)

Pap) Pap)
Sensibilidad 76,5% 92,6% 97,7%
(52,7%, 90,4%)* (76,6%, 97,9%) (92,1%, 99,4%)
VPP 59,1% 26,0% 31,0%

(18,3%, 35,6%)

(25,9%, 36,7%)

*(intervalo de confianza del 95%)

Los resultados presentados en la Tabla 42 indican que el método inmunocitoquimico detecta mas muestras de
enfermedad de cuello uterino de alto grado manteniendo al mismo tiempo un alto VPP.

En este estudio se obtuvieron 14 negativos falsos usando el kit de ensayo inmunocitoquimico. El ensayo del VPH se
realizd en 13 de las 14 muestras de los pacientes. Ninguna muestra restante estaba disponible para uno de los
pacientes con negativos falsos.

Se aisl6 ADN genomico de las muestras citoldgicas de cuello uterino usando el Kit de ADN Tisular NucleoSpin® (BD
Clontech, Cat N° 635967). Para propésitos de control de calidad, se realizé analisis por PCR de betaglobina, un gen
constitutivo.

Se realiz6 la amplificacion del gen L1 del VPH como se describe en la técnica mediante PCR de L1 convencional
con el conjunto de cebadores MY09/11 y por PCR anidada con el conjunto de cebadores MY09/11 y G P5+/6+ para
mejorar la sensibilidad de deteccion. Adicionalmente se realizé secuenciacion de ADN del amplicén L1 para
identificar el tipo (o tipos) del VPH (o de los VPH) presente.

Se aislé6 ADN gendmico de buena calidad de 10 de las 13 muestras citoldgicas clinicas. 3 muestras tuvieron un ADN
gendémico de mala calidad, indicado por analisis PCR de betaglobina. EI ADN del VPH fue indetectable o negativo en
10 de las 13 muestras usando PCR de L1 convencional (con los cebadores MY09/11) y PCR de L1 anidada (con los
cebadores MY09/11 y GP5+/6+). Estos datos indican que se produce un error de muestreo en gran parte de las
muestras negativas falsas, dado que el VPH es positivo para enfermedad de cuello uterino de alto grado
(sensibilidad de >92%).
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Ejemplo 9 (Ejemplo base): Seleccion de Anticuerpos contra MCM6

Exploracion de Polidomas

Para identificar anticuerpos especificos contra el biomarcador MCM6, se exploraron polidomas proporcionados en
placas de cultivo tisular multipocillo que poseian los rasgos de sensibilidad y especificidad deseados. Se generd una
micromatriz tisular que comprendia muestras multiples, normales (es decir, no CIN), CINIII, carcinoma de células
escamosas y adenocarcinoma en un solo portaobjetos. Los sobrenadantes no diluidos de cada pocillo que contenian
un polidoma se sometieron a ensayo para detectar tincién positiva de la micromatriz tisular. El fondo, es decir la
union no especifica, se ignoré basicamente en esta fase. Once de los 35 polidomas sometidos a ensayo produjeron
resultados de tincion positiva y se seleccionaron para analisis posterior.

Para determinar la especificidad de los polidomas seleccionados, se compararon los patrones de tincion obtenidos
con los sobrenadantes de los polidomas con los obtenidos con un anticuerpo contra MCM6 disponible en el mercado
(BD Transduction Laboratories). Los patrones de tincién obtenidos con los sobrenadantes de los polidomas
parecieron ser mas especificos que los observados con el anticuerpo contra MCM 6 disponible en el mercado
(Figura 9).

Después, los 11 polidomas seleccionados se sometieron a un proceso de dilucion limitante. Treinta diluciones
limitantes, resultantes de los sobrenadantes de los polidomas seleccionados, se sometieron a ensayo para detectar
tincion positiva de una micromatriz tisular que comprendia muestras multiples, normales (es decir, no CIN), CINIII,
carcinoma de células escamosas y adenocarcinoma. Se seleccionaron dos clones de la dilucion limitante, 9D4.3 y
9D4.4, como los mejores sobrenadantes basdndose en la tincién positiva de muestras tisulares de cuello uterino
anomalas y cancerosas. Después se sometieron a ensayo diversas diluciones de estos clones para determinar su
reactividad contra tejido NIL, LSIL, HSIL y se agruparon las muestras citolégicas basadas en liquido. El clon 9D4.3, a
una dilucion 1:100 produjo la maxima proporcion de sefial con respecto a interferencia y se selecciond para
caracterizacion posterior.

Caracterizacion del clon 9D4.3, MCM6

Para caracterizar el clon 9D4.3, el clon se sometié a ensayo para detectar tincién positiva de 40 muestras citolégicas
basadas en liquido seleccionadas de las siguientes categorias de diagndstico: NIL (7), LSIL (10), HSIL (18), y
carcinoma de cuello uterino (5). Los portaobjetos se prepararon usando el procesador de portaobjetos PrepStain™
(TriPath Imaging, Inc.) para cada una de las 40 muestras. Dos portaobjetos por muestra se tifieron cada uno con un
anticuerpo contra MCM 2 (Dako) y el clon 9D4.3. Los restantes portaobjetos se usaron para tincion PAP o como un
control negativo.

Para preparar los portaobjetos, cada muestra se centrifugé durante 2 minutos a 200 xg para formar un sedimento y
el sobrenadante se decanté. Se afiadieron 2 ml de agua desionizada a cada muestra y las muestras se sometieron a
agitacion vorticial y después se centrifugaron durante 5 minutos a 600 xg. Después de decantar el sobrenadante, se
afadieron 700 ni de agua tamponada con Tris. Finalmente las muestras se introdujeron en procesador de
portaobjetos PrepStain™ (Tripath Imaging, Inc.), versién 1.1 y se puso en marcha el programa en modo Soélo
Transferencia.

Después de la preparacion, todos los portaobjetos se conservaron en ETOH al 95% durante al menos 24 horas y no
mas de 3 dias. La recuperacion del antigeno para MCM2 se consiguié colocando los portaobjetos en una Solucion
de Recuperacion Diana 1X pH 6,0, bafio (DAKO 51699)/dH,0, precalentado a 95 °C, durante 25 minutos en un
vaporizador. Para MCM@, la accesibilidad del antigeno se consiguié colocando los portaobjetos en un bafio de
tampoén Tris, pH 9,5 (Biocare)/dH20, precalentado a 95 °C, durante 25 minutos en un vaporizador. Después de
vaporizar, todos los portaobjetos se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 20 minutos.

Los portaobjetos se tifieron por inmunocitoquimica usando el Autostainer Universal DAKO como se ha descrito en el
Ejemplo 1, “Inmunocitoquimica Automatizada”. Un citélogo experimentado evalud y exploré los portaobjetos para la
determinacién morfolégica de la categoria de diagndstico. Las muestras se evaluaron por intensidad de tinciéon
marcadora (0-3), porcentaje de células con tincién positiva y la localizaciéon de la tinciéon marcadora (nuclear,
citoplasmica, membrana o una combinacion). A la intensidad de tincién celular se le asigné una puntuacién de 0-3.
Se contd la puntuacién de las células 31,5. Las células escamosas de aspecto normal, maduras y las células
glandulares de aspecto normal no se contaron como positivas cuando se tifieron de color marrén. Sin embargo, las
células metaplasicas escamosas se contaron como positivas juntos con las células anémalas. Después, a los
portaobjetos sometidos a inmunocitoquimica se les proporcioné una designacion de NV (negativo verdadero), NF
(negativo falso), PV (positivo verdadero), o PF (positivo falso).
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Tabla 45: Clon 9D4.3 (MCM6)

PV | PF | NF | NV | Indeterminado | Total
NIL 0 0 1 0 1 Sensibilidad | 0,9655
LSIL 0 1 0 9 0 10 | Especificidad | 0,9091
HSIL [ 23] 0 1 0 0 24 | PPP 0,9655
Céncer | 5 | O 0 0 0 5 PPN 0,9091
28 1 1 10 0 40
Tabla 46: MCM2
PV | PF | NF | NV [ Indeterminado | Total
NIL 0 0 1 0 1 Sensibilidad | 0,9310
LSIL 0 1 0 9 0 10 | Especificidad | 0,9091
HSIL 23 0 1 0 0 24 PPP 0,9643
Cancer | 4 0 1 0 0 5 PPN 0,8333
27 1 2 10 0 40

Célculos Usados

Sensibilidad=PV/ (PV + NF)
Especificidad=NV/(PF+NV)

Poder Predictivo Positivo (PPP) =PV/ (PV + PF)
Poder Predictivo Negativo (PPN) =NV/ (NF + NV)

La sensibilidad y la especificidad para el clon 9D4.3 fueron comparables con las obtenidas con el anticuerpo contra
MCM2 disponible en el mercado. Un caso NIL fue negativo para ambos anticuerpos. De los 10 casos LSIL, 9 fueron
negativos con el clon 9D4.3 y con el anticuerpo contra MCM2 disponible en el mercado. De los 24 casos HSIL, 23
fueron positivos con el clon 9D4.3 y con el anticuerpo contra MCM2 disponible en el mercado. Con las muestras de
cancer de cuello uterino, 5 de las 5 fueron positivas con el clon 9D4.3 y 4 de las 5 fueron positivas con el anticuerpo
contra MCM 2.

Purificacion del clon 9D4.3, MCM 6

Debido a su sensibilidad, especificidad y a la presentacion de un modelo de tincién nuclear, el clon 9D4.3 se purificd
para analisis posterior. El anticuerpo purificado se obtuvo usando cromatografia de adsorciéon por afinidad
Streamline rProteinA (Amersham Biosciences) de acuerdo con métodos convencionales. La solucion de anticuerpo
resultante se sometié después a ensayo para determinar la reactividad contra grupos de citologia de cuello uterino
basados en liquido SHIL a diversas diluciones entre 1:500 y 1:6000. La sefial fue clara a una titulacion de 1:6000.

Eiemplo10 (Ejemplo base): Deteccién por PCR en tiempo real de Biomarcadores en Muestras Tisulares Clinicas

Se realiz6 PCR en tiempo real TagMan® con el Sistema de Deteccién de Secuencia ABI Prism 7700 (Applied
Biosystems). En este estudio, los cebadores y las sondas se disefiaron utilizando el programa Primer Express™,
versiéon 1.5 (Applied Biosystems), para la ampliacion especifica de los biomarcadores de cuello uterino diana (es
decir, MCM7, p21*®" p14*7F/p16, ciclina E1, y ciclina E2). La informacion de secuencias para cebadores y sondas
se muestra a continuacion:

MCM7:

Nombre del Cebador: MCM7_T1T3-F
Secuencia: CTCTGAGCCCGCCAAGC (SEC ID N°: 25)

Nombre del Cebador: MCM7_T1T3-R
Secuencia: TGTAAGAACTTCTTAACCTTTTCCTTCTCTA (SEC ID N°: 26)

Nombre de la Sonda: MCM7_T1T3-Sonda

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 381 644 T3

Secuencia: CCCTCGGCAGCGATGGCACT (SEC ID Ne: 27)

Nombre del Cebador: MCM7_T2T4-F
Secuencia: GAGGAATCCCGAGCTGTGAA (SEC ID Ne: 28)

Nombre del Cebador: MCM7_T2T4-R
Secuencia: CCCGCTCCCGCCAT (SEC ID N°: 29)

Nombre de la Sonda: MCM7_T2T4-Sonda

Secuencia: CCCATGTGCTTCTTTGTTTACTAAGAGCGGAA (SEC ID N°: 30)
Nombre del Cebador: MCM7_T2-F

Secuencia: GTCCGAAGCCCCCAGAA (SEC ID Ne°: 31)

Nombre del Cebador: MCM7_T2-R
Secuencia: CCCGACAGAGACCACTCACA (SEC ID Ne°: 32)

Nombre de la Sonda: MCM7_T2-Sonda
Secuencia: CAGTACCCTGCTGAACTCATGCGCA (SEC ID Ne: 33)

Nombre del Cebador: MCM7_T3T4-F
Secuencia: CGCTACGCGAAGCTCTTTG (SEC ID N°: 34)

Nombre del Cebador: MCM7_T3T4-R
Secuencia: CCTTTGTTTGCCATTGTTCTCTAA (SEC ID N°: 35)

Nombre de la Sonda: MCM7_T3T4-Sonda
Secuencia: TGCCGTACAAGAGCTGCTGCCTCA (SEC ID N°: 36)

p21%af.

Nombre del Cebador: p21T1T2-F
Secuencia: CAAACGCCGGCTGATCTT (SEC ID Ne: 37)

Nombre del Cebador: p21T1T2-R
Secuencia: CCAGGACTGCAGGCTTCCT (SEC ID Ne°: 38)

Nombre de la Sonda: p21T1T2-Sonda
Secuencia: CAAGAGGAAGCCCTAATCCGCCCA (SEC ID Ne: 39)

Nombre del Cebador: p21 T2-F
Secuencia: GAGCGGCGGCAGACAA (SEC ID Ne°: 40)

Nombre del Cebador: p21 T2-R
Secuencia: CCGCGAACACGCATCCT (SEC ID Ne°: 41)

Nombre de la Sonda: p21T2-Sonda
Secuencia: CCCAGAGCCGAGCCAAGCGTG (SEC ID N°: 42)

Nombre del Cebador: p21T3-F
Secuencia: TGGAGACTCTCAGGGTCGAAA (SEC ID N°: 43)

Nombre del Cebador: p21T3-R
Secuencia: TCCAGTCTGGCCAACAGAGTT (SEC ID N°: 44)

Nombre de la Sonda: p21T3-Sonda
Secuencia: CGGCGGCAGACCAGCATGAC (SEC ID Ne°: 45)

p14°%/p16:

Nombre del Cebador: p16T4-F
Secuencia: GCC CTC GTG CTG ATG CTA CT (SEC ID Ne°: 46)

Nombre del Cebador: p16T4-R
Secuencia: TCA TCA TGA CCT GGT CTT CTA GGA (SEC ID N°: 47)

Nombre de la Sonda: p16T4-Sonda
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Secuencia: AGC GTC TAG GGC AGC AGC CGC (SEC ID Ne: 48)

Nombre del Cebador: p16T1 -F
Secuencia: TGCCCAACGCACCGA (SEC ID N°: 49)

Nombre del Cebador: p16T1-R
Secuencia: GGGCGCTGCCCATCA (SEC ID N°: 50)

Nombre de la Sonda: p16T1-Sonda
Secuencia: TCGGAGGCCGATCCAGGTCATG (SEC ID N°: 51)

Nombre del Cebador: p 1 6T2-F
Secuencia: AAGCTTCCTTTCCGTCATGC (SEC ID Ne°: 52)

Nombre del Cebador: p16T2-R
Secuencia: CATGACCTGCCAGAGAGAACAG (SEC ID N°: 53)

Nombre de la Sonda: p16T2-Sonda
Secuencia: CCCCCACCCTGGCTCTGACCA (SEC ID Ne°: 54)

Nombre del Cebador: p16T3-F
Secuencia: GGAAACCAAGGAAGAGGAATGAG (SEC ID N°: 55)

Nombre del Cebador: p16T3-R
Secuencia: TGTTCCCCCCTTCAGATCTTCT (SEC ID N°: 56)

Nombre de la Sonda: p16T3-Sonda
Secuencia: ACGCGCGTACAGATCTCTCGAATGCT (SEC ID N°: 57)

Nombre del Cebador: p16 Universal-F
Secuencia: CACGCCCTAAGCGCACAT (SEC ID Ne: 58)

Nombre del Cebador: p16 Universal-R
Secuencia: CCTAGTTCACAAAATGCTTGTCATG (SEC ID N°: 59)

Nombre de la Sonda: p16 Universal-Sonda
Secuencia: TTTCTTGCGAGCCTCGCAGCCTC (SEC ID N°: 60)

Ciclina E1:

Nombre del Cebador: CCNE1T1T2-F
Secuencia: AAAGAAGATGATGACCGGGTTTAC (SEC ID Ne°: 61)

Nombre del Cebador: CCNE1T1T2-R
Secuencia: GAGCCTCTGGATGGTGCAA (SEC ID N°: 62)

Nombre de la Sonda: CCNE1T1T2-P
Secuencia: CAAACTCAACGTGCAAGCCTCGGA (SEC ID N°: 63)

Nombre del Cebador: CCNE1T1-F
Secuencia: TCCGCCGCGGACAA (SEC ID N°: 64)

Nombre del Cebador: CCNE1T1-R
Secuencia: CATGGTGTCCCGCTCCTT (SEC ID Ne°: 65)

Nombre de la Sonda: CCNE1T1-Sonda
Secuencia: ACCCTGGCCTCAGGCCGGAG (SEC ID N°: 66)

Ciclina E2

Nombre del Cebador: CCNE2T1T2-F
Secuencia: GGAATTGTTGGCCACCTGTATT (SEC ID N°: 67)

Nombre del Cebador: CCNE2T1T2-R
Secuencia: CTGGAGAAATCACTTGTTCCTATTTCT (SEC ID N°: 68)
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Nombre de la Sonda TagMan: CCNE2T1T2-P
Secuencia: CAGTCCTTGCATTATCATTGAAACACCTCACA (SEC ID N°: 69)

Nombre del Cebador: CCNE2T1T3-F
Secuencia: TCAACTCATTGGAATTACCTCATTATTC (SEC ID N°: 70)

Nombre del Cebador: CCNE2T1T3-R
Secuencia: ACCATCAGTGACGTAAGCAAACTC (SEC ID N°: 71)

Nombre de la Sonda TagMan: CCNE2T1T3-P
Secuencia: CCAAACTTGAGGAAATCTATGCTCCTAAACTCCA (SEC ID N°: 72)

Nombre del Cebador: CCNE2T2-F
Secuencia: TTTTGAAGTTCTGCATTCTGACTTG (SEC ID N°: 73)

Nombre del Cebador: CCNE2T2-R
Secuencia: ACCATCAGTGACGTAAGCAAGATAA (SEC ID N°: 74)

Nombre de la Sonda TagMan: CCNE2T2-P
Secuencia: AACCACAGATGAGGTCCATACTTCTAGACTGGCT (SEC ID N°: 75)

Las sondas se marcaron con un colorante fluorescente FAM (6-carboxifluoresceina) en la base 5’ y un colorante
inactivador TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) en la base 3. Los tamafios de los amplicones eran de
aproximadamente 100 pb. Como control endégeno se utiliz6 ARN Ribosémico 18S. Se marcéd una sonda de ARNr
18S con un colorante fluorescente VIC™. La mezcla cebador/sonda ARNr 18S pre-desarrollada se adquirid en
Applied Biosystems. 5 ng de ARN total extraido de tejidos de cuello uterino normal (N) o canceroso (T) se
convirtieron cuantitativamente a la forma de ADNc monocatenario con hexameros aleatorios usando el Kit de Alta
Capacidad de ADNc Archive (Applied Biosystems). Se prepararon los siguientes reactivos de reaccion:

Mezcla Maestra 20X de Cebadores/Sonda (en 200 ni)

Cebador directo 180 v | 20 ni
Cebador inverso 180 nM | 20 m
Sonda TagMan 100 M | 10 i

H>O 150 m
Mezcla de Reaccién Final (25 ni/ pocillo)
Mezcla maestra 20X de cebadores/sonda 1,25 ni
Mezcla maestra de PCR Universal TagMan 2X (P/N:4304437) | 12,5 ni
Molde de ADNc 50n
H,O 6,25 m

La Mezcla Maestra de PCR Universal TagMan 20X se adquirié en Applied Biosystems. Las concentraciones finales
de cebador y sonda, en un volumen total de 25 ni, fueron 0,9 nM y 0,25 nM, respectivamente. A cada pocillo se
aplicaron 10 ng de ARN total. Las condiciones de amplificacion fueron 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C y un
ciclo bietapa de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 60 segundos durante un total de 40 ciclos. En cada
proceso se incluyeron al menos tres mezclas de reaccion de control sin molde. Todos los experimentos se realizaron
por triplicado.

Al final de cada reaccion, se usé la intensidad de fluorescencia registrada para los siguientes calculos: Rn" es el
valor Rn de una reaccién que contenia todos los componentes. Rn- es el valor de Rn de una mezcla que no ha
reaccionado (valor inicial o el valor detectado en NTC). ARn es la diferencia entre Rn" y Rn" y es un indicador de la
magnitud de la sefial generada por la PCR. En este estudio, se usé el método comparativo Cy, que se usa
cantidades de patrén desconocidas pero compara la cantidad relativa de la secuencia diana con cualquier valor de
referencia seleccionado (por ejemplo, ARNr 18S). Se usoé el protocolo de Placa de Control Endégeno Humano
TaqMan® para convertir datos sin procesar para analisis de datos de PCR en tiempo real.
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Resultados

A continuacién se indican, en forma de tabla, los resultados obtenidos con cada biomarcador y con los cebadores
especificos. Los resultados obtenidos con muestras de tejido de cuello uterino normal (es decir, NIL) se indican con
la letra N; los obtenidos con tejidos de cancer de cuello uterino se indican con la letra T.

Tabla 47: Resultados Tagman® con MCM7

Muestra | T2 T5 | T1T3 | T2T4 | T3T4
CVO1-T 4 0,04 | 29,9 4,5 1,4
CVO03-T | 5,7 | 0,02 | 36,8 6,1 2,6
CVO05-T | 413 | 0,08 17,3 | 1,35 | 3,68
Cvo7-T | 26 | 0,06 | 18,77 | 0,88 | 3,27
CV09-T | 4,96 | 0,08 | 15,01 | 3,69 | 3,22
Cv11-T | 59 | 0,01 7,37 | 3,08 | 1,75
CV13-T | 6,74 | 0,04 | 19,74 | 4,55 | 4,11
CV15-T | 3,04 | 0,05 ] 3,65 | 3,43 | 1,25
CVv17-T | 5,21 | 0,02 | 20,07 | 2,74 | 1,56
CV19-T | 3,34 | 0,09 | 21,17 | 2,88 6
Cv21-T | 6,7 | 0,08 | 10,64 | 4,75 | 4,59
Cv23-T | 7,08 | 0,33 | 32,17 | 5,6 4,25
CVv25-T | 4,87 | 0,03 | 18,11 | 4,58 | 4,51
CV27-T | 424 | 0,03 | 36,25 4,6 2,82
MEDIA | 4,89 | 0,07 | 20,50 | 3,77 | 3,22
MEDIANA| 4,89 | 0,05 | 19,74 | 3,77 | 3,22
DT 1,321 0,07 | 9,46 | 1,39 | 1,32

CVO2-N | 2,56 | 0,02 | 10,6 2,6 1.1
CVO4-N | 46 [ 0,02 71 4,8 24
CVO06-N | 1,75 0,01 | 2,14 | 1,36 | 2,63
CV08-N | 1,35 | 0,01 4,8 1,71 | 1,54
CV10-N | 5,6 | 0,03 | 5,07 | 5,12 | 1,85
CV12-N | 568 | 0,02 | 7,34 | 3,19 | 2,29
CV16-N | 4,35 | 0,08 | 3,72 | 2,75 | 1,78
CV18-N | 3,98 | 0,01 | 4,74 | 3,63 1,7
CV20-N | 2,03 | 0,03 | 5,42 1,4 2,78
CV22-N | 2,66 | 0,02 | 4,33 | 2,26 | 2,42
CV24-N | 4,88 | 0,09 | 9,03 | 1,53 | 2,77
CV28-N | 2,71 | 0,01 | 10,38 | 1,36 1,7
MEDIA | 3,51 | 0,03 | 6,22 | 2,64 | 2,08

MEDIANA| 3,51 | 0,02 | 5,42 | 2,60 | 2,08
DT 1,401 0,03 | 2,48 | 1,21 | 0,50
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Tabla 48: Resultados TagMan® con P21

waf1

Pacientes | T1T2 T2 T3
Pt01-T 23,33 | 0,06 | 0,00
Pt02-T 14,66 | 0,01 | 0,00
Pt03-T 11,86 | 0,00 | 0,00
Pt04-T 27,04 | 0,01 | 0,00
Pt05-T 14,72 | 0,00 | 0,00
Pt06-T 22,84 | 0,01 | 0,00
PtO7-T 14,04 | 0,00 | 0,00
Pt08-T 31,93 | 0,01 | 0,01
Pt09-T 35,02 | 0,00 | 0,00
Pt10-T 13,2 0,00 | 0,00
Pt11-T 24,87 | 0,01 | 0,00
Pt12-T 10,85 | 0,00 | 0,00
Pt13-T 36,51 0,02 | 0,01
Pt14-T 12,72 | 0,00 | 0,00
Pt15-T 10,64 | 0,00 | 0,00
Pt16-T 22,58 | 0,04 | 0,00
Pt17-T 39,64 | 0,14 | 0,04
Pt01-N 4,57 0,03 | 0,00
Pt02-N 5,57 0,00 | 0,00
Pt03-N 3,54 0,00 | 0,00
Pt04-N 8,18 0,00 | 0,00
Pt05-N 5,4 0,10 | 0,00
Pt06-N 11,01 0,00 | 0,00
Pt08-N 10,39 | 0,00 | 0,00
Pt09-N 9,11 0,00 | 0,00
Pt10-N 4,41 0,00 | 0,00
Pt11-N 8,64 0,00 | 0,00
Pt12-N 3,03 0,00 | 0,00
Pt14-N 3,55 0,00 | 0,00
Pt15-N 2,42 0,01 | 0,00
Pt17-N 11,46 | 0,05 | 0,01

T-media | 21,5559
N-media 6,52

Ensayo T | 7,3E-06

Conv =
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ARF/p16

Paciente| T1 T2 T3 T4 | UNIVERSAL
pPto1-T { 0,2 | 0,1 [ 0,2 ] 0,2 0,2
pPto2-T | 16,3 | 11,2 | 5,1 | 21,7 36,5
Pto3-T | 16,5] 6,2 | 3,1 | 151 29,6
pPto4-T [ 10,1 ] 2,8 | 2,6 | 13,2 27,7
Pto5-T | 12,7 ] 3,6 | 2,1 | 11,3 231
Pt01-N | 0,1 011011 01 0,1
PtO2-N | 25 | 26 | 1,6 | 2,7 6,8
PtO4-N | 26 | 06 | 0,8 | 24 5,8
PtO5-N | 2,1 08 | 07| 41 4,6

T-Media | 11,2 | 48 | 26 | 12,3 23,4

N-Media [ 1,8 1,0 1 0,8 | 2,3 4,3

Tabla 50: Resultados TagMan® de Ciclina E1

Paciente | T1T2 Cancer T1T2 Normal T1 Cancer | T1 Normal Normal
Cancer DT Normal M. DT Cancer DT M. DT
M. M.
Pt 01 12,19 0,12 4,11 0,13 1,34 0,04 0,5 0,03
Pt02 16,72 0,21 4,44 0,34 1,35 0,02 0,47 0,05
Pt03 11,45 0,41 2,81 0,13 1,17 0,01 0,06 0,02
Pt04 21,33 0,45 5,33 0,09 0,76 0,1 0,23 0,01
Pt05 11,17 0,25 3,68 0,15 0,95 0,05 0,15 0,03
Pt06 21,65 0,24 3,11 0,22 0,89 0,03 0,13 0,02
Pt07 23,26 0,54 0 0 0,75 0,06 0 0,01
Pt08 8,37 0,24 3,1 0,01 0,12 0,01 0,13 0,02
Pt09 17,74 0,43 217 0,08 0,73 0,02 0,09 0,01
Pt 10 18,51 0,29 4,56 0,17 1,37 0,03 0,41 0,04
Pt 11 10,58 0,52 3,92 0,12 0,57 0,01 0,23 0,03
Pt 12 33,67 0,58 7,87 0,1 0,78 0,01 0,28 0,05
Pt 13 36,9 0,41 0 0 1,05 0,04 0 0
Pt 14 31,01 0,29 6,01 0,26 1,68 0,05 0,24 0,03
Pt 15 7,35 0,23 1,24 0,09 0,34 0,08 0,08 0,02
Pt 16 12,71 0,61 3,72 0 1,1 0,06 0,07 0,01
Pt 17 12,13 0,21 11,46 0,15 0,34 0,07 0,05 0,01
Pt 18 14,22 0,14 5,94 0,06 0,73 0,08 0,26 0,04
Pt 19 12,69 0,81 3,52 0,02 0,41 0,04 0,24 0,02
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Paciente | T1T2 Cancer T1T2 Normal T1 Cancer | T1 Normal Normal
Cancer DT Normal M. DT Cancer DT M. DT
M. M.
Pt20 16,56 0,16 6,1 0,12 0,17 0,02 0,06 0
Pt 21 11,63 0,23 3,01 0,06 0,54 0,04 0,23 0,01
Pt22 17,39 0,34 2,36 0,02 0,47 0,02 0,24 0,05
Pt23 16,56 0,16 2,1 0,02 0,18 0,03 0,09 0,01
Pt24 22,23 0,33 4,06 0,28 1,9 0,17 0,52 0,01
Pt25 13,98 0,48 3,72 0,05 0,54 0,04 0,23 0,01
Pt26 22,71 0,76 4,48 0,07 0,47 0,02 0,24 0,05
Pt27 16,17 0,4 5,64 0,3 0,18 0 0,12 0,01
Pt28 12,6 0,56 3,8 0,06 0,29 0,03 0,05 0
Pt29 13,69 0,34 3,1 0,18 0,29 0,03 0,11 0
Pt30 17,69 0,61 4,3 0,11 0,36 0,01 0,03 0
Pt31 20,46 0,3 3,91 0,21 0,47 0,03 0,08 0
Pt32 18,38 0,18 3,16 0,06 0,42 0,02 0,17 0,01
Pt33 21,1 0,62 4,52 0,33 1,07 0,05 0,24 0,01
Pt34 21,5 1,37 4,56 0,13 0,24 0,01 0,11 0,01
Promedio| 17,54 4,26 0,68 0,20
T/N 41
7,80E-14
ensayo t
pP=
Tabla 51: Resultados TagMan® con Ciclina E2
Pacientes| T1T2 T1T2 T1T3 T1T3 T2 T2
Desv. Tip. Desv. Tip. Desv. Tip
Pt01-T 13,17 1,02 16,11 0,39 0,01 0,00
Pt02-T 13,42 0,3 18,12 2,21 0,15 0,02
Pt03-T 13,64 0,50 17,40 2,16 0,05 0,01
Pt04-T 19,37 1,41 24,26 1,01 0,01 0,00
Pt05-T 10,59 1,1 14,71 1,58 0,17 0,02
Pt06-T 7,96 0,91 9,32 0,51 0,06 0,01
PtO7-T 14,1 1,73 16,92 0,84 0,54 0,06
Pt08-T 8,11 0,67 9,50 0,66 0,34 0,07
Pt09-T 13,04 0,72 18,27 0,99 0,02 0,00
Pt10-T 19,56 2,29 23,42 0,00 0,02 0,01
Pt11-T 16,8 1,57 18,71 2,15 0,08 0,01
Pt12-T 16,05 0,85 18,81 0,74 0,91 0,01
Pt13-T 14,91 0,87 18,51 1,59 0,61 0,16
Pt14-T 14,89 0,32 20,49 0,86 0,42 0,03
Pt15-T 12,44 0,47 15,26 1,00 0,68 0,18
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Pacientes| T1T2 T1T2 T1T3 T1T3 T2 T2
Desv. Tip. Desv. Tip. Desv. Tip

Pt16-T 11,54 1,58 13,13 0,75 1,02 0,14
Pt17-T 6,78 0,47 7,91 0,45 0,85 0,10
Pt01-N 4,89 0,21 5,94 0,53 0,00 0,00
Pt02-N 6,32 0,47 8,91 0,61 0,13 0,00
Pt03-N 4,8 0,31 5,89 0,30 0,04 0,00
Pt04-N 13,28 0,74 15,28 1,37 0,01 0,00
Pt05-N 6,51 1,2 9,04 0,82 0,16 0,02
Pt06-N 4,96 0,83 6,41 0,84 0,05 0,01
Pt08-N 6,48 0,73 6,82 0,60 0,07 0,02
Pt09-N 3,74 0,48 4,63 0,66 0,03 0,01
Pt10-N 10,32 0,93 11,31 0,89 0,02 0,00
Pt11-N 10,34 0,26 13,90 0,53 0,04 0,04
Pt12-N 13,81 1,69 16,60 1,45 0,24 0,07
Pt14-N 6,92 0,63 9,07 0,95 0,14 0,03
Pt15-N 4,8 0,73 8,55 1,40 0,10 0,03
Pt17-N 5,33 0,2 5,78 0,27 0,23 0,07
T-media 13,32 16,52 0,35

N-media 7,32 9,15 0,09

Ensayo T | 4,16E-05 3,31742E-05 0,008813
Conv.

Ejemplo 11 (Ejemplo base): Deteccion por PCR en Tiempo Real de Biomarcadores en Muestras Tisulares Clinicas

Se realizé PCR en tiempo real TaqMan® como se describe en el Ejemplo 9 usando muestras tisulares de cancer de
cuello uterino (por ejemplo, adenocarcinoma, carcinoma de células escamosas) y muestras tisulares de cuello
uterino normal. En este estudio, para la amplificacién especifica de los biomarcadores de cuello uterino diana (es
decir, MCM2, MCM6, MCM7 y Topo2A), los cebadores y las sondas se disefiaron utilizando el programa Primer
Express™, version 1.5 (Applied Biosystems). A continuacién se indica la informacion de las secuencias para los
cebadores y sondas:

Cebadores TagMan
MCM2:

Nombre del Cebador: MCM2-D
Secuencia: 5-GGAGGTGGTACTGGCCATGTA-3' (SEC ID N°: 80)

Nombre del Cebador: MCM2-I
Secuencia: 5-GGGAGATGCGGACATGGAT-3' (SEC ID N°: 81)

Nombre de la Sonda TagMan: MCM2-S
Secuencia: 5-CCAAGTACGACCGCATCACCAACCA-3' (SEC ID Ne: 82)

MCM6:

Nombre del Cebador: MCM6-D
Secuencia: 5-CATTCCAAGACCTGCCTACCA-3' (SEC ID N°: 83)

Nombre del Cebador: MCM®6-I
Secuencia: 5-~ATGCGAGTGAGCAAACCAATT-3' (SEC ID N°: 84)
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Nombre de la Sonda TagMan: MCM6-S
Secuencia: 5-ACACAAGATTCGAGAGCTCACCTCATCCA-3' (SEC ID N°: 85)

5 MCM7:

Nombre del Cebador: MCM7_T1T3-D
Secuencia: CTCTGAGCCCGCCAAGC (SEC ID Ne°: 25)

10  Nombre del Cebador: MCM7_T1T3-I
Secuencia: TGTAAGAACTTCTTAACCTTTTCCTTCTCTA (SEC ID N°: 26)

Nombre de la Sonda: MCM7_T1T3-Sonda

Secuencia: CCCTCGGCAGCGATGGCACT (SEC ID Ne: 27)
15

Nombre del Cebador: MCM7_T2T4-D

Secuencia: GAGGAATCCCGAGCTGTGAA (SEC ID Ne: 28)

Nombre del Cebador: MCM7_T2T4-I
20  Secuencia: CCCGCTCCCGCCAT (SEC ID N°: 29)

Nombre de la Sonda: MCM7_T2T4-Sonda
Secuencia: CCCATGTGCTTCTTTGTTTACTAAGAGCGGAA (SEC ID N°: 30)

25 Nombre del Cebador: MCM7_T2-D
Secuencia: GTCCGAAGCCCCCAGAA (SEC ID Ne°: 31)

Nombre del Cebador: MCM7_T2-|
Secuencia: CCCGACAGAGACCACTCACA (SEC ID Ne°: 32)
30
Nombre de la Sonda: MCM7_T2-Sonda
Secuencia: CAGTACCCTGCTGAACTCATGCGCA (SEC ID N°: 33)

Nombre del Cebador: MCM7_T3T4-F
35 Secuencia: CGCTACGCGAAGCTCTTTG (SEC ID Ne°: 34)

Nombre del Cebador: MCM7_T3T4-R
Secuencia: CCTTTGTTTGCCATTGTTCTCTAA (SEC ID N°: 35)

40 Nombre de la Sonda: MCM7_T3T4-Sonda
Secuencia: TGCCGTACAAGAGCTGCTGCCTCA (SEC ID N°: 36)

TOPO2A:

45  Nombre del Cebador: TOP2A_D
Secuencia: 5- GGCTACATGGTGGCAAGGA -3' (SEC ID N°: 86)

Nombre del Cebador: TOP2A |
Secuencia: 5'- TGGAAATAACAATCGAGCCAAAG -3' (SEC ID Ne: 87)

50
Nombre de la Sonda TagMan: TOP2A_S
Secuencia: 5- TGCTAGTCCACGATACATCTTTACAATGCTCAGC -3' (SEC ID N°: 88)
Resultados

55

Los resultados obtenidos para cada biomarcador se indican a continuacién en forma de tabla. Los datos también se
resumen a continuacion.
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Tabla 52: Muestras Tisulares de Cancer de Cuello Uterino sometidas a congelacién instantanea

Paciente| TPO ID Diag. Tipo de VPH| TagM MCM2 | TagMan TagM MCM7 | TagM TOP2A
Patolég. MCM6
Pt01 | CV-001 | CA de Cél. VPH16 8,93 11,31 29,9 23,76
Esc.
Pt02 [ CV-003 | Adeno CA VPH18 10,94 14,29 36,8 25,28
Pt03 [ CV-005 | Adeno CA VPH18 17,67 13,84 17,3 23,18
Pt04 | CV-007 | CA de Cél. VPH16 23,61 13,3 18,77 23,26
Esc.
Pt05 [ CV-009 | CA de Cél. VPH16 9,3 11,26 15,01 20,33
Esc.
Pt06 | CV-011 [ CA de Cél. VPH16 13,86 11,58 7,37 8,37
Esc.
Pt07 | CV-013 | Adeno CA VPH18 27,03 16,32 19,74 34,29
Pt08 VPH16, 8,28 8,16 3,65 8,57
CV-015 | CA de Cél. VPH18,+
Esc.
Pt09 | CV-017 | CA de Cél. VPH18 12,61 13,56 20,07 11,31
Esc.
Pt10 | CV-019 | CA de Cél. VPH18 31,88 23,38 21,17 27,48
Esc.
Pt 11 | CV-021 | CA de Cél. VPH16 11,27 14,76 10,64 12,73
Esc.
Pt 12 | CV-023 | CA de Cél. VPH16 11,39 11,29 32,17 21,11
Esc.
Pt 13 | CV-025 | CA de Cél. VPH16 23,88 18,98 18,11 27,96
Esc.
Pt 14 | CV-027 VPH18, 12,26 15,53 36,25 26,63
CA de Cél. VPH16,+
Esc.
Pt15 | CV-029 | Carcinoma VPH16 6,56 7,92 9,64 7,81
Célula Esc.
Pt 16 | CV-031 | Carcinoma VPH73 28,12 12,21 27,3 21,4
Célula Esc
Pt 17 | CV-033 | Carcinoma VPH16 8,76 7,59 14,37 12,42
Célula Esc
Pt 18 | CV-035 | Carcinoma VPH16 21,4 12,65 23,63 27,57
Célula Esc
Pt 19 | CV-037 | Carcinoma VPH18 12,59 13,06 14,37 9,24
Célula Esc
Pt20 [ CV-039 | CA de Cél. VPH16, 7,24 8,17 16,97 15,13
Esc. VPH18,+
Pt21 | CV-041 | CA de Cél. VPH16 9,61 11,84 13,88 11,92
Esc.
Pt22 | CV-043 | CA de Cél. VPH16 21,57 13,21 18,31 24,19
Esc.
Pt23 | CV-045 | CA de Cél. VPH16 21,19 13,18 18,76 19,97
Esc.
Pt24 | CV-047 | CA de Cél. VPH18 24,61 19,09 20,19 28,14
Esc.
Pt25 | CV-049 | CA de Cél. VPH18 11,43 10,2 13,70 10,55
Esc.
Pt26 | CV-051 | CA de Cél. VPH16 24,25 20,54 23,26 33,26
Esc.
Pt27 | CV-053 | CA de Cél. VPH45 26,74 21,34 20,96 20,34
Esc.
Pt28 | CV-055 | CA de Cél. VPH16, 12,65 12 14,42 12,17
Esc. VPH18,+
Pt29 | CV-057 | CA de Cél. VPH16 16 14,72 25,46 22,16
Esc.
Pt30 [ CV-059 | CA de Cél. VPH16, 22,55 17,87 15,30 25,54
Esc. VPH18,+
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Pt31 [ CV-061 [ CA de Cél. VPH16 24,08 21,88 23,11 25,28
Pt32 | CV-063 CAIZZCCéI. VPH18, 24,16 12,55 21,63 22,39
Esc. VPH16,+
Pt33 | CV-065 | CA de Cél. VPH16 26,63 16,05 27,56 28,84
Pt34 | CV-067 CAIZZCCéI. VPH16 19,61 23,28 19,03 25,57
Esc.
Tabla 53: Muestras Tisulares Normales Adyacentes
Paciente| TPO ID | Tipo VPH | TagM MCM2 | TagMan MCM6 | TagM MCM7 | TagM TOP2A

Pt 01 | CV-002 | Negativo 3,04 4.4 10,6 10,52
Pt02 CV-004 | Negativo 6,26 6,28 71 9,06
Pt03 | CV-006 | VPH18 2,06 2,53 2,14 3,86
Pt04 CV-008 | Negativo 3,14 4,15 4.8 8,03
Pt05 | CV-010| Negativo 2,2 3,45 5,07 6,91
Pt06 | CV-012| Negativo 2,06 2,29 7,34 6,82
Pt07 | CV-014 | Negativo N/A N/A N/A N/A
Pt08 | CV-016 | Negativo 2,55 3,13 3,72 2,02
Pt09 | CV-018 | Negativo 2,09 3,09 4,74 1,24
Pt10 | CV-020 | Negativo 8,15 6,76 5,42 10,41
Pt11 | CV-022 | Negativo 4,53 5,34 4,33 6,64
Pt12 | CV-024 | Negativo 1,94 2,45 9,03 6,13
Pt13 | CV-026 | Negativo N/A N/A N/A N/A
Pt14 | CV-028 | Negativo 2,62 2,95 10,38 53
Pt15 | CV-030 | Negativo 1,14 1,28 2,06 1,54
Pt16 | CV-032 | Negativo N/A N/A N/A N/A
Pt17 | CV-034 | Negativo 1,24 1,91 1,32 0,42
Pt18 | CV-036 | Negativo 3,4 1,89 4,01 4,32
Pt19 | CV-038 | Negativo 3,48 4,98 5,60 7,92
Pt20 | CV-040 | Negativo 1,84 3,28 3,73 1,38
Pt21 | CV-042 | Negativo 1,53 3,3 4,77 1,01
Pt22 | CV-044 | Negativo 2,65 4,03 2,74 2,59
Pt23 | CV-046 | Negativo 3,09 3,53 5,90 3,42
Pt24 | CV-048| VPH18 2,57 5,19 3,82 5,32
Pt25 | CV-050 | Negativo 5,84 4,64 7,78 9,14
Pt26 | CV-052 | Negativo 5,11 5,22 5,37 5,13
Pt27 | CV-054 | Negativo 2,91 3,29 5,10 0,76
Pt28 | CV-056 | Negativo 4,14 3,74 5,54 4,15
Pt29 | CV-058| VPH16 2,83 4,98 10,13 7,57
Pt30 | CV-060 | Negativo 6,41 5 5,39 10,05
Pt31 CV-062 | Negativo 5,72 4,93 9,29 9,95
Pt32 CV-064 | Negativo 8,06 5,41 7,64 9
Pt33 | CV-066 | Negativo 9,93 7,94 10,78 9,95
Pt34 | CV-068 | Negativo 2,36 6,39 5,73 1,81
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Resumen de Resultados

Tabla 54: Tumor frente a normal adyacente

Marcador Tumor (M £ DT) Normal ( M £ DT) R P
MCM2 17,43 +7,34 3,71 +£2,21 4,70 <0,0001
MCM6 14,32 + 4,32 4,12 £ 1,56 3,48 <0,0001
MCM7 19,38 + 6,94 5,85 + 2,59 3,31 <0,0001
TOP2A 20,53 £ 7,54 5,56 + 3,33 3,69 <0,0001
M: Media; DT: Desviacion Tipica; R: Proporcion de las medias de tumores frente a normal; P: valor P del ensayo t.
5
Tabla 55: VPH-16 frente a VPH-18
Marcador Tipo de Tumor VPH Casos Tumor (M + DT) Normal
(M = DT)
MCM2 16 18 16,77 +6,78 3,29+2,13
18 8 17,23 +8,16 3,99 +2,40
16+18 6 14,52 +7,18 4,27 +2,47
MCM6 16 18 14,19+4,44 397 +1,75
18 8 14,24 +410 4,35+ 1,54
16+18 6 12,38 +3,89 3,92+1,04
MCM7 16 18 19,39+6,94 6,07 +2,98
18 8 17,23+4,16 5,07 + 1,91
16+18 6 18,04 +7,71 6,07 +2,56
TOP2A 16 18 20,92 +7,38 5,46 + 3,26
18 8 19,78 £9,52 6,19 £3,33
16+18 6 18,41+749 532+357
Tabla 56: Carcinoma de Células Escamosas frente a Adenocarcinoma
10
Marcador Histopatologia Casos Tumor (M + DT)  Normal
(M = DT)
MCM2 CCE 30 17,66 +7,28 3,74 +2,23
AC 4 15,72 +8,69 3,39+249
MCM6 CCE 30 1448 +4,44 413+1,55
AC 4 13,16 £3,49 4,03 +1,98
MCM7 CCE 30 19,27 +7,25 6,01 +2,58
AC 4 20,20 +4,57 4,32+2,53
TOP2A CCE 30 20,01+7,47 5,65+ 3,34
AC 4 21,47 +7,87 4,77 +3,92
CCE: Carcinoma de Células Escamosas; AC: Adenocarcinoma
Ejemplo 12 (Ejemplo base): Deteccion por PCR de Biomarcadores en Lineas Celulares de Cancer de Cuello uterino
y de Mama
15 Se realizd PCR en tiempo real TagMan® para detectar niveles de expresion de MCM2, MCM6 y MCM7 en lineas
celulares de cancer de cuello uterino y de mama.
Disefio Experimental y Protocolos
20 Se adquirieron tres lineas celulares de cuello uterino humano de SiHa, Caski y HelLa y tres lineas celulares de
cancer de mama humano de MCF-7, SK-BR3 y CAMA procedentes de la ATCC y se usaron en este experimento.
Se extrajo ARN celular total de células recién cultivadas mediante el kit RNeasy® Protect Mini (Qiagen, Valencia, CA)
y se convirtio en la forma de ADNc monocatenario con hexameros al azar usando el Kit de Alta Capacidad de ADNc
Archive (Applied Bios%stems, P/N: 4322171). Se realiz6 PCR en tiempo real en el Sistema de Deteccion de
25  Secuencias ABI Prism® 7700 usando la Mezcla Maestra PCR Universal TagMan® (Applied Biosystems, Inc., Foster

City, CA).
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Se disefiaron cebadores y las sondas para amplificacién especifica de MCM2, MCM6 y MCM7 con el programa ABI
Primer Express™, v1.5. MCM7 contenia cuatro variantes transcripcionales: la variante transcripcional 1 (T1, refsec
NM_005916) y la variante transcripcional 2 (T2, refsec NM_182776) se identificaron en la base de datos de
nucledtidos NCBI Entrez. La variante T3 y la T4 tenian exones alternos cerca del extremo 5’, analizado por
ensamblaje EST a través del Model Maker de NCBI. Los cebadores y sondas se disefiaron como T1T3, T2T4, T2 y
T3T4 para detectar especificamente las variantes T1y T3, T2 y T4, T2 y T3 y T4, respectivamente. Las secuencias
de cebadores y sondas se han mostrado anteriormente en los Ejemplos 10y 11.

Las sondas se marcaron con un colorante fluorescente FAM (6-carboxifluoresceina) en la base 5 y un colorante
inactivador TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) en la base 3'. Como control enddgeno se utiliz6 ARN Ribosémico
18S. La sonda de ARNr 18S se marco con un colorante fluorescente VIC. La mezcla cebador/sonda ARNr 18S pre-
desarrollada se adquirié en Applied Biosystems. Se aplicaron 10 ng de ADNc a la mezcla de reaccién que contenia
0,9 "M y 0,25 nM de los cebadores y sondas, respectivamente, en un volumen total de 25 ni. Las condiciones de
amplificacién fueron: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C y un ciclo bietapa de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C
durante 60 segundos durante un total de 40 ciclos. En cada procesamiento se incluyeron al menos tres mezclas de
reaccion de control sin molde. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Se emple6 el método de
cuantificacion relativa para calcular los niveles de expresion de los genes diana con respecto al control endégeno
18S, basandose en sus valores CT siguiendo el manual del usuario de ABI (P/N 4303859).

Resultados
Los resultados obtenidos para cada biomarcador se indican a continuacién en un formato de tabla.

Tabla 57: Expresion de Biomarcadores en Lineas Celulares de Cancer de Cuello Uterino y Mama

SiHa Caski Hela MCF7 | SK-BR3 [ CAMA
MCM2 21,4 5,01 8,79 18,84 7,65 17,32
MCM6 12,34 5,77 6,46 12,6 5,44 13,14
MCM7 20,53 17,27 8,31 26,91 30,38 25,36

Conclusiones

La linea celular HeLa de cuello uterino mostré tener niveles de expresion bajos de los biomarcadores MCM2, MCM®6
y MCM?7. Las lineas celulares de cuello uterino SiHa, MCM7 de mama y CAMA mostraron sobreexpresion de los
biomarcadores MCM2, MCM6 y MCM?Y. Las lineas celulares Caski de cuello uterino y SK-BR3 de mama mostraron
sobreexpresion de MCM7 pero baja expresién para MCM2 y MCM6.

Ejemplo 13 (Ejemplo base): Inducciéon de la Expresion de Biomarcadores de Cuello Uterino en Células 293 por
Transfeccion Transitoria de Genes E6/E7 del VPH16

Para investigar la interrelacion de la expresion de biomarcadores de cueIIo uterino con la transcripcion de oncogenes
del VPH de alto riesgo se us6 el ensayo de PCR en tiempo real TaqMan en un sistema de la linea celular HEK 293.

Disefio Experimental y Protocolos

En este experimento se adaptd un sistema de expresion regulado por tetraciclina (sistema T-Rex, Invitrogen, Inc). Se
construyeron vectores T-Rex que expresaban la proteina de E2, E6 o E7 del VPH. Como controles negativos se
utilizaron vectores que contenian los genes mutantes E2, E6 o E7. Las células T-Rex 293 se transfectaron después
con plasmidos del VPH y la expresién de los genes del VPH se activo por tetraciclina durante 4 horas, 24 horasy 72
horas. Se extrajo ARN celular total procedente de las células transfectadas mediante un kit RNeasy Protect Mini
(Qiagen, Valencia, CA) y se convirtieron en la forma ADNc monocatenario con hexameros aleatorios usando el Kit
de Alta Capacidad de ADNc Archive (Applied Blosystems P/N: 4322171). Se realiz6 PCR en tiempo real en el
Sistema de Deteccion de Secuencia ABI Prism® 7700 usando la Mezcla Maestra PCR Universal TaqMan® (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA).

Se disefiaron cebadores y sondas para amplificacion especifica de MCM2, MCM6 y MCM7 TOP2A, Ciclina E1, p21,
p14, E2, E6 y E7 del VPH16 con el programa ABI Primer Express™, v1.5. MCM7 contenia cuatro variantes
transcripcionales: la variante transcripcional 1 (T1, refsec NM_005916) y la variante transcripcional 2 (T2, refsec
NM_182776) se identificaron en la base de datos de nucledtidos NCBI Entrez. La variante T3 y T4 tenian exones
alternos cerca del extremo 5’, analizado por ensamblaje EST a través del Model Maker de NCBI. Los cebadores y
las sondas se disefiaron como T1T3, T2T4, T2 y T3T4 para detectar especificamente las variantes T1y T3, T2 y T4,
T2 y T3 y T4, respectivamente. Las secuencias de cebadores y sondas son como se muestra en los Ejemplos 10 y
11.
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Las sondas se marcaron con un colorante fluorescente FAM (6-carboxifluoresceina) en la base 5 y un colorante
inactivador TAMRA (6-carboxitetrametilrodamina) en la base 3’. Como control enddgeno se utilizd ARN Ribosémico
18S. La sonda de ARNr 18S se marco con un colorante fluorescente VIC. La mezcla cebador/sonda ARNr 18S pre-
desarrollada se adquirio en Applied Biosystems. Se aplicaron 10 ng de ADNc a la mezcla de reaccién que contenia
0,9 "M y 0,25 nM de los cebadores y sondas, respectivamente, en un volumen total de 25 ni. Las condiciones de
amplificacion fueron: 2 minutos a 50 °C, 10 minutos a 95 °C y un ciclo bietapa de 95 °C durante 15 segundos y 60 °C
durante 60 segundos durante un total de 40 ciclos. En cada procesamiento se incluyeron al menos tres mezclas de
reaccion de control sin molde. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Se emple6 el método de
cuantificacion relativa para calcular los niveles de expresion de los genes diana con respecto al control endégeno
18S, basandose en sus valores CT siguiendo el manual del usuario de ABI (P/N 4303859).

Resultados

Se observd que la expresion de los genes E2, E6 y E7 del VPH16 en células 293 T-Rex aumentaba durante el
transcurso de la transfeccion. La expresion del ARNm de Topo2A, MCM2, MCM6, MCM?Y y ciclina E en células 293
T-Rex se indujo significativamente por los genes E6 o E7 del VPH16, después de la transfeccion de 4 horas hasta
72 horas. Sin embargo, no se detectaron niveles de expresion elevados para p21 y p14 después de la transfeccion
génica del VPH. La expresion de E6 o E7 no parecié reprimirse por la co-transfeccion del gel E2. Esto es porque la
expresion de E6 o E7 la condujo integramente el promotor de CMV externo en lugar de los promotores naturales del
VPH. Lo ultimo no esté presente en este sistema modelo.

Tabla 58: Topo2A

Transfeccion Oh OhDT 4h 4hDT 24h 24hDT 72h 72hDT
293-H16E2 | 6,91 | 0,07 | 5,22 | 0,13 | 5,68 0,14 6,61 0,36
293-H16E6 | 6,91 | 0,07 | 11,31 | 0,22 | 18,13 | 0,89 | 17,39 | 0,85
293-H16E7 | 6,91 | 0,07 | 20,33 | 09 |[28,94| 0,71 35,02 ( 1,03
293-H16dE7 | 6,91 | 0,07 | 6,43 | 0,35 | 8,18 0,64 7,39 0,18
293-LacZz | 6,91 | 0,07 7.4 0,07 | 7,36 0,22 7,25 0,67

Tabla 59: MCM2

Transfeccion Oh OhDT 4h 4hDT 24h 24hDT 72h 72hDT
293-H16E2 | 4,79 | 0,23 | 5,25 | 0,36 | 5,24 0,31 4,44 0,3
293-H16E6 | 4,79 | 0,23 | 6,04 | 0,21 9,38 0,37 | 12,08 | 0,18
293-H16E7 | 4,79 | 0,23 | 10,81 | 0,16 | 12,29 | 0,36 | 16,34 0,8
293-H16dE7 | 4,79 | 0,23 | 5,72 | 0,36 | 4,98 0,27 5,03 0,39
293-LacZz | 4,79 | 0,23 | 5,67 | 0,61 5,68 0,47 5,98 0,79

Tabla 60: MCM6

Transfeccion Oh O0hDT 4h 4hDT 24h 24hDT 72h 72hDT

293-H16E2 | 3,62 0,2 3,5 0,22 | 4,72 0 4,44 0,26
293-H16E6 | 3,62 0,2 4,74 0,07 [ 9,03 | 0,04 9,68 0,43
293-H16E7 | 3,62 0,2 7,7 0,04 | 13,56| 033 | 14,03 | 0,41
293-H16dE7 | 3,62 0,2 5,23 028 | 4,6 0,32 4,73 0,37

293-LacZ | 3,62 0,2 4,77 0,12 | 466 | 0,14 5,34 0,39
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4Tabla 61: MCM7
Transfeccion| Oh |OhDT| 4h [4hDT| 24h [24hDT| 72h |72h DT
293-H16E2 | 4,2 | 0,04 6,3 0,28 5,3 0,18 5,8 0,31
293-H16E6 | 4,2 | 0,04 | 4,99 0,05 9,55 0,23 15,24 0,3
293-H16E7 | 4,2 | 0,04 | 10,11 | 0,84 | 14,23 0,84 21,18 0,31
293-H16dE7 | 4,2 | 0,04 3,65 0,3 6,06 0,3 4,64 0,07
293-LacZ 4,2 | 0,04 5,74 0,45 5,31 0,55 5,66 0,17
Tabla 62: Ciclina E1
Transfeccion| Oh |OhDT| 4h |4hDT| 24h |24hDT| 72h |72h DT
293-H16E2 | 6,02 | 0,00 5,06 0,10 5,03 0,35 5,72 0,31
293-H16E6 | 6,02 | 0,00 9,19 0,18 8,95 0,79 9,38 0,18
293-H16E7 | 6,02 | 0,00 | 12,91 | 0,38 | 17,63 0,17 17,32 0,25
293-H16dE7 | 6,02 | 0,00 5,45 0,24 6,87 0,20 5,11 0,08
293-LaczZ 6,02 | 0,00 5,72 0,31 6,28 0,37 5,65 0,64
Tabla 63: p21
Transfeccion| Oh |OhDT| 4h |[4hDT| 24h (24hDT| 72h |72h DT
293-H16E2 | 4,76 | 0,19 | 4,05 | 0,30 | 5,19 0,61 4,92 0,60
293-H16E6 | 4,76 | 0,19 | 5,56 | 0,19 | 5,60 0,08 7,21 0,07
293-H16E7 | 4,76 | 0,19 | 7,52 | 0,29 | 5,22 0,13 6,45 0,13
293-H16dE7 | 4,76 | 0,19 | 4,38 | 0,26 | 5,60 0,66 5,10 0,05
293-Lacz 476 | 0,19 | 3,86 | 0,00 | 4,53 0,27 5,37 0,29
Tabla 64: p14
Transfeccion| Oh |OhDT| 4h [4hDT| 24h (24hDT| 72h |72h DT
293-H16E2 | 4,78 | 0,30 | 4,44 | 0,09 | 5,04 0,44 5,04 0,07
293-H16E6 | 4,78 | 0,30 | 4,77 | 0,12 | 5,48 0,13 | 4,52 0,11
293-H16E7 | 4,78 | 0,30 | 6,38 | 0,62 | 5,60 0,25 | 6,43 0,35
293-H16dE7 | 4,78 | 0,30 | 5,08 | 0,12 | 5,53 0,35 5,10 0,15
293-Lacz 4,78 | 0,30 | 4,54 | 0,40 | 4,68 0,16 5,76 0,25
Tabla 65: E2 del VPH16
E2 E6 | E7 dE2 dE6 | dE7 | E2+E6 | E2+E7 | dE2+E6 | dE2+E7 | LacZ |Simulad
o
4h | 130,22 110,7 95,34 36,6 3,94 12,86 0
24 h 111,41 118,17 | 90,19 19,77 7,7 0
72 h 141,57 162,54 | 128,41 32,94 9,89 0
Tabla 66: E6 del VPH16
E2 E6 E7 | dE2 dE6 dE7 | E2+E6 | E2+E7 | dE2+E6 | dE2+E7 | LacZ | Simula
do
4 h 205 219,87 128,41 199,65 0
24 h 329,67 225,96 158,31 188,03 0
72 h 757,26 315,22 392 271,55 0

59




10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 381 644 T3

Tabla 67: E7 del VPH16

E2 | E6 E7 dE2 | dE6 dE7 E2+E6 | E2+E7 | dE2+E6 | dE2+E7 | LacZ | Simula
do
4h | 0 0 | 330,76 0 0 165,48 0 120,65 0 201,19 0 0
24h| 0 0 | 1514,6 0 0 239,63 0 857,89 0 600,57 0 0
72h| 0O 0 | 2806,8 0 0 355,9 0 1444,25 0 809,11 0 0

Ejemplo 14: La Accesibilidad del Antigeno Aumenta en los Métodos Inmunocitoquimicos e Inmunohistoquimicos
Usando un Tampoén de Tratamiento Previo para Portaobjetos

Seleccion de Especimenes y Descripcion de Reactivos

Especimenes citolégicos e histolégicos relacionados, procedentes del mismo paciente, se sometieron a
inmunoensayo para detectar la sobreexpresion de biomarcadores. Se analizaron muestras de tejido bloqueadas en
parafina y especimenes citologicos SurePath® de pacientes clasificados como ASCUS (3), LSIL (6) y HSIL (5). Los
reactivos usados fueron el Coéctel de Anticuerpos (para citologia) el Coctel de Anticuerpos Modificado (para
histologia), Reactivos de Deteccion, Tinciones de Contraste y el Tampon de Preparacion SureSlide® 10X (tampdn de
tratamiento previo).

Preparacién de Portaobjetos para citologia e Inmunocitoquimica Automatizada

Para la inmunocitoquimica, la preparacion y el tratamiento previo de los portaobjetos se realiz6 como se indica en el
Ejemplo 5. Después se realizd la inmunocitoquimica automatizada sobre cada espécimen citolégico como se
describe en el Ejemplo 5 con una excepcion. La incubacion del coctel de anticuerpos primarios (Clon MCM2
26H6.19 1:10.000, Clon MCM2 27C5.6 1:800, Clon TOPOILA SWT3D1 1:1000) se redujo a 30 minutos para este
experimento.

Preparacién de Portaobjetos para histologia e Inmunocitoquimica automatizada

Para cada caso, se cortaron secciones de 4 micrometros y se secaron durante una noche o durante 20 minutos en
un horno de ventilacion forzada a 70 °C. Las secciones de desparafinaron en tres cambios de xileno durante 5
minutos cada uno. Después los portaobjetos se limpiaron en alcohol absoluto durante 5 minutos cada uno. Los
portaobjetos se redujeron de agua y se aclararon cuidadosamente. Los portaobjetos se transfirieron a una solucion
previamente calentada de Tampoén de Preparacion SureSlide 1X y se incubaron en el vaporizador durante 25
minutos. Los portaobjetos se retiraron del vaporizador y se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 20
minutos. Los portaobjetos se aclararon lentamente en agua hasta que el tampén estuvo completamente cambiado.
Se aplicé un aclarado con TBST durante 2 cambios a 2 minutos cada uno.

La inmunohistoquimica automatizada se realiz6 como se describe en el Ejemplo 5 para la inmunocitoquimica, con
dos excepciones. La incubacion del coctel de anticuerpos primarios se redujo a 30 minutos para este experimento.
Adicionalmente, el coctel de anticuerpos primarios se modificd con las siguientes diluciones (Clon MCM2 26H6.19
1:4.000, Clon MCM2 27C5.6 1:200, Clon TOPOILA SWT3D1 1:400).

Resultados
Se observaron los modelos de tincién previstos tanto en los especimenes histolégicos como en los citologicos con el
uso de los reactivos RUO. Especificamente, la capacidad de inmunotincion tanto de especimenes histoldgicos como

citoldgicos con el Tampoén de Preparacion SureSlide®, Reactivos de Deteccion y Reactivos de Tincion de Contraste
se demostro de manera satisfactoria.
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Tabla 68: Informacion de las secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de los Biomarcadores

Secuencia de Nucleétidos Secuencia de Aminoacidos
Nombre del Biomarcador | N° de Acceso | Identificador de | N° de Acceso Identificador de
Secuencia Secuencia
Ciclina E1 (Isoforma 1) NM_001238 SEC ID N°: 1 NP 001229 SEC ID N°: 2
Ciclina E1 (Isoforma 2) NM_057182 SECID N°: 3 NP 476530 SECID N°: 4
Ciclina E2 (Isoforma 1) NM_057749) SECID N°: 5 NP 477097 SECID N°: 6
Ciclina E2 (Isoforma 2) NM_057735 SEC ID N°: 7 NP 477083 SEC ID N°: 8
Ciclina E2 (Isoforma 3) NM_004702 SECID N°: 9 NP 004693 SEC ID N°: 10
MCM2 NM_004526 SEC ID N°: 11 NP 0045417 SEC ID N°: 12
MCM6 NM_005915 SEC ID N°: 89 NP 005906 SEC ID N°: 90
MCM7 (Isoforma 1) NM_005916 SEC ID N°: 13 NP 005907 SEC ID N°: 14
MCM7 (Isoforma 2) NM_182776 SEC ID N°: 15 NP 877577 SEC ID N°: 16
p21/waf1 (Variante 1) NM_000389 SEC ID N°: 17 NP 000380 SEC ID N°: 18
p21/waf1 (Variante 2) NM_078467 SEC ID N°: 19 NP 510867 SEC ID N°: 20
p14ARF NM_058195 SEC ID Ne: 21 NP 478102 SEC ID N°: 22
Topo2a NM_001067 SEC ID N°: 23 NP 0010568 SEC ID N°: 24

A la luz de la descripcion y de los ejemplos anteriores, un experto en la materia apreciara que los métodos de la
invencion permiten mejorar la deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado, independientemente de la
edad, en comparacién con la realizaciéon practica convencional. Los métodos de la invencién pueden encontrar un
uso particular como se describe a continuacion:

Para mujeres mayores de treinta afos, el ensayo puede ser un reflejo de un resultado positivo para VPH o un
reflejo de un resultado citolégico ASCUS+.
Para mujeres menores de 30 afios, el ensayo puede usarse en combinacion con citologia para la deteccion
de enfermedades de cuello uterino de alto grado.
Para mujeres mayores de 30 afios, el ensayo puede usarse en combinacion con citologia para la deteccion de
enfermedades de cuello uterino de alto grado.
Para mujeres menores de 30 afios, el ensayo puede usarse como una exploracién primaria para detectar
enfermedades de cuello uterino de alto grado.
Para mujeres mayores de 30 afios, el ensayo puede usarse como una exploracion primaria para detectar
enfermedades de cuello uterino de alto grado.

El ensayo puede ser un sustituto del frotis Pap en mujeres menores de treinta afios.

Finalmente, el ensayo puede ser un sustituto del frotis Pap, independientemente de la edad.

Otras posibles ventajas que surgen a raiz de la realizacidn practica de la presente invencién incluyen:

Deteccion de anomalias histologicas de alto grado en mujeres de 30 afios y mayores con resultados NIL/VPH
positivos
Especificidad superior para la deteccién de enfermedades de cuello uterino de alto grado en mujeres mayores de
30 afos que son positivas para el ensayo Pap + ADN.
Deteccion superior para enfermedades de cuello uterino de alto grado en mujeres con las categorias ASCUS,
ASC-H y LSIL, independientemente de la edad.
Especificidad superior para la deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado en la categoria HSIL.
Deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado junto con diagnéstico basado en citologia en
mujeres menores de 30 afios.
Deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado junto con diagndstico basado en citologia,
independientemente de la edad.
Especificidad mejorada para la deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado como una exploracién
primaria en mujeres menores de 30 afios.
Especificidad mejorada para la deteccion de enfermedades de cuello uterino de alto grado como una exploracién
primaria, independientemente de la edad.
Identificacion de enfermedades de cuello uterino y diferenciacion de infecciéon por VPH y de enfermedad de cuello
uterino de alto grado.
Pueden establecerse rendimientos de ensayo aceptables usando interpretacion manual o interpretacion asistida
mediante microscopia automatizada.
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Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
los expertos en la materia a la que pertenece esta invencion.

Aunque la anterior invencion se ha descrito con detalle a modo de ilustracion y se han proporcionado ejemplos con

objeto de claridad de entendimiento, sera evidente que en la realizacién practica de la invencion puedan efectuarse
determinados cambios y modificaciones.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Fischer, Timothy J.
Malinowski, Douglas P.
Taylor, Adriann J.

Parker, Margaret R.

<120> METODOS Y COMPOSICIONES PARA LA DETECCION DE ENFERMEDADES DE CUELLO
UTERINO

<130> 46143/290269

<150> 60/556.495
<151> 24-03-2004

<160> 90

<170> FastSEQ para Windows Version 4.0
<210> 1

<211> 1958

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1
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<210> 2

agctagecgge
gogceteggec
cgggactgga
atcatgecga
ggeggegegy
caggatccag
cagcettagy
aaagaagatg
tccagagget
atgttaaaca
ctgcagecaa
aaacttcaca
caagaaaatyg
gccaaacttg
gcttgtteag
cgtttaagte
aatgacttac
gagctgrigg
getgetieag
cagtggtges
gagacggaga
atacagaccc
ttgtctgaac
ggtaagaage
acagttgcge
tttacagata
atcaaacagg
caagktacaco
tacttgacct
cgtggetete
gcaagegttg
gttgacagtyg
ttttaatzaa

<211> 410
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

gecogeoegeca
cgeccgactoe
gegegeegtc
gggagegcag
agttetegge
atgaagaaat
acaataatge
atgaccgggt
cecoogekged
aggadaagac
aaatgcgagc
gggagacctt
ttgtaaaaac
aggaaztcta
gagatgaaat
cecegactat
atgaagtgct
atctctgtgt
ccttgtatea
acatagagaa
gctcaaaact
acagagacag
aaaatagggc
agagcagegg
gcoetgoeteea
tctgaatgga
gcaaagtgtt
agccacctoo
aagagactee
ctcacaggta
tgcagagece
tacaakgect
gataatactyg
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gogeggtgta
cggcgecgec
cgecgeggac
ggagegggat
togctecagg
ggccaaaatce
agtctgtgea
ttacccaaac
tgtactgagc
atacttaagg
aattcttctg
ttacttggca
tottitacag
toetceecaaag
tctcaccatg
tqtgtectgy
actgeegcag
cctggatgtt
tttctegtca
ctgtgtcaag
gaagcacttc
etiggatttg
ttcteckcte
gacggaaatg
cgttetette
agagtgttte
ttttattgaa
agacaccagt
cacaacaaca
ttctggacte
atagcecaget
ttgatgaact
tttttgagac

gggggcaggce
gcogecacty
aagacecckgg
gogaaggagce
aagaggaagy
gacaggacgg
gacccctaet
tcaacgtgea
tgggcaaata
gateageact
gattggttaa
caagatttct
cttattggga
ttocaccagt
gaattaatga
ctoaatgtat
tatccecage
gactgecttg
tetgaattga
tggatagtte
aggggegtcg
ctggacaaag
ccocagtgggc
gocgtgaccac
tgtctgttge
ttoccaczaca
tgcttatagg
gegtacteec
aaagottgaa
cgttgtacca
ggagcagggag
gttttgtaag
aaaaaaad
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gcggatcoecg
cecgteogeege
ccteaggecy
gggacaceat
caaacgtgac
cgagggacca
cootgatoee
agectcoggat
gagaggaagt
ttettgagea
tggaggtgty
ttgaccggta
ttteoatcottt
ttgegtatgt
ttatgaagge
acatgcaggt
aaatctttat
aatttectta
tgcaasaggt
catttgecat
ctgatgaaga
ccegagcaaa
teckeaceec
coeoatectto
ageggaggeg
gaagtatttc
tttettttaa
gatgetgota
getgtggagg
agtggagerag
ctgcectete
tgetgetata

ccaccegaege
cgocgectge
gagcageecc
gaaggaggac
cgttbittig
gtgtagaage
cacacctgac
tattgcacca
ctggaaaatc
acaccctett
tgaagkctat
tatggcgaca
akttattgea
gacagatgga
cettaagtgg
tgcatatcta
acagattgea
tggtatactt
tteagggtat
ggttataagg
tgcacacaac
gaaagccaty
gecacagage
tccaccaaag
tgcgtttget
tgtggatage
ataagtgggt
tggaaggtygce
gccacggtyy
gtggttgeag
cacattatca
tctatecatt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
G660
720
780
B40
900
960
1020
10890
1140
12090
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1BCO
1860
1529
1958



Met

Lys

Ile
Asn
65

Glu

I1le

Arg
145
Leu
Met
Ile
Lys
Glu

225
Leu

Gln

Val

305
Trp

val
Ala
Leu
Axg

385
Lys

<210> 3
<211> 1787
<212> ADN

Pro
Glu
Asn
AsSD
Ala
Asp
Ala
Glu
Asp
1a¢
Ala
His
Ala
Ser
Leu
21¢

Ile

Sar

Ile
Asp
280
His
Cys
Ile
Asp
Leu
370
Ala

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 3

Arg
Asp
val
is

Val
Asp
Pro
Glu
115

Gln

Ile

Thy
Ser
195
Hisg
Leu
bro

Leu

Phe
275

Cys
Phe

Asp

Glu
355
Asp
Sear

Gln

Glu
Gly
20

Thr

Thr

Asp
Ser
100
Val
His
Leu
Glu
Gln
180

Leu

Gln

Leu
Asn
260
Ile
Leu
Ser
Ile
Glu
340
Asp
Lys

Pro

Ser

ES 2 381 644 T3

Arg
Gly
val
Ala
Ala
85

Arg
Trp
Fhe
Leu
Thr
165
Glu
Phe
Phe
Met
Thr
245
Asp
G1ln
Glu
Ser
Glu
325
Thr
Ala
aAla

Leu

Ser
405

Arg
Ala

fhe

Asp
70

val
Gly
Lys
Leu
Asp
150
Phe
Asn
Ile
Ala
Glu
230
Ile
Len
Ile
Phe
Ser
310
Asn

Gly

His

Pro

1390

Gly

Glu
Glu

Leu

ABp
55
Pro

Tyr
Ser
lle

Glu
135
Trp

Tyr
Val
Ala
215
Leu
val
Hisg
Ala
Pro

295
Glu

Cys
Ser
Asn
ala
375

Sexr

Pro

Arg

Phe
Gl

40
Gln

Cys
Pro
Pro
Met
120
Gin
Leu
Leu
val
Ala
200
val
Met
Ser
Glu
Glu
280
Tyr
Leu
Vfal
Ser
Iie
360
Lys
Gly

Glu

64

Asp
Ser
25

Agp
Cys
Ser
Asn
Leu
108
Leu
Hig
Met
Ala
Lys
185
Lys
Thr

Ile

Val
265
Leu
Gly
Met
Lys
Lye
345
Gln
Lys

Leu

Met

Rla
10

Ala
Pro
Gly
Leu
Ser
90

Pro
Asn
Pro
Giu
Gln
179
Thr
Leu
Asp
Met
Leu
250
Leu
Leu
ile
Gln
330
Leu
Thr
Ala

Leu

Ala
410

Lys

Asp
Ser
Ile
75

Thr
Vval
Lys
Lau
val
155
Asp
Leu
Glu
Gly
Lys
235
Asn
Leu
Asp
Leau
Lys
318
Met
Lys
His
Met

Thr
385

Glu
Ser
Glu
Gln

60
Pro

Cys
Leu
Glu
Leu
140
Cys
Phe
Leu
Glu
Ala
220
Ala
Val
Pro
Leu
Ala
300
Val

Val

His

Leu
380
Pro

Glu
45

Pro
Thy
Lys
Ser
Lys
128
Gln
Glu
Phe
Gln

Ile
208

Cys
Leu
TYL
Gln

Cys
285
Ala
Ser
Pro
Phe
Asp
3658
Ser

Pro

Asp
Lys

30
Met

Trp
Pro

Pro
Trp
110
rro
val
Asp

Leu
190
Tyr

Ser
Lys
Met
270
Val
Ser
Gly
Phe
350
Ser
Glu

Gln

Thr
1s

Ala

Asp

85
Ala

Lys

Tyr
Arg
175
Iie
Pro
Gly
Trp
Gln
255
Pro

Leu

Ala

Ala
335
Gly
Leu
Gln

Ser

Met
Lys
Lys
Asn
Lys
a0

Ile

Asn

Met
Lys
160
Gly
BEro
hzp
240
Val
Gln
Asp
Leu
Gln
320
Met
Val

Asp

Gly
400



<210> 4

gtgctcacce
aaggaggacg
gtttttttge
tgtgggagec
acacctgaca

attgcaccat
tggaaaatca
caccctctic
gaagtctata
atggcgacac
tttatbgecag
acagatggag
cttaagtgge
gcatatctaa
cagatigeag
ggtatacttg
tcagggktatce
gttataaggg
gcacacaaca
aaagccatgt
ccacagagceyg
ccaccaaaga
gcgttigett
gtggatggca
taagtgggte
ggaaggtgct
ccacggtgge
tggttgcagy
acattatcag
ctatccattt

<211> 395
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

ES 2 381 644 T3

gacceggabtge cacccgggtc cacagggatg
gaeggegegga gticteogget cgoctecagga agaggaagge
aggatccaga tgaagaaatg gecaaaatcg
agecttggga caataatgca gtctgtgcag
aagaagatga tgaccgggtt taceccaaact

ccagaggctc
tgttaazacaa
tgcagccaaa
aactktcacag
aagaaaargt
ccaaacttga
cttgttcagg
gtttaagtec
atgacttaca
agetgttgga
ctgettegge
agtgatgcga
agacggggag
tacagaccca
tgtctgaaca
gtaagaagca
cagttgcgeg
ttacagatat
tcaaacaggg
aagtacacca
acttgaccta
gtggckctce
caagegttgt
ttgacagqtgt
tttaataaag

ceCgctgeet
ggaazagaca
aatgegagea
ggagacctrt
tgtaaaaact
ggaastctat
agatgaaatt
cckgactatt
tgaagtgcta
tetetgtgte
ctegtatecat
catagagaac
ctcaaaacty
cagagacage
aaataggget
gagcagcggg
cckgcteeac
ctgaztggaa
canagtgttt
gecaccteca
agggactecoe
tcgecaggtgt
gcagagccca
acaatgcott
ataatactgt

gtactgagct
tacttaagay
attcttctgg
tacttggecac
cttttacage
cctecaaaght
ctcaccatgyg
gtgtectgge
ctgcegeaght
ctggatgttg
ttctegteat
tgtgtcaagt
aagcacttca
ttggatttge
tectocctctee
ccggaaatgy
gttctectet
gagtgttict
tttattgaat
gacaccagkyg
acaacaacaa
tetgggetoe
tagccagetg
tgatgaactg
ttttgagaca

65

cgaaggagcy

acaggacgge
acccctgeote
caacgtgcaa

gggcaaatag
atcagecactt
attggttaat
aagatttctt
ttattgggat
tgcaccagtt
aattaatgat
tgaatgtata
atccocagea
actgecttga
ctgaattgat
ggatggttee
ggggegtege
tggacaaagc
ccagtggget
cgtgaccace
gteotgttgea
tccacaacaq
gcttataggt
cgtgetcecyg
aagettgaag
gttgtaccaa
ggcaggggge
ttttgtaagt
aaaaaaa

ggacaccatg
aaacgtgace
gagggaccag
cctgatcecc
gcecteoggatt

agaggaagte
tettgageaa
ggaggtgtgt
tgaceggtat
tteatcttta
tgcgtatgty
tatgaaggce
catgcaggtt
aatctttata
attteecttat
graaaaggtt
atttgccatg
tgatgaagat
cogagoaaag
ccteaccoey
ceatocktet
geggaggegt
aagtatttct
tttttttaaa
atgctgetat
ctgtggageg
gtggagcagg
tgccetekeo
gctgotatat

60

120
180
2440
300

360
420
480
540
600
660
720
780
840
a0
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14440
1500
1560
lé20
1680
1740
1787



Met
Lys

Lys

Lys
65
ile

Mek
Lys
145
Tyr
Gly
Pro
Aep
228
Val

Gln

Asp
Leu
Gln
305
Met
Val
Asp

Asn

aly
aas

<210>5
<211> 2748
<212> ADN

Lys
Ala
Ile
Asn
50

Glu

Ile

Arg
130
Leu
Met
Ile
Lys
Glu
210
Leu

Ala

Gln

val

Tyr
290
Trp
val
Ala

Leu

Arg
370
Lys

<213> Homo sapiens

<400> 5

clu
Asn
Asp
35

Ala
Asp
Rla
Glu
Asp
118
Ala
Hia
Ala
Ser
Leu
1985
Ile
Ser
Tyr

Ile

Asp
275
His
Cys
Ile
Asp
Leu
355
Ala

Lys

Asp

val
20

Arg
val
Asp
Pro
Glu
100
GIn

Ile

Thr
Ser
180
His
Leu
Pro

Leu

Phe
260

Cys
Phe

Asp

Glu
340
Asp
Ser

Gln
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Gly
Thr
Thr
Cys
Asp
Ser
85

val
His
Leu
Glu
Gln
165
Leu
Gln
Thr
Leu
Rsn

245
Ile

Leu
Ser
Ile
Glu
325
Asp
Lys
Pro

Ser

Gly
val
Ala

Ala

70

Txp
Fha
Leu
Thr
150
Glu
Fhe
FPhe
Met
Thr
230
Asp

Gln

Glu
Ser
Glu
310
Ala
Ala
Leu

Ser
390

Ala

Phe

Asp
55

Val
Gly
Lys
Leu
Asp
135
Phe
Asn
Ile
Ala
Glu
215
Ile

Leu

Ile

Phe
Ser

295
Asn

Gly

His

Fro
375
Gly

Glu
Leu
AsBp

40
Pro

Tyxr
Ser
Ile
Glu
124
Trp
Tyr
Val
Rla
200
Leu
Val
His

Bla

Pro
280
Glu

Cys
Ser
Asn
Ala
360

Ser

Pro

66

Phe
Gln

25
Gln

Cys
Pro
Pro
Met
105
Gln
Leu
Leu
Val
Ala
185
Val
Met
Ser

Glu

Glu
265

Tyr
Leu
val
Ser

Ile
345
Lys

Gly

Glu

Ser
10

Asp
Cys
Ser
Asn
Leu
90

Leu
His
Met
Ala
Lys
170
Lys
Thr
Ile
Trp
Val

250
Leu

Gly
Met
Lys
Lys
330
Gln
Lys
Leu

Met

Ala
Fro
Gly
Leu
Ser
75

Pro
Asn
Pro
Glu
Gln

155
Thr

Asp
Met
Leu
235

Leu

Leun

ile
Gln

Trp
315
Leu
Thr
hla

Leu

Ala
395

Arg
Asp
Ser
Ile
60

Thr
val
Lys
Leu
Val
140
Asp
Leu
Glu
Gly
Lys
220
Asn
Leu

Asp

Leu
Lys
300
Met
Lys
His
Met

Thr
3B0

Ser Arg Lys

Glu
Gln

45
Pro

Cys
Leu
Glu
Lau
128
Cys
Phe
Leu
Glu
aAla
205
Ala
val

Pro

Leu

Ala

285
Val

Val

Leu
365
Pro

Glu
30

Pro
Thr
Lys
Ser
Lys
110
Gln
Glu
Phe
Gln

Ile
1390

Cys
Leu
Tyr
CGln
Cys
270
Ala
Ser
Pro
Phe
Asp
350

Ser

Pro

15
Met

Pro

Pro

Txp
as

thr
Pro
val
Rsp
Liau
175
TyT
Ser
Lys
Met

Tyr
255

val

Ser
aly
Phe

Arg
335

Ser
Glu

Gln

Ala

Rsp

o
Ala

Tyr

Lys

Arg
150
Ile
Pro

Gly

Gln
240
Pro

Leu

ala

Tyr
Ala
320
Gly
Leu

Gln

Ser



agegggtacy
gecgageggt
aagtagccgt
agcccagata
ggaggtcace
ggggatcagt
cteccagaktt
tttaagctgg
cgttcatgac
acttctagac
tcttgcacaa
gettcaacte
tcctaaactc
aaggatggaa
ctocetggeta
acctcagtak
agccattgak
tacctccatt
tgtagattgy
gacttttaag
ggetatgetg
agtgtgeaat
ctaaagaaga
acktgaactac
aagttacact
atttectatg
caaggttact
cagtgttact
taagtgctac
ctcaaaattc
gtttacaaayg
ctattataaa
ttgocottgee
gtgekctaaa
cetaactggy
tttggatgaa
kctaagatat
tttgtgaaac
agtgataaag
tatatactga
ggctagetat
agtagattag

cetitgaaga
aaactaatat
gtattatata
aagttaaaaa

<210>6

<211> 404

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

gggcgggace
agctggtetg
ttacaageta
atccaggeca
aagaaacate
cettgeatta
acaaattaca
ggatgttcaa
zaacattttg
tggettttag
gacttttteg
attyggaatta
caagagtttyg
ctcattatat
aatctettte
tctcaggaaa
tcattagagt
gaagtggtta
atggtacett
aagattccta
gaggaagtaa
ggaggcatta
taactaagca
taaagttktta
gegattetga
ttagctgtta
ggatagaage
gtatttatct
cttaaagggot
ctacactctt
gtttagtttt
acttgaatte
ataacacatt
cagtgggagt
getttettga
aaacttaagt
ccetaaggaa
tgttaaggte
cttiacactt
ctecctagaaa
ttctaaatat
aa2actagat

aactatacat
ttgtttcaat
aacttaacect
aatttaactg

ES 2 381

ggcceggeck
gcgaggtttt
agrageagee
agaagaggaa
agtatgaaat
tcattgaaac
gatttaaaaa
aagaagtctg
aagttetgea
aggtatgtga
atagatttat
ccteattatt
cttacgtcac
taaaggcttt
cecaagttga
cattocattea
tccagtacag
agaasgecte
ttgtcaatgt
tggaagacag
attacataaa
tgacacgeacc
aacaagttgg
cagaaagtag
ttttazaact
aagaaacagc
caaccacagt
tgataaacta
atactaagtg
gactagtgca
gtaataaggt
ctacaaatgg
ttttaactaa
accaaagaaa
catgtaggtt
accctttcaa
(444443314
ctttctaaat
gacctaaact
tctatttatt
tttaaattay
tgctagtita

ttattgttac
attttgtetg
tttaatactyg
cttaaaagta

644 T3

atatattggg
atacacctga
ceagoocage
aactacccag
taggaattgt
acctcacaaa
tctttkttatt
gctaaacatg
ttctgacttyg
agtatacaca
gttgacacaa
cattgettce
tgatggtget
aasatgggaa
tgctcttaaa
aatagctcag
aatactgact
aggtttggag
agtazaaaagt
acataatatc
caccttcaga
gaagageact
aattcaccaa
tgctgtgatt
tacaattgag
aggacttgtt
ctataccata
ggaattitgt
atacagtackt
atttggttet
gactaattta
tgaaatttaa
taaggcttag
ttataaacaa
gettggtaat
actatttata
taatktageg
tectceattyg
tetattetet
aaaaaaagac
cttttctaaa
ttttgttatc

agtatgaagt
aaaagaaaac
tteattttta
daaaaaaaaa

67

ttggcgeegy
aagaagagaa
cagacggaat
gatgtcaaaa
tggccacctg
gaaztaggaa
aatcctteac
ttaaaaaagy
gaaccacaga
cttcataggo
aaggatataa
aaacttgagg
tgcagtgaag
ctttgteckg
gatgetccea
cttttagake
gctgetgect
tgggacagta
actagtccag
cagacacata

aaagggggac
gaaaaaccac

gattgggtag
gattgeccta
actazagaat
tacazaagatyg
gcaatgtttt
cactggagtt
ttgaatctag
tgaaaattaa
tctatagety
tgtticttaa
atgaacatgyg
gataaatget
aacctttttyg
tgaggaagtc
tgactaagge
tgagataagg
taaggaagaa
ataaaaactt
zaaaaaatce
agatatgtga

ctitctgtata
accactaatt
geoceattgte
aaaaaaaa

cgccagetkga
tgtcaagacy
ccceoccaaga
aaagaagaga
taktatekgg
caagtgaktt
ctttgecckga
agagcagata
tgaggtecat
aaacatttta
ataasaatat
aaatctatge
aggatatctt
taacaatcat
zagttettct
tgtgtattct
tgtgccatte
ttteagaatg
tgaagetgaa
caaactattt
agttgtecace
caggaaaaca
aactggtate
gocaattcac
acatttaatt
tctteattee
tcctttaate
ttagactaga
ttgttagatt
atttaaactt
ctatagcazag
actagtttat
tgttcaacct
gtggeotoett
tatatcacaa
acttractac
tttatttatg
acagtgtcaa
gagtattaaa
getgtacata
agcctcataa
atctectecte

gbttgttttk
gtgtacatat
taaaaaataa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
13g0
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520

2580
2640
2700
2748
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Met Ser Arg Arg Ser Ser Arg bLeu

Ser Gln

Arg Lys

Liyes His
S0
Gly Ile

Thr Ser
Ile Asn
val Trp

His Phe
130

Leu Leu

145

Giu Thr

Gln Lys
Leu Phe

Glu Phe
210

Arg Met

225

Val Thr

Lys Asp

Ile Gln

Leu Glu
299

Thr Ser

305

Ile Ser

Ser Thr

Asp Arg

Glu Val
370

Val Cys

388

Pro Gly

<210>7

<211> 2613

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 7

Thyr
Thr
35

Gln
Ser
Asp
Pro
Leu
115
Glu
Asp
Phe
Asp
Ile
195
Ala
Glu
Ile
Ala
Ile
275
Phe
Ile
Glu
Ser
His
55
ASn

Asn

Lys

Glu
20

Thr
Tyr
Fro
Phe
Ser
190
Asn
Val
Trp
Tyr
Ile

180
hla

Leu
Ile
Pro
260
Ala
Gin
Glu
Cys
Pro

340
Azn

Tyr
Gly

His

5
Ser

Gln
Glu
Cys
Ser
85

Pro
Met
Leu
Leu
Leu
165
AEn
Ser
val
I1le
Ser
245
Lys
Gln
YT
val
val
2%
val
Ile
Ile

Gly

Pro
Asp
ile
Ile
70

Arg
Leu
Leu
His
Leu
150
Lys
Lye
Thr
Ile
230
Trp
val
Leu
Arg
Val
310
Asp
Lys
Gin

Asn

Ile
380

Gln

Val

Arg
55

Ile
Phe
Pro
Lys
Ser
135
Glu
Glin
Ben
Leu
Asp
215
Leu
Leu
Leu
Leu
Ile
295
Lys

Trp

Lieu

Thr
3715
Mekt

Glu
Lys
40

ABn
Ile
Thr
Asp
Lys
120
Asp
Val
Amp
Met
Glu
200
Gly
Lys
Asn
Leu
ABp
280
Leu
Lys
Met
Lys
His
360
Phe

Thr

68

Gin
Ala
25

Lye
Cys
Glu
Asn
Leu
105
Glu
Lau
Cys
Phe
Leu
185
Glu
Ala
Ala
Leu
Pro
265
Leu
Thr
Ala
val
Thr

345
Thr

Pro

Ala
10

Gln
AYY
TIp
Thr
90

Ser
Ser
Glu
Glu
Phe
170
Gln

Ile

Leu
Phe

250
Gl

Cys
Ala
Ser
Pro
330
Phe
Asn
Lys

Pro

Lys
Ile
Arg
Pro
Pro

15

Trp

Pro
val
155
Asp

Laun

Ser
Lys

235
Leu

Ile
Ala
Gly
315
Phe

Lys

Gly

Lys
395

Gln
Ile
Glu
Pro
60

His
Phe

Gly

Gln
140
Tyr
Arg
Ile
Ala

Glu
220

Trp
@ln
Ser
Leu
Ala
300
Leu
Val
Lys
Leu
Gly

180
ser

Gln
Gln
Glu
Val
Lys
Lys
Cys
Vval
125
Met
Thr
Phe
Gly
Pro
205
Glu
Glu
Val
Gln
Ala
285
Leu
Glu
Asn
Ile
Ala
365
Gln

Thr

Bro
Ala
a0

Val
Leu
Glu
Asn
Ser
110
His
Arg
Leu
Met
Ile
150
Lys
Asp
Ieu
Asp
Glu

270
Ile

Cys
Trp
Val
Fro
350
Met

Leu

Glu

Gln
15

Lys
Thr
Ser
Ile
Leu
95

Lys
Asp
Ser
His
Leu
175
Thr
Leu
Ile
Cys
Ala
2585
Thr
Asp
His
Asp
Val
33s
Met
Leu

Ser

Lys

Pro
Lys
Lys
Gly
Gly
8o

Phe
Glu
Lys
Ile
160
Thr
Ser
Gln
Leu
Pro
240
Leu
Phe
Ser
Pha
Sexr
320
Lys
Glu
Glu

Pro

Pro
400



10

<210> 8

agcgggtaeg
geegageggt
aagtagcegt
agcccagatra
ggaggtcace
ggggatcagt
ctccagaktt
tttaagetgg
tgttcatgac
acttctagac
tetegettac
tatattaaag
ctttctocaa
ggaaacatte
agagttcoeag
ggttaagaaa
acctttegte
tceeatggaa
agtaaattac
cattatgaca
aagcaaacaa
ttttacagaa
tctgatttta
tgttaaagaa
gaagccaacc
tatcttgata
agggtatact
ctcttgacta
gttttgtaat
aatttotaca
acatttttta
ggagtaccaa
ctigacatgt
taagtaccct
aggaattttt
aggtecttte
cacttgacct
agaaatctat
aatattttaa
tagattgcta
tacatttatt
Ecagtattte
aaccttttaa
aactgettaa

<211> 359
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 8

gggcgggace
agetggtetg
ttacaagcta
atccaggoeca
aagaaacatc
ccttgcaktta
acaaattaca
ggatgttcaa
aaacaltttg
tggcttttag
gtcactgatg
gctttaaaat
gttgatgctc
atteraaatag
tacagaatac
gecteaggtt
aatgtagtaa
gacagacata
ataaacacct
ccaccgaaga
gttggaatte
agtagtgctg
aaacttacaa
acagcaggac
acagtctata
aactaggaat
aagtgataca
gtgcaattkg
aaggtgacta
aatggtgaaa
actaataagg
agaaattata
aggttgettg
ttcaaactat
ttttktaatt
taaatktccte
aaacttctat
ttattaaaaa
attagetttt
gtttattttg
gttacggtat
gtctgaaaag
tactgtttat
aagtaaaaaa
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ggccoggect
gegaggttte
agcagcagce
agaagaggaa
agtatgaaat
tcattgaaac
gatttaaaaa
aagaagtctyg
sagttctgca
aggtatgtga
gtgettgcag
gggaactttg
ttaaagatge
ctcagetbtt
kgactgcrge
tggagtggga
aaagtactag
atatccagac
tcagaaaagg
gcactgaaaa
accaagattg
tgattgattyg
ttggcactaa
ttgtttacaa
ccatagcaat
tttgtcacty
gtactttgaa
gttcttgaaa
atttaktctat
tttaatgttl
cttagatgaa
aacaagataa
gtaataacct
ttatatgagg
tagtgtgact
cattgtgaga
tttcttaagg
aagacatgaa
ctaaaaaaaa
ttatcagata
gaagtettec
aaaacactac
ttttagecea
aaaaaaaaaa

atatattggg
atacacctga
ccagoccage
aactacceag
taggaakttgt
acctcacaaa
tcottettatt
gctaaacatg
ttectgactkg
agtatacaca
tgaagaggat
tectgtaaca
tectaaagtt
agatctgtgt
tgecttgtge
cagtatttca
tccagtgaag
acatacaaac
gggacagctg
accaccagga
ggtagaactg
ccctagoccaa
agaatacatt
agatgtctee
gttttkeckt
gagttttgga
tctagttgtt
attaaattta
agctgetata
tttaaactag
catggtgttc
atgctgtgge
tttkgtatat
aagkcacttt
aaggcktttat
taaggacagt
aagaagagta
aacttgctgt
aatoccagect
tgtgaatcte
gtatagtttg
taattgtgta
ttgtttaaaa
aaa

Met Ser Arg Arg Ser Ser Arg Leu Gln Ala

1

Arg Lys Thr Thr Gln Asp Val Lys Lys

49

Lys His Gln Tyr Glu Ile Arg Asn Cys
50

Gly Ile Ser Pro Cys Ile Ile Ile Glu

65

20

35

5
Ser Gln Thr Glu Ser Pro @ln Glu Ala

55

70

10
Gln
25

Arg

Trp
Thr

69

ttggcgecgy
aagaagagaa
cagacggaat
gatgtcaaaa
tggecaccetyg
gazataggaa
aatcctteac
ttaaaaaagy
gaaccacaga
ctteataggg
atettaagga
atcatctect
cttetaccte
attctagoes
cattttacck
gaatgtgtag
ctgaagactt
tatttggcota
tcaccagtgt
aaacactaaa
gtatcactga
ttcacaagtek
taattattte
attcocaagy
taatccagty
ctggataagt
agattckcaa
aacttgttta
gcaagetatt
tttatttges
aacctgtget
tccttoctaa
cacaatttgy
actactctaa
ttatgtttgt
gtcaaagtga
ttaaatatat
acataggcta
cataaagtag
ttctecctet
tttttaaact
catatgtatt
aataaaagtt

cgccagetga
tgtcaagacyg
cococccaaga
aaagaagaga
tattateegg
caagtgatet
ctttgectga
agageagata
tgaggtccat
aaacatttta
tggaactcat
gactaaatct
agtattctca
ttgattcatt
ccattgaagt
attggatggt
ttazagaagat
tgctagagga
gcaatggagy
gaagataact
actactaaag
acactgccat
ctatgttage
ttactggata
ttactgtgtt
gctaccttaa
aattectaca
caaaqggttta
ataaaacttg
ttgcecataac
ctaaacagtg
ctggggcettt
gtgaaaaact
gatatcccta
gaaactgtta
taaagcttaa
actgactcct
getattteta
attagaaaac
gaagaaacta
aatatttgtt
atataaactt
aanaaaattt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
260
920
1080
1140
1200
1250
1320
1380
1440
1500
1560
1620
i680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2613

Lys Gln Gln Pro Gln Pro

Ile Ile

15

30

Gln Ala Lys Lys

Arg Glu Glu Vval Thr Lys

45

Pro Pro Val Leu Ser Gly

&0
Pro His
75

Lys Glu Ile Gly

80



<210>9
<211> 2536
<212> ADN

val
Pro
305
Met

Leu

Glu

Ser
ASn
Trp
Phe
130
Ley
Thr
Ile
Cys
Ala
210
Thr
Asp
His
Asp
Val
290
Met
Leu

Ser

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 9

Asp
Pro
Leu
1135
Glu
Asp
Phe
Leu
Pro
195
Leu
Phe
Ser
Phe
Ser
275
Lys
Glu
Glu

Pro

Pro
355

Phe
Ser
100
Asn

Val

Trp

180
val

Lys
Ile
Leu
Thr
260
Ile
Ser
Asp
Glu
val

340
Pro

ES 2 381 644 T3

Ser
85

Pro
Met
Leu
Leu
Leu

1eb
Met

Asp
Gln
Glu
245
Sexr
Ser
Thr
Arg
Val
328
Cys

Gly

Arg

Leu
Leu
His
Leu
150
Ala
Glu
Ile
Ala
Ile
230
Phe
Ile
Glu
Serxr
His
310
Asn

Asn

Lys

Phe
Pro
Lys
Ser

135
Glu

Tyr
Leu
Ile
Pro
215
Ala
Gln

Glu

Pro
295
Asn

Tyr
Gly

His

Asp
Lys
120
Asp
Val
Val
Ile
Ser
200
Lys

Gln

Val
Val
2890
Val
Ile
Ile

Gly

70

Asn Tyr Arg
90

Leu
105
Glu
Leu
Cys
Thr

Ile
185

Trp
Val

Leu

val
265
Asp
Lys
Gln
Asn

Ile
345

Ser
Ser
Glu
Glu
Asp
170
Leu
Leu
Leu
Leu
Ile
250
Lys
Trp
Leu
Thr
Thr

339
Met

Trp
Arg
Pro
Val
155
Gly
Lys
Asn
Leu
Asp
235
Len
Lye
Met
Lys
His
315
Phe

Thr

Phe
Gly
Tyr

Gln
140
Ala
Ala
Leu
Pro
220
Leu
Thr
Ala
val
Thr
300
Thy
Arg

Pro

Lys
cys
val
125
Met
Thr
Cys
Leu
Phe

205
Gln

Cys
Ala
ser
Pro
285
Phe
Asn
Lys

Pro

Asn
Ser
110
His
Arg
Leu
Ser
Lys

190
Leu

Tyr
Ile
Ala
Gly
270
Fhs
Lys
Tyr
Gly

Lys
350

Lau
95

Lys
Asp
Ser
His

Glu
175

Trp
Gln
Ser
Leu
Ala
a55
Leu
Val
Lys
Leu
Gly

335
Ser

Phe
Glu
Lys
Ile
160
Glu
Glu
Val
Gln
Ala
240
Leu
Glu
Asn
Ile
Ala
320
Gln

Thr



agcgggtgeyg
gccgageggt
aagtagcogt
agcccagata
taaacatgtt
ctgacttaga
tatacacact
tgacacaaaa
ttgcttccaa
atggtgettg
aatgggaact
ctettaaaga

tagekeaget
tactgactge
gtttggagtg
tazaaagtac
ataatatcca
ccttcagaaa
agagcactga
ttcaccaaga
ctgtgattga

caattggcac
gacttgttta
ataccatage
aattctgtca
acagtactit
‘ttggttetty
ctaatttatce
aaatttaatg
aggcttagat
ataaacaaga
ttggtaataa
tatttatatg
atttagtgtg
cteeattgtyg
tattttctta
aaaaagacat
tttctazaaa
ttgttatcag
tatgaagtct
aagaaazcac
tatttttage
aaadaaaaaa

gggegggace
agctggtety
ttacaagcta
atceaggeca
aaaaaaggag
accacagatg
tcatagggaa
ggatataaat
acttgaggaa
cagtgaagag
ttgtocctgta
tgctcctaaa

tttagatctg
tgctgcettg
ggacagtatt
tagtccagtg
gacacataca
agggggacag
aaaaccacca
ttgggtagaa
ttgeocctage

taaagaatac
caaagatgtc
aatgtittte
ctgaagtttt
gaatctagtt
aaaattaaat
tatagctgcet
ttttttaaac
gaacatggtg
taaatgetgt
cetttttgta
aggaagtcac
actaaggctt
agataaggac
aggaagaaga
gaaaacttgc
aaaaatccag
atatgtgaat
tctgtatagt
cactaattgt
ccattgttta
aaaaaa
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ggeesggeet
gcgaggtbttt
agcagcagce
agaagaggaa
agcagatarg
aggtccatac
acatcttate
aaaaatatge
atctatgete
gatatcttaa
acaatcatet
gttettctac

tgtatktctag
tgceattita
tcagaakgtg
aagcktgaaga
aactattigg
ttgtcacecag
ggaaaacact
ctggtatcac
caattcacaa

atttaattat
ttcattecea
Cctttaatceca
ggactggata
gttagaittet
ttaaactigt
atagcaagct
tagttrattt
ttcaacctgt
ggctccttee
tatcacaatt
tttactacte
tatttatgtt
agtgtcaaag
gtattaaata
tgtacatagg
cctcataaag
ckettctece
tbgtttttaa
gtacatatgt
azazataaza

atatattagg
atacacctga
ccagccecage
aactacccag
ttcatgacaa
ttctagactg
ttgcacaaga
tteaactcat
ctaaactcea
ggatggaact
cctggctaaa
ctcagtatte

ccattgatte
cctecattga
tagattggat
cttttaagaa
ctatgctgga
tgtgcaatgg
aaagaagata
tgaactacta
gttacactgc

ttcctatgtt
aggttactgg
gtgttactgt
agtgctacct
caaaattect
ttacaaaggt
attataaaac
geettgeeat
gctctazaca
taactggggc
tgggtgaaaa
taagatatec
tgtgaaactg
tgataaaget
tatactgact
ctagctattt
tagattagaa
ttkgaagaaa
actaatattt
attatataaa
gttaaaaaaa

<210> 10

<211> 296

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

71

ttggegeeny
aagaagagaa
cagacggaat
gatgtcaaaa
acattttgaa
gctottagag
ctttkttgat
tggaattace
agagtttget
cattatatta
tetctttebe
tcaggaaaca

attagagttc
agtggttaag
ggtaccetbt
gattcctatg
ggaagtaaat
aggcattatg
actaagcaaa
aagttttaca
cattetgatt

agctgttaaa
atagaagcca
gtttatettyg
taaagggtat
acactcttga
ttagtttegt
ttgaatttct
aacacatttt
gtgggagtac
ttkcttgaca
acttaagtac
ctaaggaatt
ttaaggkcct
taacacttga
cctagaaate
ctaaaktattt
aactagattyg
ctatacattt
gtttcagtat
cttaaccttt
tttaactgcet

cgocagetga
tgtcaagacg
ccceccaaga
gaagtctgyc
gtectgeakt
gtatgtgaag
agatttatgt
tcattatteca
tacgtcactg
aaggetttaa
caagttgatg
tteoattecaaa

cagtacagaa
aaagcctcag
gteaatgtag
gaagacagac
tacataaaca
acaccaccega
caagktggaa
gaaagtagty
ttaaaactta

gaaacagcag
accacagtet
ataaactagg
actaagtgat
ctagtgcaat
aataaggtga
acaaatggtg
Ltaactaata
Caaagaaakt
tgtaggttgc
cctttcaaac
ctttkbtttita
ttctaaatte
cctaaactte
catttactaa
taaaktagct
ctagtttatt
attgttacgg
ttkgtctgaa
taatactgtt
tzaaagtaaa

&0

120
180
240
o0
as60
420
480
£40
600
660
720

780

840
200
560
1020
1080
1140
1200
1280

1320
1380
1440
1500
1560
1520
1680
1740
1800
1860
1520
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
240D
2460
2520
2536



<210> 11
<211> 3453
<212> ADN

Met
val

Met

Phe
&85

Gly
Pro
Glu
Glu
Val

145
Gln

Lau
Glu
Asn
228
Ile
Ala
Gln

Thr

290

Ser
His
Arg
Leu
50

Met
Ile
Lys
Asp
Leun
130
Asp
Glu
Ile
Cys
Trp
210
Val
Pro
Met

Leu

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 11

Lys Glu

Asp Lys

20
Ser Ile
35

His Arg

Leu Thy
Thr Ser

Leu Gln
100

Ile Leu

118

Cye Pro

Alz Leu
Thr Phe

Asp Ser
139

His Phe

155

Asp Ser

Val Lys
Met Glu

Leu Glu
260

Ser Pro

27%

Lys Pro

ES 2 381 644 T3

val
His
Leu
Glu
Gln
Leu

Glu

Val
Lys
Ile
165
Leu
Thr
Ile
Ser
Asp
245
Glu
Val

Pro

Trp
Phe
Leu
Thr
Lys
70

Phe
Phe
Met
Thr
Agp
150
Gln
Glu
Sar
Ser
Thr
230

Val
Cys

Gly

29%

Leu
Glu
Asp
Phe
1}

Asp
ile
Ala
Glu
Ile
135
Ala
Ile
Phe
Ile
Glu
215
Ser
His
Asn

Asn

Lys

Asn

val

Trp
40

TYyr
Ile
Ala
Tyr
Leu
120
Il
Pro
Ala
Gln

Glu
200

Cys
Pro
Asn
Tyr
Gly

280
His

72

Met
beu

a5
Leu

Asn
Ser
Val
105
Ile
Ser
Lys
Gln
185
Val
Val
Val
Ile
Ile

265
Gly

Leu
10

His
Leu
Ala
Lys
Lys
90

Thr
1le
Trp

val

Leu
170

Arg
Val
Asp
Lys
Gln
250

Asn

Ile

Lys
Ser
Glu
Gln
Asn
78

Leu
Asp
Leun
Leu
Leuy
155
Leu
Ile
Lys
Trp
Leun
235
Thr
Thr

Met

Lys
Asp
Val
Asp
60

Met
Glu
Gly
Lys
Asn
140
Leu
Asp
Leu
Lys
Mek
220
Lys
His
Phe

Thr

Glu

Leu

Cys
45

Phe
Leu
Glu
Ala
Ala
125
Leu
Pro
Leu
Thr
Ala
205
val
Thr

Thr

Pro
285

Ser
Gln
a0

Glu
Phe
Gln

Ile

Cys
110
Leu
phe
Gln
Cya
Ala
1920
Ser
Pro
Pha
Asn
Lys

270
Pro

Arg
15

Pro
Val
Asp
Leu
a5

Ser
Lys

Leu

Ile
175
Ala
Gly
Phe
Lys
Tyr
2565
Gly

Lys

Tyxr
Gln
Tyr
Arg
lie
Ala
Glu
Trp
Gln
Ser
160
Leu
Ala
Lieu
Val
Lys
240
Leu
Gly

Ser



acttttegeg
goggaateat
gatectctca
cctggeegtg
cecctggagg
cgcgecateo
gtagaggage
cgggaggctg
gaggacgagy
gaggaggacy
gtgegegagt
ttectgogea
atgkgcaaag
cacgtgetgg
gctgeecetgy
catgtocogca
ctgaaccage
cteageatygy
tococagaace
gaggtcaaca
ceaggcaaag
ctggtggaca
tatgatggct
zaccacgtgg
aagatgateca
gctectteca
gg9ggagecca
tgeggagace
cgageccatet
cggcaccetg
ggagtgtgte
gaggccatgg
gctecgotgea
actttotctg
gtggtgaggg
agcracgtoa
gctgageceg
aagtacatca
aaggtggcca
attacggtge
ctgegagact
ttcatagaca
ctttcattee
gagcaggtga
gagaaggact
gacagtgage
cagcagttct
tecagtgoect
gggtcaggge
ccegettegt
tgaacatctt
gagttecagga
ctgotgooot
gctagttgaa
ggaagagggc
gtgagtcaty
toeceactet

tgaataaaat

<210> 12

<211> 904

<212> PRT
<213> Homo sapiens

cgaaacctdg
cggaatoctt
cctocoagoec
accttecacce
aagaagagga
cagagetgga
tgacggccag
gecggggect
agegoestgce
aggagatgat
gggtgagecat
ctcacgtega
agaaccgtga
cctacttcet
agagtggtact
tetceocacet
tgaktccgeac
tecaagtacaa
aggaggtgaa
tggaggagac
tggcggctgy
gctgcaagec
ccctocaacac
ccaagaagga
ctagcctecte
tctatggtca
asaacccagy
ctggcacage
tcaccactgy
tcagcagaga
Lcattaatga
agcaacagag
cggtecattge
agaacgtgga
actaccgtgga
gacaccacce
ctatgcecaa
tctacgocaa
agatgtacag
ggcacatcga
atgtgatcga
cacagaagtt
ggegtgacaa
catatcagog
tggtggataa
tctteaggat
gaggccctak
ctgtgctita
ttatageagy
gcttctcace
gocacctoecyg
tgeetgegeg
cttggcgtga
gatgtttgta
acgacagtge
cggattatce
cttatttotg
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ttgttgctgt
caccatggea
tggocgaage
atttgaggat
tggagaggag
cgoctatgayg
teagagggag
gggcegeaty
cegoaagoge
cgagagcatc
ggcgggccee
cagccacgge
gagcctggtg
goctgaggea
ggecatgtac
goctetggty
cagtggggtg
ctgcaacaag
accaggcteo
catctatcag
ccggetgeoee
aggagacgag
tgccaatgge
caacaaggtt
¢aaggatcag
tgaagacatc
tggraagecac
gaagtogcag
ccagggqggceg
gtggaccttyg
atttgacaag
catceccate
tgcogecaac
cctoacagag
ccragtecag
cagcaacaag
cacgtatgge
ggagagagtc
tgacctgagg
gtecatgate
agacgacgte
cagegteatg
caatgagety
caaccgcettt
ggcetegteayg
gaacaagttc
gecatcocata
tggacacaaa
atgtctgget
tttgogtgag
agtgetttgt
tgatttaagt
gttgegtatt
atcgttttea
cagcgeagey
actcgccaca
cakteoggttt

ataaaazaaa aadaaaaaaa

agtggeggag
tccagecedg
tcecggegta
gagtccgagg
ctocattggag
gccgagggac
gcagcagage
cgeegtggge
cgcecaggtgy
gagaacctgy
cggeotggaga
cacaacgtct
gtgaactatyg
ceggeggage
cccaagtacng
gaggagetgce
gtgaccaget
tgeaattteg
tgtcctgagt
aactaccage
cgetccaagg
atagagctga
ttecctgtet
gctgtagggg
cagatcggag
aagagaggec
aaggtacgtg
tttectcaagt
tcggetgtag
g9aggetygyay
atgaatgace
teogaaggetg
cecataggag
cccakcatet
gacgagatgc
gaggaggagg
gtggagecce
caccegaage
aaagaatcta
cgeatagegg
aacatggeea
cgcagratge
ttgetettca
ggggcecage
atcaacatec
agecacgace
aggattectt
accagagcac
geacetggea
atgeettgee
ckctacteag
gttageceie
caggetgott
gtctoctgea
ttctgggete
gttatcagct
ggttrctgta

aaa

73

aggatcgtgg
cecagegteg
ctgatgecet
agctectagg
atgacatgga
tggetetgga
gageeatgeg
tectgtatga
agcgggoecac
aggatctcaa
tceoaccaceg
tcaaggagey
aggacttggc
tgetgeagat
accgeatcac
gctegetgag
geactggegt
tectaggtec
gecagtegge
gtateocgaat
acgceattct
ctggcaktcta
ttgecactgl
aactgaccga
agaagakctt
tggctetgge
gtgatatcaa
atattgagaa
geectcacgge
cectagtect
aggacagaac
geatcegtcac
ggegetacga
cacgctttga
tggccogett
ggctggreaa
tgccceagga
tcaaccagat
tggcgacagy
aggeccaggo
tecegegtgat
gcaagacttt
tactgaagca
aggacactat
acaaccktcte
tgaaazggaa
gggattckgy
ttgatgaact
tgactgtttyg
agtgtgtete
taccttggat
ttacatggat
ttgctgeott
ggtetctgtg
cteagtogea
gceaktgete
gttitaaktt

tacktgctatg
gogagacaat
caccteooage
cacagagggy
aagggactac
tgatgaggac
gcagcgtgac
cagegatgag
99ag9acagc
aggccactct
cttoaagaac
catcagogac
agccagdgag
ctttgatgag
caaccacate
gecagcktgeat
cetgececag
tttetgoeag
cggceecttt
ccaggagagt
cetogocagat
tcacaacaac
catectagco
tgaagatgtg
tgccageatt
cectgttegga
cgtgcteottg
agtgtccage
gtatgteocag
ggctgaccega
cagcatocat
cteocctgeag
cceoctegetg
catcetgtat
cgkggtgggc
tggeageget
ggtcctgaag
ggaccaggac
cagcatooes
gegeatocak
gectggagage
tgcecegetac
gttagtggea
tgaggtccct
tgcattttat
aatgatecty
tttggggtgg
cggggtacca
tttetecaag
acttggttge
cagagctget
gtcaggagay
Eggeccagaga
cccctgtggt
ggggtgggat
cctgtetgtt
ttaataaagt

60
120
180
249
3q0
360
420
480
540
6800
660
720
780
8B40
500
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1509
1560
1620
1680
1740
1800
1960
1920
1980
2040
2106
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29490
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3453



<400> 12

Met Ala
Arg Arg
Arg Arg
Phe Glu

50

Glu Glu
65

Tyr Arg
Leu Asp

Ala Glu

Gly Arg
130
Glu Arg
145
Gly Glu
Leu Lys
Leu Glu
Ser His
Glu Asn
225
Glu His
Gln Ile
Lys Tyr
Pro Leu
Leu Ile
305
Gln Leu
Gly Pro
Pro Glu
Ila Tyr
370
Val Ala
385
aAsp Leu
Ile Tyr
Pro val

Agn Lys

Glu

Thr
35

Asp
Glu
Ala
Asp
Arg
115
Met
Pro
Glu
Gly
Ile
198
Gly
Arg
Val
Phe
Asp
275
Val
Ary

Ser

Phe

Cys
355
Gln

Ala

Val

Phe
4135
Val

ES 2 381 644 T3

Ser Ser’

Gly aAsn
20
Asp Ala

Glu Ser
Asp Gly

Ile Pro

Bs
Glu Asp
100

Arg Arg
Ala Arg

Asp Glu
165

Hig Ser

180

Hig His

His Asn
Glu Ser

Leu Ala

245
Agp Glu
260

Arg Ile
Glu Glu

Thr Ser

Met Val
izs

Cys Gln

3440

Gln Ser

Asn Tyr

Gly Arg

Asp Ser
405

Asn Asn

4240

Ala Thr

BAla val

Glu
Asp
Leu
Glu
Glu
70

Glu

Val

aly
Lys
150
Glu
Val
Arg
Val
Leu
230
Tyr
Ala
Thr
Leu
Gly
31¢
Lye
Ser
Ala
Gln

Leu
320

Cys
Tyr
val

Gly

Ser

Pro

Gly
55

Glu
Leu
Glu
Gln
Leu

135

Met

Phe
Phe
215
val
Phe

Ala

Lys
Asp
Ile

Glu

Phe
Leu
Ser
40

Leu
Ley
Asp
Glu
120
Leu
Arg
Ile
Glu
Lys
200
Lys
val
Ley
Leun
His
280

Ser

Val

Pro
Gly
Leu

440
Leu

74

Thr
Thr
25

ger
Leuw
Ile
Ala
Leu
145
Asp
Tyr
Gln

Glu

Trp
185
Asn
Glu
ABDn
Pro
Giu
265
Ile
Leu
Thr
Cys
Glin

345
Phe

Arg

Ser

Gly
Ser
425
Ala

Thr

Met
10

Ser
Pro
Gly
Gly
Tyr
90

Thr
Arg
Asp
val
Ser
170
val

Phe

Tyy
Gla
2540
Val
His
Arg
Ser
Asn
330
Glu
Glu
Ile
Lys
Asp
410
Leu

Asn

Asp

Ala
Ser
Gly
Thr
Asp
75

Glu
Ala
Glu
Ser
Glu
1886
Ile
Ser
Leu
Ile
Glu
235
Ala
Val
Val
Gln
315
Lys
Val
Val

Gln

Asp
395

Glu
Asn
His

Glu

Ser

Pro

Glu
60

Gly
Ala
Ser
Ala
Asp
140
Arg
Glu

Met

Ser
220
Asp
Pro

Leau

Leu
oo
Thr

Lys
Asn
Glu
380
Ala
Ile
Thr

val

asp

Ser
Gly
Asp
Gly
Met
Glu
Gln
Gly
125

Glu

Ala

Ala
Thr
205
Asp

Leu

Ala
Ile
285
Hisz
Gly
Asn
Pro
Met
385

Ser

Ile

Glu
Ala
Ala

445
Val

Pro
Arg
30

Lau
Pro
Glu
Gly
Arg
110
Glu
Thr
Len
Gly
150
His
Met
Ala
Glu
Met
270
Sar
Lew
Val
Phe
Gly
350
Glu

Pro

Leu
Asn
430
Lys

Lys

Ala
15

Ser
Pro
Leu
Arg
Leu
95

Glu
Gly
Asp
dlu
Glu
175
Pro
Val
Cys
Ala

Leu
255

Tyr
Hie
Asn
Leu
val
335
Ser
Glu
Gly
Leu
Thr
415
Gly
Lys

Met

Gln
Ser
Pro
Glu
Asp
80

Ala
Ala
Leu
Glu
Asp

189
Asp

Rsp
Lys
240
Len
Pro
Leu
Gln
Pro

320
Leu

Cys
Thy
Lys

Ala
400

Gly
Phe
Asp

1le



465
Ile

Leu
Val
Lys
Phe
545
Gln
Val
Asn
Ile
Thr
62%
Leu
Phe
Glu
Ser
Ala
705
Lys

Gln

Glu

Ser

Tyr
785
Ser

Leu
Asn

Leu
865
Tyr

Arg
<210> 13

<211> 2821
<212> ADN

450
Ser

Ala
Ala
Arg
Ser
530
Thr
Arg
Leu
Asp
Ser
610
val
Thy
Asp
Met
Asn
690
Met
Lys

Met

Ser
Met
770
val
fhe
Phe
Phe
Arg
B850
val
ASp

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 13

Leu
Pro
Leu
Gly

515
Gln

Hig
Ala
Gln
595
Ile
Ile
Phe
Ile

Leu
675

Liys

Pro

Asp

Met
755
Ile
Ile
Ile
Ala
Ile
835
Phe
Asp

Ser

Met

Ser
Ser
Phe
500
Asp
Phe
Gly
Pro
Asp
=1 11]
Asp
Ser
Alz
Ser
Leau
660
Ala
Glu
Asn
Ile

Gln

740
Ala

Arg
Glu
Asp
Arg
820
Leu
Gly
Lys
Gln

Ile
900

ES 2 381 644 T3

Lys
Ile
485
aly
Ile
Leu

Gln

Val
565

Arg
Arg
Lys
Ala

Glu
645

Ccye
Arg
Glu
Thr
Ile
725
AEp
Thr
Met
Asp
Thr
805
Lys
Ala
Ala
Ley

a8s
Leu

Asp
470
Tyr
Gly
Asn
Lys
Gly
550
Ser
Gly
Thr
Ala
Ala
630
Asn
val
Phe

Glu

710
Tyr

Lys

Gly
Ala
Asp
790
Gln
Leu
Gln
Gln
Arg
870
Fhe

Gln

455
Gln

Gly
Glu

val

Tyr
835
Ala

val
Ser
Gly
615
Asn
val
val
Val
Gly
685
Gly
Ala

val

Ser
Glu
775
Val
Lys
Ser
Leuw
Gln
855
Gln
Arg

Gin

Gln
His
Pro
Leu
520
Ile
Ser
Glu
Cys
Ile
600
Ile

Pro

ASp

val
680
Leu
Val
Lys
Ala
Ile
760
Ala
Asn
Phe
Phe
val
840
Asp
Ile
Met

Phe

75

Ile

Glu

Lys
g0S
Leu
Glu

Ala

Leu
585
His
Val
Ile
Leu
Rep
665
Gly
Ala
Glu
Glu
Lys

745
Pxro

Hig
Met
Ser
Arg
B2%
Ala
Thr

Asn

Asn

Gly
Asp

490
Asn

Cys
Lys
Val
Thr
570
Ile
Glu
Thr
Gly
Thx
&850
Thr
Ser
Asn
Pro
Arg
730
Met:
Ile
Ala
Ala
Val
810
Arg
Glu
Ile
Ile

Lys
B9

Glu
475
Ile
Pro
Gly
val
Gly
555
Leu
Asp
ala
Ser
Gly
635
Glu
val
His
Gly
Leu

7158
val

Thr

I1le
798
Met
Asp
Gln
Glu
Hie
875
Phe

460
Lys

Lys
aly
Asp
Ser
540
Leu
Glu
Glu
Met
Leu
620
Pro
Asp
val
Ser
700
Pro

His

Ser

val
Ile

780
Arg

Asn
Val
Val
Bso

Asn

Ser

Ile
Axg
Cly
Pro
525
Ser
Thr
Ala
bPhe
Glu

605
Gln

Ile
Pro
&85
Ala
Gln
Pro
Asp
Arg
765
Hie
val
Ser
Asn
Thr
845
Pro

Leu

His

Phe
Gly
Lys
510
Gly
Arg
Ala
Gly
Asp
590
Gln
Ala
Asp
Ile
val
670
His
Ala
Glu
Lys

Len

750
His

Leu
Met
Met
Glu
830
Tyr
Glu

Ser

Asp

Ala
Leu

495
His

Ala

Ala
575
Lys
Glin
Arg
Pro
Ser
655
Gln
His
Glu
Val
Leu

735
Arg

Ile

Len
815
Lau
Gln
Lys
Ala

Leun
895

Sex
480
Ala
Lys
Ala
Ile
Val
560
Leu
Met
Ser
Cys
Ser
640
Asp
Pro
Pro
Leu
720
hsn

Lys

Glu
Asp
Glu
800
Lys
Leu
Arg
Asp
Phe

8a0
Lys



egeeccttoe
ggaggacaga
cgaaagtcgg
ctttaagage
actaccooge
geccgeacgy
gceggeacge
cggceacagt
ccaagegcyy
gaaaaggtta
ttcaagtatyg
gacctggacg
aggcgetacy
agggaagtag
cagcggagtc
atcgegcagat
gaagtgegyy
tctgaagtoa
acctaccage
kgccaaacea
aaatteccagg
cgtagtatca
gteagegtea
ggtttackct
gatgatgagt
gatttctacg
aagaaggcac
atcecggggcra
ctgteataca
ggagtaaggc
ggtggggcce
gctgaggeeg
aaggecggca
goctacgggco
ctgetetece
ctacggttgy
tttgaacctc
cceatggtge
gaggettggg
cgecttteea
aatgaagcea
acagcetagga
gggdggoedgaa
ccegeccagh
geeteeegga
ttgttecctg
geeoctettt
c

cagccccaag
atgaagaatt
gcctgeecey
gattctecto
ceggagattco
tgattggctt
agtagcgoeg
ceaecgegey
ceqgeacggec
agaagttctt
ggaaceagte
acatagcega
cgaagctett
taaakaaaga
gggaccctgg
ttgagctgta
ctgactetgt
aaccraagat
cgatccagte
acogotoagy
agatgaagat
cggtgetggt
ctggtatttt
cagaaaccta
ctggggctgy
aaaagctgge
tgetgeteoet
acatcaacat
ttgategact
ttacggcage
tggtgctgge
acegcagage
ttctecacecac
gctacaacce
ggtttgacct
cccageacat
tggacatgaa
cagagtctct
ctagtaagga
ctgctetgge
tcaggctaat
cteagagace
atgtccggtt
tccaggegge
cacggaktcac
ctggeoetgoe
ctceeatget
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ggtctaggat
gggaaatcat
cectgoggoo
cgceeogegeo
ccteocgacg
gcggetageg
gtcacgtggg
gagattctca
cieggeageg
acaagagtte
ggtteggetg
ggatgacece
tgctgatgeoe
tgtcetggae
gatggteccga
ttttcaagge
ggggaagttg
ggtggtggee
Ececacttte
agageggacty
gcaagaacat
agaaggagag
cttgecaate
cctggaagee
agagctcace
agcttcaate
getagtoggy
ctgtctgatg
ggcgeetege
tgtgctgaga
tgaccagggt
catccacgag
actcaatgec
tcgecgoage
cctetggetg
cacctatgtg
gctocatgagg
ggctgactac
tgccacctat
acgtctgaga
ggagatgtcea
agcagatgtg
ctetgaggea
tetggatgaa
ttttgtctga
ccttgggaag
goacttacte

acagtectttg
ggcegtictg
coggaacaaa
ageteggace
cocogeacege
ggaggtgaag
gggcgacgtt
getteocecag
atggcactga
taccaggatg
gctecatcoggg
gagttygtgy
gtacaagagc
gtttacattg
agcececcaga
cctageagea
gtaactgtge
ackttacactt
akgcetctga
tatcetgeaga
agtgatcagyg
aacacaagga
ckgegeactg
categgattg
agggaggagc
gcoccagaaa
ggkgtggace
ggggatcetg
agccagtaca
gactccgtga
agtgigctgea
gtcatggagce
cgckgeteca
ctggagcaga
attcaggacc
caccagcaca
cgttacatag
atcacagcag
acttctgece
atggiggatg
aaggactete
atatttgeea
gagcagoget
tatgaggage
tteccageetyg
gagcagtgat
cttttgetaa

<210> 14
<211>719

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

76

tagatgagcg
gagagtagac
agaacgegty
gcgggaaace
ctoecogteoa
aaggeegoct
tegegecaat
gageaagace
aggactacge
atgaactcgg
aacaggtggc
actcaatttyg
tgctgectea
agratcgget
accagtacecc
acaageccteg
gtggaategt
gtgaccagtyg
tcatgtgece
cacggggcte
tgcckgtgag
ttgeccageo
ggttccgaca
tgaagatgaa
tgaggcaaat
tatacgggea
agtcteotcyg
gtgtggccaa
caacaggceg
gtggagaact
ttgakgagtt
agcagaccat
tcceggotge
acatacagct
ggceegaceg
gococggcageo
ccatgtgecg
catacgtgga
ggaccceget
tggtggagaa
ttctaggaga
ceghecgtga
gtgtatcteyg
tcaatgtetyg
cttgcaacce
gectttgagg
taazagtgtt

ggtecccett
aagaagacgg
tgcgetggee
cggcgectge
etcattotag
tgtecgattyg
tteoggtegge
tctgagecey
gctagagaag
gaagaagcag
tectgtakgtg
tgagaatgcc
gtacaaggayg
aatgatggag
tgctgaactc
tgtgatccgg
cactegtgte
tggggcagay
aagccaggay
cagattcate
aaatatccct
tggagaccac
ggtggtacag
caagagtgag
tgcagaggag
tgaagatgtg
aggeatgaaa
gtcteagete
gggetectoa
gaccttagag
cgacaadatg
ctccattgece
cgecaaccct
agetgetgea
agacaatgac
ccecteccag
cgagaagcag
gatgaggcga
ggctatcctyg
agaagatgtg
caaggggcag
actgatetea
tggcttcaca
gcaggtcaat
tggagtecte
ggaaggagga
tgtagattgt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660l
720
780
840
200
960
1020
1080
11440
1200
1260
1320
13840
1440
1500
1560
1820
1680
1740
1800
1860
1920
1380
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2821



Met

Leu

Tyr

Ser
&5
val

Ala Leu
Gin Glu

Gly Asn
35

Val Asp

50

Ile Cys

Gln Glu
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Lys Asp Tyr
5

Phe Tyr Gln
20
Gln Leu Val

Leu Asp Asp
Glu Asn Ala

70
Leu Leu Pro

Ala Leu Glu

Asp Asp Glu
25
Arg Leu Ala
40
Val Ala Glu
11

Arg Arg Tyr
Gln Tyr Lys

77

Lys
10

Leu
His
Asp
Ala

Glu

Glu Lys val
Gly Lys Lys

Arg Glu Gln
45
Agsp Pro Glu
)]
Lys Leu Phe
75
Arg Glu Val

Lys Lys Phe
15

Gln Phe Lys

30

Val Ala Leu

Leu Vval Asp
Rla Asp Ala

80
val Aan Lys



Asp
Ser
Glu
Lye
145
val
Met
Glin

Gln

Arg
225
Ser
Val
Val
Val

Lys
308

Ala
Met
Val

385
Ser

Ala
Lys

Gln
465

Arg
Pro
Sex
Asn
Arg

545
Arg

Lau
Trp

Ile

val

Leu
130
Pro
Thr
Val
Pro
Glu
210
Gly
Asp
Glu
Thr
Gln
290
Met
Glu
Ala
Lau
Lys
370
Ala
Gln
Val
Leu
Met

450
Thr

cys
hrg
Arg

Rsp
530
Gln

Tyr
Ala
Ala

Leu

Leu
Asp

115
Met

Val
Val

Ile
195
Cys

Ser
Glan
Gly
Cly
275
oly
Asn
Glu
Ser
Leu

355
Ile

Lys

Leu
val
438
Ala
Ile
Ber
Arg
Phe
515
Len
Pro
Ile
Asp
Ser

595
Arg

Asp
100
Pro

val

Ala
189
Gln
Gln
Arg
Val
Glu
260
Ile
Leu
Lys
Leu
Ile
340
Arg
Ser

Thr

Arg
420
Leu
Glu
Ser
Ile
Ser
S0Q
Asp
Arg

bro

Ala

Tyr
580

Lys

Lieu
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85
val Tyr

Gly Met

Arg Phe

Ile Arg
150

Gly Ile

165

Thr Tyr

Ser Pro
Thr Asn

Phe JIle
230
Pro Val
245
Asn Thr

Phe Leu
Ley Ser

Ser Glu
310

Arg Gln

325

Ala Pro

Leu Leu
Gly Asn

Gln Leu
350

Thr Gly

405

AgSp Ser

Ala Asp
Ala Asp
Ile Ala
470
Leu Ala
485
Leu Glu
Leu Leu
Leu Ala
ger Gln
580
Met Cys
5658
Ile Thr
Asp Ala

Ser Thr

Ile
Val
Glu
135
Glu

val

Thr
218
Lys
Gly
Arg
Pro
Glu
298
Asp
Ile
Glu
Val
Ile
375
Leu
Arg
Vval
Gln
Arg
455
Lys
Ala
Gln
Tep
Gln

535
Phe

Ala
Thr

Ala

Glu
120
Leu
Val
Thr
Cys
Phe
200
Ber
Phe
Asn
Ile
Ile
280
Asp
Ala
Ile
Gly
350
ABD
Ser
Gly
Sex
Gly
440
Thr
Ala
Ala
Aen
Leu
520
His
Glu
Glu

Ala

Tyr
800

Leu

78

His
145
Ser

Tyr
Arg
Arg
Asp
185
Met
Gly
Gln
Ile
Ala

265
Leu

Glu
Glu
Tyr
345
Gly
Ile
Tyr
Ser
Gly
425
Val
Ala
Gly
Ran
Ile
505
Ile
Ile

Pro

Tyr
585

Thr

Ala

90
Arg

Pro
Phe
Alg
Val
170
Gln
Fro
Gly
Glu
Pro
250
Gln
Arg
Leu
Ser
Glu
330
Gly
Val
Cys
Ils
Ser

410
Glu

Cys
ile
Ile
Pro
490
Gln
Gln
Thr
Ly
Gln
570
Val

Ser

Arg

Leu
Gln
Gln
Asp

155
Ser

Cys

Leu

Met
235
Pro
Thr
Glu
Gly
ais
Asp
His
REp
Leu
Asp
395
Gly
Leu
Cys
His
Ley
475
Ala
Leu
Rsp
Tyr
hsp
585
Pro

Glu

Ala

Met

Gly
140
Ser
Glu
Gly
Ile
Leu
220
Lys
Ser
Gly
Gly
ala
300
Ala
Phe
Glu
Gin
Met
380

val

Ile
Glu

460
Thr

Pro

Arg

Val
540
Met
Met

Mat

Arg

Met
Gln
125
Pro
val
val

Ala

Met
205

TYr
Met
Ile
Asp
Phe
285
His
Gly
Tyr
Asp
ger
365
Gly
Leu
Gly
Leu
ASD
445
val
Thx
GLry
Rla
Pro
525
His
Lys
val
Arg

Thr
605

Leu Arg Met

Glu
110
Ser
Gly
Lys
Glu
190
Cys
Leun
Gln
Thr
Hig

270
Arg

Glu
Glu
Val
350
Pro
Asp
Ala
Leu
Glu
430
Glu

Mat

Leu

Ala
510
Lep
Gln
Leu
Pro
590

Leau

val

85
Gln

Pro
Ser
Lys
Pro
175
Thr
Pro
Gln
Glu
Val
255
val
Gln
Ile
Leu
Lys

335
Lys

Pro
Pro
41%
Gly
Phe

Glu

495
Leu

His
Mat
Glu
575
Glu

Leu

Asp

Arg
Ala
Asn
Leu

180
Lys

Ser
Thr
Hig
240
Leu
Ser
Val
Val
Thr
320
Len
Lys
Gly
Gly
400
Ala
Gly
Asp
Gln
ala
4B0
Apn
Leu
hsp
Ser
Seg
Ser
Ala

Ala

val



<210> 15
<211> 2900
<212> ADN

Val
625
Lys
Pro
Arg
Phe

Asn
705

€190
Glu Lys Glu

Rsp Ser Leu

Ala Agp Val
660
Ser Val Arg
675
Thr Pro Ala
690
Val Trp Gln

<213> Homo sapiens

<400> 15

Asp
Leu
645
Ile
FPhe
Gln

Val
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615 620
val Asn Glu Ala Tle Arg Leu
630 635
Gly Asp Lys Gly Gln Thr Ala

650
Phe Ala Thr Val Arg Glu Leu
865
Ser Glu Ala Glu Gln Arg Cys

680
Gln Ala Ala Leu Asp Glu
6595 700
Ala Ser Arg Thr Arg Ile

715

Phe=

Asn
710

79

Meb
Arg
Vval

val
685

Tyr
Thr

Glu Met Ser

640

Thr Gln Arg
655

Ser Gly Gly

670

Ser

Arg Gly

Glu Glu Leu

Phe Val



agtgtcgtgt
ggcatgcety
gcggegicte
cecgagetgt
agegatggey
aaatcagggg
agaaccttga
agtagggace
tttattckte
cttcgaaaag
gcagttcaag
tgtggacctg
tgecaggege
ggagagggaa
ggagcagegg
actcatgege
atcttgtitg
caagcctegt
tggaategte
tgaccaatgt
catgtgccea
acggggetee
gectgtggga
tgcccagect
gttccgacag
gaagatgaac
gaggcaaatt
atacgggcat
gtcotectega
tgtgaccaag
aacaggccgg
tggagaactg
tgatgagttc
geagaceate
cotggetgee
catacagcta
gecegaccga
ceggeagoec
catgtgeoge
atacgktggag
gaccergetg
ggtggagaaa
tctaggagac
cgtccgtgaa
cgtatotegt

caatgtetag
ttgcaaccct
cetbtgagag
acaagtgttt

<211> 543
<212> PRT
<213> Homo sapiens

aaacagtgte
ggakceggag
tgggtgtgat
gaageggctg
g9agegggqy
ctaaggggac
gaccggagtg
ggaattcece
gctggttaga
gttaagaagt
tatgggaacc
gacgacgtag
tacgegaage
gtggtaaata
agtcgggace
agattgtgag
tgactgtebkt
gtgatccggy
acteogtgtet
ggggeagaga
agcoaggagk
agattcatca
aatatcccte
ggagaccacy
gtggtecagg
aagagtgagg
gcagaggagy
gaagatgtga
ggcatcaaaa
tectecagetee
ggctectcag
accttagagg
gacaagaktgg
tecattgeca
gccaaccetg
cctgetgeac
gacaatgacc
eccteccagte
gagaagcagc
atgaggcgag
gctatectge
gaagatgtga
aaggggcaga
ctggtctcag
gacttcacac

caggtcaatg
ggggtectet
gaaggaggayg
gtagattgtc
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cttcegegeg
ctbegotegy
ggccaatgge
gaatcoggoge
tggggtgesyg
ccaaagaadg
tgaggggcca
tggggagatg
aacagacttg
tettacaaga
agttggtteg
ccgaggatga
tetttgetga
aagatgtcet
ctgggatggt
tggtectetgt
ctocecttag
aagtgcggge
ctgaagtcaa
cctacecages
gccaaaccaa
aattccagga
gtagtatcac
tcagcgtcac
gittactete
atgatgagtc
atttctacga
agaaggcact
toeggggcaa
tgtecatacat
gagtgggget
gtggagecct
ctgaggccga
aggecggceat
cetacgggey
tgetctoeeyg
tacagttggce
ttgaacctet
ccatggtgee
aggcttggge
gectttecac
atgaagecat
cagctaggac
ggggccgaag
cogegoagte

ctteccggac
tgtteocige
cecetctete

geggeegegg
geccgggaaa
tggactgget
ccakgtgett
tggcggggtg
cgggggatca
acggggaagg
ttggatggce
tgaaaaagag
gttetaccag
gctggotcat
cccogagthg
tgecgtacaa
ggacgtttac
ccgaagcccoo
cgggaaagat
tgagctgtat
tgactctgtg
acccaagatg
gatccagct
ccgctcagga
gatgaagatg
ggtactggta
tgatatttte
agaaacctac
tggggctgga
aaagctggca
gectgcotectg
catcaacate
tgatecgactyg
tacggcaget
agtgetgget
ccgcacagee
tctcaccaca
ctacaacccet
gtitgaccte
ccagcacate
ggacatgaag
agagtctctg
tagtaaggat
tgeteotggea
caggctaaty
tcagagacca
tgtceggtte
ccaggcgget

acggatcact
tggoeotgeoe
toccatgetq

80

agagagctge
ggcggcagky
ccogooctygyg
ctttgtttac
eggtggegga
taggggtgga
gegetagaat
ctgtgcacty
ttatgcecac
gatgatgaac
cgggaacagg
gtggactcaa
gagetgetge
attgagcatc
caqaaccaqgt
gtagggattg
ttteaaggee
gggaagttag
gtggtggcca
cecactttea
gggeggetgt
caagaacata
gaaggagaga
ttgoccaatee
ckggaagcece
gagctcacceca
gcttcaatoy
cragtegggg
tgtctgatag
gcogectegea
gtgetgagag
gaccagggtyg
atccacgaag
ctcaatgecc
cgoogeagos
ctetggetga
acctatgtge
ctecatgagge
gctgactaca
gocacctata
cgtetgagaa
gagatgtcaa
gcagatgtga
tctgaggeag
ctggatgaat

tttgtctgat

cttaggaagy
cacttactee

ggcccggggy
ggetgggatc
goggaggaat
taagagegga
ggtcccggty
aagaaagctg
tttaaactaa
ceacgggcte
tttgaggaga
tegggaagaa
tggctctgta
tttgtgagaa
ctcagtacaa
ggctaatgat
accctgcokga
gtrtceccagg
ctagcagcaa
taactgtgeqg
cttacacttg
tgecctetgat
atetgcagac
gtgatcaggt
acacaaggab
tgcgecactgg
atcggattgh
gggaggagct
ccccagaaat
gtgtggacca
gggatcctygy
gccagtacac
actecegtgag
tgtgctgeat
tcatggagcea
gctgcteocat
tggagcagaa
ttcaggaccg
accagcacag
gttacatagce
tcacagcage
cttctgeeeg
tggtggatgt
aggactctet
tatttgecace
agecagegetyg
atgaggaget

tceagockge
ggcagtgatg
etttgeotaat

60
1290
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
250
1020
iogo0
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100

2160

2220
2280
2340
2400
2450
2520
2580
2640
2700

2760
2820
2880
2500



Met Val
Gln Pro
Gln Glu
Arg Gly
50
Ser Asp
65
Val Glu
Val Thr
val Gln
Lys Met
130
Arg Glu

Ala Ala

Met Lys
Val Ala
210
Ser Gln
225
Ala Val
Ala Leu

Lye Met

Gln Thr
290

305
Pro Arg

Ser Arg

Asn Asp

Arg Gln
370

Arg Tyr
ass
Leu Ala

- Trp Ala

Val

Ile

Cys
35

Ser
Gln
Gly
Gly
Gly
115
ReEn
Glu
Ser

Leau

Ile
195

Lys
Tyr

Leu
Val
Ala
275
Ile
Ser
Arg
Phe
Leu
55
Pro
Ile
Asp

Ser

Ala
Gln

20
Gln

Val
Glu
Ile

100
bsu

Lys
Leu
Ile
Leu
180
Sex

Thr

Arg
beu
260
Glu
Ser
Ile
Ser
Asp
340
Arg

Pro

‘ala

Lys
420
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Thr
Ser
Thr
Phe
Pro
Asn
85

Phe

Leu

Ser

Ala
165
Leu
Gly

Gln

245
Ala

Ala
Ile
Leu
Leu
325
Leu
Leu
Ser
Met
Ile

405
Asp

Tyr Thr Cys

Pro
Asn
Ile
val
T0

Thr
Leu
Ser
Glu
Gln
150
Pro
Leu
Asn

Leu

Gly
230

Ser
Asp
Asp
Ala
Ala
310
Glu
Leu
Ala
Gln

Cys
390

Ala

Thr

Arg
Lys
5%

Gly
Arg
Pro
Glu
Asp
135
Ile
Glu
val

Ile

Leu
215

Val

Gln

Lys
295
Ala
Gln
TIp
Gln
Phe
378
Arg
Ala

Thr

Phe
Ser
40

Phe
Asn
Ile
Ile
Thr
120
Asp
Ala
Ila
Gly
Asn

200
Ser

. Gly

Ser
Gly
Thr
280
Ala
Ala
Asn
Leu
His
360
Glu
Glu
Ala

Tyr

81

Asp
Met
25

Gly
Gln
Ile

Ala

Leu
105

Tyr
@lu
Glu
Tyr
Gly

185
Ile

Tyr

Ser

Gly
val
265
Ala
Gly
Asn
Ile
Ile
345
Ile
Pro
Lys
Tyr

Thr
425

Gln
10

Pro
Gly
Glu
Ero
Glin
S0

Leu
Zer
@lu
Gly

170
val

Cys
Ile
Ser

Glu
250

Cys
Ile
Ile
Pro
Gln
330
Gln
Thr
Len
Gln
Val

410
Ser

Cys

Leu

Met
arg
75

Pro
Thr
Glu
Gly
Asp
1585
His
Asp
Leu

Asp

Gly
235

Leu
Cys
His
Leu
Ala
315

Leu

Asp

Asp

Pro
395
Glu

Gly
Ile
Leu
Lys
&0

Ser
Gly
Gly
Ala
Ala
149
Phe
Glu
Gln
Met
Arg

220
Val

Ile
Glu

Thr
300
Tyr

Pro
Arg
val
Met
380
Met

Met

Ala

Met

v
45

Met
Ile
Asp
Phe
His
125
Gly
Tyr
Asp
Ser
Gly
208
Leu

Gly

Leu
Asp
Val
285
Thr
Gly
Ala
Pro
His
365
Lys
Val

Arg

Ala Arg Thr

Glu
Cys
30

Leu
Gln
Thr

His

110

2lu
Glu
val

Pro
120

Asp
Ala

Leu

Glu
Glu
270
Met

Leu

Ala
Asp
350
Gln

Leu

Pro

Leu
430

Thr
is

Pro
Gln
Glu
Val
val
25

Gln
Ile
Leu
Lys
Lys
175
Pro
Pro
Thr
Gly
2E5
Phe
Glu

Asan

Leu
338

Arg

Met
Glu
Glu

415
Lau

TYyTr
Ser
Thr
His
Leu
80

Ser
Val
Val
Thr
Leu
160
Lys
Gly

Gly

Ala
240

Gly
Agp
Gln
Ala
Asn
320
Leu
Asp
Ser
Ary
Ser

4900

Ala



10

15

<210> 17
<211> 21

Ile Leu

Val Glu
450
Lys Asp
465
Pr¢e Ala
Ser

Phe Thx

val
530

Asn

40

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17

agctgaggty
tegecgagge
tcagaacces
gctgagecgce
gaacttcgac
gggeettgge
gg99aggagqc
cecatgtggac
gtceceaggt
ttkctaccac
gaagectgea
gtcteagbtt
ataccctgge
ggeggttgaa
aaagectect
catgeccaget
gectoetteoce
acctgaatte
tgggggcatc
cctgaagtga
cecoccectetg
geceteatygg
ctttggctee
tgcaatteee
tecaggtage
aagggacaca
cccectecte
ggttatctet
ggcocctcaa
ctttgattag
gacagggcat
cgttgagecee
aaacacctte
gtcetggtic
gtacktgttct
taaatgatte

<210> 18

<211> 164

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Arg Leu
435
Lya Glu

Ser Leu

Asp Val

ser
ABp
Leu

Ile

ES 2 381 644 T3

Thr Ala

Leu

Ala Arg

440

VYal aAsn
455
Gly Asp
470
Phe Ala

4B5

Val

500
Pro Ala
515

Trp Gln

tgageagety
accgaggcac
tgcggeagea
gactgtgatg
tttgtcaceg
ctgeceraage
aggeggectyg
ctgteactgt
g9acctggag
tccaaacgee
gtectggaag
gtgtatctta
cgccoeckge
tgagaggtte
catccegtgt
acttccteet
atcgetgtoa
ttteteatet
atcaazaact
gcacagccta
tecttgtgaag
cecetotgac
cctgtacett
ctetgetget
tctgaggtge
caagaagaag
tagctgtggg
gtgttagggg
ategtccage
cageggaaca
gecacgtggg
ctggaggcac
cagckoctgt
cogttictec
gtgtctitea
ttagtgactt

Phe

Gln

Val

Ser Glu

Phe Gln

Glu
Lys
Thr Val
Ala

Rla

ala
Gly Gln

Arg
490
Glu Gln
505

Ala Leu

8§20

Asn Ala
535

ccgaagtcag
tcagaggagg
aggectgccg
cgctaatgge
agacaccact
tctaccttce
geracctcace
cttgtaccct
acteteagqgyg
aactgatett
cgcgagagec
attattattt
coceccagect
ctaagagtgc
tcteotttte
coccacttgt
caggeggtta
gagaagtaaa
ttggagteoce
qggetgaget
gcagggggaa
ctgcactagyg
ttgaggagece
gteectocee
ctgtoccace
ggcacoctag
ggtgagggtc
tatatgatgyg
gacctbcote
aggagtcaga
ctcatakggy
tgaagtgett
aacatactag
acectagacky
cagctectee
taazaaaana

Ser Arg Thr Arg Ile

ttcetegtgg
cgccatgtea
ccgeckette
gggctqgcate
ggagggrgac
cacggageca
tgctetgety
tgtacetege
tcgaaaacygyg
ctecaagagg
tcaaaggeec
gtgttttaat
ctggcattag
tgageatttt
ctcteteeeg
cegetggatyg
tgaaattcae
cagatggeac
ctcaccteet
ggggacctgg
ggtggggtac
gagoeegtet
cecagettace
cttgtettte
cecaccooca
ttetacetea
ceatgtaggtyg
gagagtagat
atccacgcca
cattttaaga
actgagagta
agtgtacttg
cctggactgt
taaacctete
cacaatgetg
aaaaaaaaas

82

Met
445

Leu Arg

Ile Arg Leu Met

460
Thr Ala
475
Glu Leu Val

Arg

Arg Cys Val

Asp Glu Tyr
825
Thr
540

agceggaget
gaaceggetyg
ggccecagtgg
caggaggecoe
ttegoetggyg
cggogaggec
caggggacag
tcaggggage
cggeagacca
aagecctaat
gctetacate
ttaaacacct
aattatttaa
tattttatga
gaggttgagt
gtaccctctg
coectetoet
tttgaagagy
ctaaggttag
tacccteetg
tggageagac
cagtgttgag
cttetbetee
ccttecagbac
gctcaatgga
ggcagcteoaa
goacaggceec
ctttctagga
teecteocea
tggtggeagt
gttgtetbte
gagtattggy
tttetctegy
gagggcaggy
aatatacage

Val

Glu Met

Agp Val
Ser

Gln Arg

480

Ser

495
Ser Arg
510
Glu Glu

Phe Val

gagcgeggat
gggatgtceg
acagegagca
gtgagegatg
agcgtgtgeg
gggatgagtt
cagaggaaga
aggetgaagyg
geatgacaga
cogoccacag
ttctgeetta
cctcatgtac
acaaaaacta
aatactattk
gggeeggctt
gaggggtgty
ggacactcag
ceteaccygay
geagggtgac
getectgata
caccccgect
cettktecct
agckgggcete
ceoecteatge
ctggaagggy
gragcgaceyg
cetbgagtgg
gggagacact
gttecattgeca
agaggetaty
ctggcactaa
atckbgaccce
ctecceatgt
accacacect
aggtgcetcaa

Gly Cly
Gly

Leu

60
120
1s0
240
300
360
420
480
5490
600
€60
720
780
B840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
19240
1580
2040
2100
2140



<210> 19
<211> 2281
<212> ADN

Met

Ala
Asp
Trp
Trp
&5

Gly
Thr
Leu
Gly
Thr

145
Lys

Ser

Cys
Cys
Asn
50

Glu
Pro
Ser
Ser
Ser
130

Ser

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 19

ES 2 381 644 T3

Glu Pro Ala

5
Arg Arg Leu
20

Asp Ala Leu

35
Phe Asp Phe

Arg Val Arg
Arg Arg Gly
85
Pro Ala Leu
100

Leu Ser Cys
115

Pro Gly Gly
Met Thr Asp

Lys Pro

Gly Rsp

Fhe Gly
Met Ala

Val Thr
55

Gly Leu

70

Arg Asp

Leu Gln
Thr Leu
Pro Gly

135

Phe Tyr
150

val

Pro
Gly
40

Glu
Gly
Glu
Gly
val
120
Asp

His

83

Axg

Val
25
Cys

Thr
Leu
Leu
Thr
105
Pro

Ser

Ser

Gln

10
Asp

Ile
Pro
Pro
Gly

20
Ala

Arg

Gln

Lys

Asn Pro

Ser Glu
Gln Glu

Leu Glu
60

Lys Leu

75

Gly Gly

Glu Glu
Ser Gly
Gly Arg

140

Arg Aryg
155

Cys Gly

Gln Leu
30

Ala Arg

45

Gly Asp

Tyr Leu

Arg Arg

Asp His

110
Glu Gln
125

Lys Arg

Leu Ile

Ser
15

Ser
Glu
Phe
Pro
Pro
85

Val
Ala
Arg

Phe

Lys

Arg

Ala
Thr
80

Gly
Asp
Glu
Gln

Ser
i60



<210> 20

agetgagatg
tcgecgagyc
ccggglcggc
ggatgcogegl
agaaccgger
cggcccagtg
ccaggaggec
cticgectgy
tcggcgaggce
gcaggggaca
ctcaggggay
gcggcagace
gaagccctaa
cgctctacat
tttaaacacc
gaattattta
ttattttatg
ggagattagg
ggtaccctet
cecoettteo
ctttgaaggg
tctaaggttg
gtacoctect
ctggagcaga
tcagtgttga
ckttettetec
cccttcagka
gctcaatgga
ggrcagctcaa
gcacaggeoc
cttectagga
tccctcecea
tggtggcagt
gttgtettto
gagtattggg
tttetetegg
gagg9caggg

aatatacage
a

<211> 164
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 20

tgagcagetg
accgaggcac
ggcocagage
togegggtgt
ggggatgtce
gacagcgagc
cgtgagcgac
gagegtgtge
cgggatgagt
gcagaggaag
caggctgaag
agcatgacag
tecgeccaca
ctkctgeett
tccecatgta
aacaaaaact
aaatactatt
tgggeegget
ggaggggtgt
tggacactea
goecbcaccga
ggcagggtga
ggetottgat
ccacccegec
gccetttece
agctgggete
cocectotecage
ctggaagggy
gcagegaccg
ccttgagtgg
gggagacact
gttcattgca
agaggctatg
ctggcactaa
gtetgaecec
ctececatgt
accacaccct

aggtgcteaa

ES 2 381 644 T3

ccgaagtcag
tcagaggagy
cgagccaage
gtgctgegtt
gtcagaacce
agctgagcog
ggaactteoga
ggggocttgg
tgggaggagy
accatgtgga
agtoccoagg
atttctacea
ggaagcctge
agtcbcagtt
cataccotgg
aggcggtitga
taaagectco
tcatgeceage
ggctectice
gacctgaatt
gtggggacat
coctgaagtg
acccocctet
toccctcatyg
tcbttggete
tgcaatkcee
tecaggbgge
aagggacaca
cceccteete
ggttatctet
gogccockcaa
ctttgattag
gacagggcat
cgttgaygcce
[aacacctre
gtectggtte
geactgttet

taaatgattc

ttoccttgtgg
tgagagagcy
gtgccegegt
tacaggtgtt
atgeggeage
cgactgtgat
cEttgtcacc
cctgeocaag
caggcagcct
cctgtcactg
tggaccigga
ctcoaaacyc
agtcectagaa
tgtgtgtcte
cegeceectg
atgagaggtt
tcatcecgtg
tactteckec
catcgatgbc
cttttteatt
catcaaaaac
agcacageck
gtottgtgaa
goceetctga
cecctgtacct
ctctgetget
tetgaggtge
Caagaagaag
tagrtgtggg
gtgttagggyy
atcgcecage
cageggaaca
gecacgtgyg
ctggaggcac
cagetcetgt
ccgttictee
gtgtcttteca

ttagtgactt

84

agecggaget
gcggcagaca
gtgtcectge
tetgoggeayg
aaggectgee
gcgctaatgy
gagacaccac
ctcetacette
ggcacctcac
tertgtacec
gactetcagy
coggctgatet
gcgegagggce
aattattatt
ccooecagoa
cctaagagtg
ttetootttt
tceooceacttg
acaggeggte
tgagaagtaa
tttggagtce
agagctgage
ggcaggggga
cctgcactgg
tttgaggagac
gtcecteoee
ctgkbeccace
ggcaccctag
ggtgagggte
tatatgatgg
gaccttecte
aggagtcaga
cteatatggg
tgaagtgett
aacatactgg
acctagactg
cagcteoctee

taaaaaazaa

gggegeggat
acaggggace
gtgtcegoga
gcgecatgte
geocgectett
cgagctgecat
tggagggtga
ccaeggggec
ctgetotget
ttgtgeecteg
gteogaazacyg
tctecaagag
ctcaaaggce
tgtgetttaa
tctggecakta
ctgggcattt
cctetetece
tecgetgggt
atgaaattea
acagatgqgcs
cectecacctee
tgaggacctyg
aggtggogte
ggagceogtc
cceagetace
cttgtecttt
cccacccoea
ttctacctca
ccatgtggtg
gggagtagat
atccacececa
cattttaaga
getggaagta
agtgtacttg
cctggactgt
taaacctete
cacaatgcty

daaasaaaad

14
120
180
240
300
360
420
480
540
&00
660
720
780
840
900
960
lo20
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1860
1860
152¢
1580
2040
2100
2160
2220

2280
2281
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15

Met
1
Ala
Asp
Trp
Trp
6%
Gly
Thr
Leu
Gly
Thr

145
Lys

<210> 21
<211> 1275
<212> ADN

Ser
Cys
Cys
Ash
50

Glu
Pro
Ser
Sexr
Ser
130

Ser

Arg

<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

ccteectacy
gatctiggag
gggegegcete
gkgggtccca
ggcggegeayg
tkggtgacee
caca tcccgc
gtgctgatge
catgatgatg
ctgegecgac
ggacacgctyg
cogtetgeee
cgeggaetgey
ctcagacate
catcagteac
cgtagtette
tgccktecce
tgtaaaaaag
actcacgeec
getgkegact
ctektgagte
ttcattecatt

<211> 173
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 22

ES 2 381 644 T3

Glu Pro Ala
5
Arg Arg Lew
20
Asp Ala Leu
35
Phe Asp Phe

Arg Val Arg

Arg Arg Gly
85
Pro Ala Leu
100
Leu Ser Cys
1is
Pro Gly Gly

Met Thr Asp

Lys Pro

gaegeck ooy
gtccgggtgy
agggaaggcy
gtctgcagth
cggctgocga
teeggatteg
ggcteacggg
tactgaggag
ggcagegocc
ceegecagte
gtggtgctgc
gtggacctgg
gggggcacca
ccegattgan
cygaaggtoct
atttagaaaa
cactaccgta
aaaaacaccy
taagegeaca
tcatgacaag
acactgctag
cacte

Gly Asp Val

Phe Gly Pro

Met Ala Gly

40
val Thr Glu
55
Leu

Gly Gly

Asp Glu

Leu Gln Gly

Thr val
120
Asp

Lieu
Pro Gly
135
Phe Tyr
180

His

Arg Gln
10
Val Asp

25
Cys

Thr

Ile
Pro

Leu Pro

Leu Gly
50

Thr Ala
105
Pro Arg

Ser Gln

Ser Lys

gagcectte
gagtgggggt
ggtgecgegee
aagggggcay
gcteggecct
gcgegegtge
ggagtgggca
ccagcgtcta
gagtggegga
tcaccegace
aceggaccyg
ctgaggaget
gaggcagtaa
agaaccagag
acaggdgccac
tagagetett
aatgtccatt
cttetgeott
ttecatgtgag
cattttgtga
caaatggeag

ccgogtacge
g9g99tgg9gg9y
tgcgaggegg
gagtggcget
ggaggcggcg
ggccegocge
gcgeeaggsg
gggcagcagce
gctgetgetg
cgtgeacgac
ggcacggctg
gggecatege
ccatgoceege
agactctgaq
aacktgceece
danaatgtcc
tatatcatkt
ttcactgtgt
catttettge
actagggaag
aaccaaagct

85

Asn Pro

Ser Glu Gln

Gln Glu Ala
45
Glu Gly
&0

Leu

Leu

Lys
75
Gly

Tyr

Gly Arg

Glu Glu Asp
Glu
125

Lys

Ser Gly

Gly Arg
140

Arg Arg Leu
1ss

agggctcaga
tgggggtgaa
agatgggcag
gectcacctct
agaacatggt
gagtgagggt
cgccogecge
cgcttcctag
ctoeacggey
getgeccggy
gacgtgegcy
gatgtegeac:
atagatgcey
aaacctogygg
gccacaacec
tgccttbtaa
Ettatatatt
tggagtttic
gagectegoa
cteagggggg
caaatazaaa

Gly Ser

15
Leu Ser
30

Glu
Asp phe
Leu Pro
Pro

95
val

Arg

His
110
Gln Ala
Arg

Ile phe

Lys

Arg

Ala
Thr
20

Gly
Asp
Glu
Gln

Ser
160

gcegticega
ggtgggggac
ggageggtge
ggtgccaaag
gogeaggtte
tttegtggtt
tgtggccete
aagaccaggt
cggagoccaa
agggcttect
atgoctgggg
ggtacctgeg
cggaaggtor
aaacttagat
acccegekkt
cgtagatata
cttataaaaa
tggagtgagc
gectecggaa
ttactgagctt
taaaataatt

&0
120
180
240
360
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
260
1020
1080
1140
1200
1260
1275



10

<210> 23

Met

Glu Trp

Glu Leu

Thr Leu
50
val val
&5
Pxro Ala

Gly Gln

Pro Ser
Pro
130
Leu Pro
145

Arg Ala

<211> 5698
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 23

aggttcaagt
tagtctegtyg
gkcaccatgg
aagaaaaatg
caattggaac
cagcaaatgt
cctggtetgt
gacccaaasa
tggaataatg
gctcteatat
acaggtggte
gtggaaacag
ggaagagcky
tttecageekg
atggtcagaa
agaaataaac
ttggatgaaa
gtgtgtttaa
acatccaagy
gatgttgtga
cacatgtgga
gaaaacatga
atcaaagekg
gcocaagtce
cccaaacteg
ctgactgagy
gacaaatatg
aagcagatca
aagaaaaact
atgacagate
cacaactggc
aaggtatcta
aagagttcta
agcacatcaa

Gly Arg Qly Arg Cye
5

Arg Cys Ser Pro

20
Gly Pro

35
Arg

His

Ile
Ile
Ala Val
Pro

100
Gly

Gln
Gly
118
Arg His
Gly His

Arg Cys

Gly Gly
Arg Arg
Pro Axg

Ala
85
Leu
Ala
Ser Hig

Ala

Lieu

ES 2 381 644 T3

Val
Leu

aly

Gly
val

Glu

Pre
10
Pro
25
Asn

40

Ala
14
Leu
70
Leu Val
Pro

Ala Ala

Cys
Thr

Leu

Ala

Gly
Gly

Met

ap
Pro
105
Pro

120

Pro
135
Gly Gly
150

Gly Pro

leb

ggagaotcteo
gggtectgec
aagtgtcace
aagatgctaa
atattttgek
gggtttacga
acaaaatctt
tgtebtgtat
gaaaaggtat
ttggacaget
gaaatggeta
ccagtagaga
gtgagatgga
atttgtetaa
gagcatatga
tgccagtaaa
ctggtaacte
ctatgagtga
gtagcagaca
agaagaagaa
tttttgtaaa
ctttacaacc
ccattggetg
agttaaacaa
atgatgccaa
gagattcage
gagttttece
tggaaaatge
atgaagatga
aggaceaaga
cctetettet
agraacaagea
ctocaaatea
aggaagctaa

taaccgacge
tgtttagteg
attgoagect
daaaagactyg
ccgoccagac
tgaagatgtt
tgatgagatt
tagagtcaca
tectgttgtt
cetaacttct
tggagccaaa
atacaagaaa
actecaagcecec
gtttaaaatg
tattgctgga
aggatttegt
cttgaaagta
aaaaggetbt
tgttgattat
caagggtagt
tgccttaatt
caagagettt
tgatattgta
gaagtgttca
tgatgeaggy
caaaactttg
tettagagga
tgagattaac
agattcattg
tggttcecac
gegacatogt
agaaatggca
taaaaaatgyg
agaatacttt

Thr
Ala

Ser

Ala

Ala
179

gcgtotgtgg
ctttcagyggt
gtaaaktgaaa
tctogttgaaa
acctacatty
ggcattaact
ctagttaatg
attgatccegg
gaacacaaag
agtaactatg
ttgegtaaca
atgttcaaac
ttcaatggag
caaageotgg
tccaccaaay
agttatgtgg
atacatgaac
cagcaaatta
gtagctgatce
gttgcagtaa
gaaaacccaa
ggatcaacat
gaaagcatac
gctgtaaaac
ggecgaaact
getgttteag
aaaatactca
aatatcatca
aagacgette
aktcaaagact
tttetggagg
ttttacageoc
aaagtcaaat
gcagatatga

86

Ser Leu Gln Leu Arg Gly
Lys Gly Gly Ala

Met Val Axrg Arg

45

Pro Pro Arg Val

60

Glu Trp Ala Ala
75

Leu Leu Arg Ser

Gly His Asp Asp

Arg Arg Gly Ala

125

Ala Arg Arg Cys

140

Pro Gly Arg Gly
155
Arg Gly Pro Gly

agaagcggck
tettgageee
atatgcaagt
gaatctatca
gttctgtgga
atagggaagt
ctgeggacaa
aaaacaattt
ttgaaaagat
atgatgatga
tattcagtac
agacatggat
aagattatac
acaaagatat
atgtcazagt
acatgtattt
aagtaaacca
gcetttgteaa
agattgtgac
aagcacatca
cctttgacte
gccaattaag
taaactgggt
ataatagaat
ccactgagtg
gecttggtgt
atgttcgaga
agattgtggg
gttatgggaa
tgctgattaa
aatttateac
ttectgaatt
attacaaagg
aaagacatcg

15
Ala Ala
30
Phe Leu

Arg Val

Pro Gly
80
Gln Arg
95
Gly Gln
110
3ln Leu

Pro Gly

Ala Ala

Gln
Ala
val
Phe
Ala
Leu
Arg
Arg
Gly

Gly

180

tggtcggagy
ctteacgace
caacaaaata
aaagaaaaca
attagtgace
cactettgtt
casacaasgg
aattagktata
gtatgtceca
aaagaaagtyg
cazatttact
ggataatatyg
atgtaktcace
tgttgcacta
ctttettaat
gaaggacaag
caggtgggaa
cagcattgct
taaacttgtt
ggtgaaaaat
tcagacaaaa
tgaaaaattt
gaagtttaag
caagggaatt
tacgcttatc
ggttgggaga
agcttcteat
tettcagtac
gataatgatt
Etttaktccat
tccecattgta
tgaagagtgy
tttgggecace
tatccagttc

80
120
180
240
300
360
420
480
£40
600
660
720
780
840
s00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
17440
1800
1860
1820
1280
2040



<210> 24
<211> 15

aaatatkctyg
gatgatcgaa
gggcttectg
atcaacaagq
gtggatggtt
aagcgdagaag
catggtgaga
aataatctaa
gattetgeta
ccaccazaag
gaatggtaca
gggtggtect
ttgatggatg
attgaagaac
acaaccattg
gttctagaac
gaataccata
gaggcagaga
tctatggtge
ctaagagact
ggaatgcttg
atagatggra
cagaggggat
gatgaagaag
acagattetyg
gaanagaaag
aaaagaaagda
gaggetgttg
aaggccaaqy
gtcattccac
attaagaatg
aaacaaagat
acattggcat
tcagatagga
agagcagcaa
tttgatgaaa
aaaactteocec
cttgaagctg
tteccagatg
acageageaa
aaaggaacta
aaaaccaaga
gagaaaattg
catatggact
ataaagtacc
taagtaatta
cteecectetg
agcccaagtg
tgttttctte
tttttaagtt
gtktattaac
ctoeetttct
tatacataat
cagcctctta
tctcaaatca
aztagaatga
tggetgecte
gcagaagact
tcagcaatga
gktaagacct
taaatattta

31

<212> PRT
<213> Homo sapiens

gtcekbgaaga
aggaatggtt
aggattactt
aacttatett
tgaaaccagy
taaaggttge
tgtecactaat
acctcttgea
gtccacgata
atgatcacac
ttcctabktat
geaaaatcce
gagaagaacc
tggctocaaa
aaatctcaga
ccatgttgaa
cagataccac
gagttggact
tttttgacca
tittbgaact
gtgctgaatc
aaataatcat
atgattcaga
aanatgaaga
gaccaacctt
atogaactctg
gtccatcaga
aagccaagga
ggaaRaaads
gaataaccat
aaaatactga
tagaaaagaa
ttaagccaat
gcagtgacga
caaaaacaaa
aaactgatga
caaaacttag
atgatgttaa
aaactgaaat
aaagteagte
aaagggatee
atcgoegeaa
tttcgaaage
ttgactoage
tggaagagtc
tecttaccaag
aatttagttt
ttctttaget
tctgotetgt
cttctgaact
catccactaa
actttcagta
ttaccatcag
tgtgccaagt
tcagaggcca
agaaaattag
tgagtcotgaa
Cggggacasc
getattagat
gtctacattyg
c¢tatgtrktt

ES 2 381 644 T3

tgatgetget
aactaatttc
gtaktggacaa
gtteotcaaat
tcagagaaag
ccaattaget
gatgaccatt
goccattogt
catectttaca
gttgaagttt
tccecatgaty
caactttgat
tttgceaatg
tcaatatgtg
gectteccgte
tggcacecgag
tgtgaaattt
acacaaagtc
cgtaggctgt
cagacttaaa
tgctaaactg
tgaaaataag
tectgtgaag
gagtgacaac
caactatett
caggctaaga
tttgtagaaa
aaaacaagat
acaaakgget
agaaatgaaa
aggaagccet
acagaaaaga
caaaaaadga
aagtaakbtg
attcacaatg
tgaagatttt
taacaaagaa
gggcagtgta
tacazaccca
ttocacetee
agetttgaat
aaggaagcca
agtecacaage
tgtggetect
agatgaagat
cccaagacty
gyggaaggtyg
ttttataata
ctgtgttttg
gtagaaatag
gctaaaacta
gatatgagat
atagaacttt
ttttekttaa
aagaaaaaca
agtagttatyg
tctcccaaag
atttgatcca
teattitggg
ttatatgtgt
ctattagcta

atecagcctgyg
atggaggata
actaccacat
tctgataacy
gttttgttta
ggatcagtgg
ateaatttgg
cagtttggta
atgctcaget
ttatatgatg
ctgataaatyg
gtgcgtgaaa
cttecaagtt
aktagtggtg
agaacatgga
aagacaccte
gttgtgaaga
tteaaactec
ttaaagaaat
tattatggat
aataatcagyg
cctaagaaag
geckbggaaay
gaaaaggaad
cttgatatge
aatgaaaaag
gaagacttgg
gaacaagtog
gaagttttge
gcagaggcag
caagaagatyg
gaaccaggta
aagaagagaa
gatgtcecte
gatctggatt
gtcccatcag
etgaaaccac
ccactgtett
gttcctaaaa
actaccggtg
totggtygtet
tccacttotg
aagaaatcca
cgggcasaat
gakctgtttt
gttttaaagt
tttttagtac
ctgtctaaat
agtccgettt
ctatctgate
gagcagtttg
agagoataat
atgattctag
gcaatgagaa
ctktggetgt
tgattaktte
agagaaaccea
agatcktaaa
aaatctecat
gtgacttgag
aattccaaca

87

cetttageaa
gaagacaacg
atctgacata
agagatctat
cttgettcaa
ctgaaatgte
ctcagaattt
ccaggctaca
ctttggetceg
acaaccageg
gtgctgaagg
ttgtaaataa
acaagaactt
Aaagtagctat
cecagacata
ctotcataar
tgactgaaga
aaactagtct
atgacacggt
taagaaaaga
ctogotttat
aatCaattaa
aagcccagea
ctgaaaagag
ceetttggta
aacaagagct
ctacatttat
gacttectgy
ctteteocogeyg
aaaagaaaaa
gtgtggaact
caaagacaaa
atcocctggte
cacgagaaac
cagaktgaaga
atgctagtec
agaaaagtgt
caagcectec
agaatgtgac
Qcaaaaaaag
ctoadaaged
atgattctga
agggggagag
ctgtacggge
asaatgtgag
tacctgaagce
aagacat¢aa
agtgaccatc
cttttgtett
acttcagegt
atttaaaagt
tatctgttet
tacagatact
aktgetcatg
gtctataact
agetcttgac
atttctaaga
tgttatatkg
aatttcaatt
taatgttatc
aktttgtact

aaaacagata
aaagttactt
taatgacttc
coottetaty
acggaatgac
ttcttateat
tgtgagtage
tggtggcaag
attgttactt
tgttgageeot
aatcggtact
catcaggegt
caagggtact
tcttaattet
caaagaacaa
agactatagy
aaaactggca
cacatgcaac
gttggatatt
atggcteocta
cttagagaaa
agttctgatt
aaaggttcca
tgactcogta
tttaaccaag
ggacacatta
tgaagaatty
gaaagggggg
tgatcaaaga
taaaaagaaa
agaaggccta
gaszacaaact
tgattcagaa
agagccacgg
tttcteoagat
acctaagacce
egtgtcagac
tgetacacat
agtgaagaag
ggctgececa
tgateetgeo
ctctaatttt
tgatgacttc
asagaaacck
gegattattt
tcttaactte
agtgaagtaa
tcatgggcat
taaaacctga
aaagcagkgt
gtcactette
atcttagttit
ctactacact
ttcttecatet
tgacacagtc
ctgteececte
ggactggatt
ataaccatge
tgtamacttt
aacgtttttg
ttaataaa

2100
2160
22290
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
Jos0
3120
3180
32490
33200
3360
3420
3489
3540
3600
3660
3720
3780
3g84c0
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4380
5040
S100
S$160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5698



<400> 24

Met
Lys
Ile
Thr
Asp
65

Leuw
Gln
Asn
Glu
Leu
145
Gly
Phe
Thr
Phe
Lys
2258
Leu
Met
Ile
Glu
308
Lys
Leu
Ala
Glu
Pro
385
Ala
Phe
Asn
Gly

Ala
465

Glu

Ile

Tyr
50
Glu

Arg
Arn
His
130
Leu

Thr
Trp
Aan

210
Phe

Arg
Asn
Tyr
His
280
Lys
Gly
Val
His
Asn
370
Lys
Ala

Lys

450
Lys

Gly

Val
Lys
Gln
Iie
Asp
Lys
Asp
Leu
115
Lys
Thr
Asn
val
Met
195
Gly
Lys
Ala
Gly
Leu
275
Glu
Gly
Gly
Asp
Gln
355
Pro
Ser
Ile
Ala
Ile
435
Agn

Thr

Val

Ser
Lys
20

Lys
Gly
val
Ile
Pro
100
Ile
val
Ser
Gly
Glu
180
Asp
Glu
Met
Tyr

Asn
260

Lys
Gln

Phe

val
340
Val
Thr
Phe
Gly
Gln
420
Lys
Ser

Leu

Phe

ES 2 381 644 T3

Pro
Asn
Lys
Ser
Gly
Phe
BS

Lys
Ser

Glu

Ser

TYT
165
Thr
Asn
Asp
Gln
Agp
245
Lys
Asp
val
Gln
His
az2s
val
Lys
Phe
Gly
405
val
Gly
Thr
ala

Pro
485

Leu

Glu

Val
Ile
70

Asp
Mekb
Ile
Lys
Asn
150
Gly
Ala

Met

Ser
230
Ile
Leu
Lys
Asn
Gln
310
Vval
Lys
Asn
Asp
Ser
390
Gly
Gln
Ile
Glu
Val

470
Leu

Gln
Asp
Gln
Glu
55

Asn
Glu
Ser
Trp

Met
138

Tyr
Ala
Ser
Gly
Thr
215
Leu
Ala
Pro
Leu
Hig
295
Iie
Asp
Lys
Hig
Ser
378
Thy
Ile

Leu

Pro

Cys
455
Ser

Arg

Pro

Ala

Leu

Tyr
Ile
Cys

Asn
120

Tyr
Asp

Lys

200
Cys

Asp
Gly
val
Asp

280

Ser

Lys
Met
380
Gln
Cys
val

Asn

Lys
440

Gly

Gly

88

val

Lys

Yal
Ary
Leu
Iie
105
Asn
val
kep
Leu
Glu
185
Ala
Ile
Lys
Ser
Lys

265
Glu

Trp
Phe
Val

Asn
348

Trp
Thr
Gln
Glu
Lys
425
Leu
Leu

Leu

Lys

Asn
10

Lys
His
Thr
Glu
val
90

Azrg
Gly
Pro
Asp
Cys
170
Tyr
Gly
Thr
Asp
250
Gly
Thr
Glu
Val
Ala
330
Lys
Ile
Lys
Leu
Ser
410
Lys
Asp
Ile
Gly

Ile
490

Glu
Arg
Ile
Gln
val
75

Asn
Val
Lys
Ala
Glu
iss
Agn
Lys
Glu
Fhe
Ile
235
Lys
Fhe
Gly
val
Asn
315
Asp
Gly
Phe
Glu
Ser

395
Ile

Cys
Asp
Leu
Val

475
Leu

Asn
Leu
Len
Gln
&0

Thr
Ala
Thr
Gly
Leu
140
Lys
Ile
Lys
Met
Gln
220
val
Asp
Arg

Asn

Cys
300
Ser
Gln
Gly
val
hsn
380
Glu
Leu
Ser
Ala
Thx
480
Val

Asn

Met
Ser
Leu
45

MeL
Phea
Ala
Ils
Ile

125
Ile

Lys
Phe
Met
GElu
205
Pro
Ala
Val
Ser
ser
285
Leu
Ile
Ile
Val
AsSn
3685
Met
Lys
AsSn
Ala
Asn
445
Glu
Gly

val

Gln

Val
30

Trp
Val
Asp
Asp
110
Pro
Phe
Val
Sar
Phe
190
Leu
Asp
Leun
Lys
Tyr
270
Leu
Thr
Ala
Val
Ala
350
Ala
Thr
Phe
Trp
Val
430
Asp

Gly

Arg

val
1s

Glu
Pro
Val
Pro
ASD
o5

Pro
Val
Gly
Thr
Thr
175
Lys
Lys
Leu
Met
Val
255
Val
Lys
Met
Thr
Thx
335
Val
Leu
Leu
Ile
Yal
415
Lys
Ala
Asp
Asp

Glu
495

Asn

Arg

Asp

Gly
:[1]

Lys
Glu
vVal
Gln
Gly
160
Lys
Gln
Pro
Ser
Val
240
Phe
Asp
Val
Sar
Ser
320
Lys
Lys
Ile
Gln
Lys
400
Lys
His
Gly
Ser
Lys

480
Ala



Ser
Ile
pys
Asp
545
Ile
Pro
Lys
Lys
625

Ser

Gln

Leu
7056
Gly
Asn
Glu
Ile
Gln

785
Ala

Pro
143
Asp
Gly

val

Aan
945
His
Leu

Thx

Leu

His
Val
530
Gly
Pro
Val
Glu
val
610
Glu
Gly
Ile
Gln
Thr
90
Fhe
Leu
Asp
Met
Asn
770
Pro
Ser
Phe
Gln
Ile
850
Asn
Gly
Thr
Ala
Thr

930
Gly

Ala
Ser

Lys

ES 2 381 644 T3

Lys @ln Ile Met

500

Gly Leu Gln Tyr

515

Leu Arg Tyr Gly

gSer His
Ser Leu

Lys Val

580
Phe Glu
595

Lys Tyr
Tyr Phe
Pro Glu

Asp Asp
660
Arg Lys
675
Thr Tyr

S8er Asn
Lys Pro

Lys Arg
740

gexr Ser

755

Leu Ala

Ile Cliy
Pro Arg

Pro Pro
820

Arg Val

a3s

Asn Gly

Fhe Asp
Glu Glu

Ile Glu
S00

Ile Leu

915

Trp Thr

Thr Glu
Asp Thr

Glu ‘ala

9HO
Lew Thr
995

Lys Tyx

iglo

Ile
Leu
565
Ser
(2311
Tyr
Ala
AsSD

645
Arg

Leu
Ser
Gly

735
Glu

Gln
Gln

Tyr
845
Lys
Glu
Ala
val
Pro
8as
Glu
Asn
Gln
Lys
Thr

965
Glu

Cys

Asp

Lys
550
Arg
Lys
Trp
Lys
Asp
630
ASp
Lye

Leu

Asp
710
Gin
val
Hig
Asn
Phe
790
Ile
AED
Pro
Glu
870
Leu
Leu
Ser
Thr
Thr

950
val

Asn

Thr

Glu
Lys
Lys
535
Gly
Hie
Asn
Lys
Gly
615
Met
Ala
Glu
Gly
Tyr
655
Asn
Arg
Lys
Hig
Phe
775
Gly
Phe
Asp
Glu
Gly
855
Glu
Pro
Ala
Thy
Tyr
938
Pro
Lys
Val

Ser

Val

AEen Ala
s05

Lys Asn

520

Ile Met

Leu Leu

Arg Phe

Lyzs Gln
585

Ser Ser

600

Leu Gly

Lye Arg
Bla Ile

Trp Leu
665
Leu Pro
680
Asn Asp

Glu Arg

Lys Val

val Ala
745

Gly Glu

760

Val Gly

Thr Arg
Thr Met

His Thr
B25

Trp Tyr

840

Ile Gly

Ile val
Met Leu

Pro Aen
905

Thr Ile

220

Lye Glu

Pro Leu
Phe val

Gly Leu
985
Met val
1000
Leu Asp

1015

89

Glu

Ile
Ile
Leu
570
Glu
Thr
Thr
Hig
Ser
650
Thr
Glu
Phe
Ser
Leu
730
Gln
Mat
Ser
Leu
Leu
Bl0
Leu
Ile
Thr
Asn
Pro
89¢
Gln
Glu
Gln
Ile
val
970
His
Leu

Ile

Ile
Glu
Met
Asmn
555
Glu
Met
Pro
Ser
635
Leu
Asn
Asp
Ile
Ile
715
Phe
Leu
Ber
Asn
Eis
755
Ser
Lys
Pro
Gly
ABD
878
Ser
Tyr
Ile
val
Thr
255
Lys
Lys
Pha

Leu

Asp
Thr
540
Fhe

Glu

EBn
Thr

620
Ile

Pha

TYT
aAsn
700
Pro
Thr
Ala
Leu
Asn
780
Gly
Ser

Fhe

Ile

Trp
860
Ile

Tyr
Val
Ser
Leu
940
Asp

Met

Val

Asp

Asn
Glu
525
Asp
Ile
Phe
Phe
His
605
Ser
Gin
Phe
Mat
Leu
&85
Lys
Ser
Cys
Gly
Met
765
Leu
Gly
Leu
Leu
Ile

84%
ser

Arg
Lys
Ile
Glu

925
Glu

Tyr
Thr
Phe

His

Ile
510
Asp
Gin
His
Ila

Tyr
590
Lys
Lys
Phe

Ser

Glu
&70
Tyr

Glu
Met
Phe
Ser
750
Met
Asn
Lys
Ala

Tyr
830
Pro

Cys
Arg
Asn
Ser
olo
Leu
Pro
Arg
Glu
Lye

590
Val

1005

Arg Asp Phe
1020

Ile
Ser
Asp
His
Thy
575
Lys
Glu
Lys
Lys
655
Asp
Gly
Leu

val

Lys
738
val
Thr
Leu
Asp
Axg
815
Asp
Met
Lys
Leu
Phe
895
Gly
Pro
Mek
3lu
Glu
995
Leu

Gly

Phe

Lys
Leu
Gln
Asn
560

Pro

Leu

Ala

Tyr
640
Lys
Arg
Gln
Ile
Asp
720
Ala
Ile
Leu
Ser
800
Leu
hap
Val
Iie
Mek
880
Lys
Glu
Val
Leu
980
Lye

Gln

Glu



<210> 25
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Leu Arg Leu Lys Tyr Tyr Gly Leu Arg Lys Glu Trp Leu Leu Gly Met
1025 1030 1035 1040
Leu Gly Ala Glu Ser Ala Lys Leu Asn Asn Gln Ala Arg Phe Ile Leu
1045 1050 1955
Glu Lys Xle Asp Gly Lys Ile Ile Ile Glu Asn Lys Pro Lys Lys Glu
1060 1065 1070
Leu Ile Lys Val Leu Ile Gln Arg Gly Tyr Asp Ser Asp Pro Val Lys
1075 1080 1085
Ala Trp Lys Glu Ala Gin Gln Lys Val Pro Asp Glu Glu Glu Asn Glu
1090 1085 1100
Glu Ser Asp Asn Glu Lys Glu Thr Glu Lys Ser Asp Ser Val Thr Asp
1105 1110 1118 112¢
Sexr Gly Pro Thr Phe Asn Tyr Leu Leu Asp Met Pro Leu Trp Tyr Leu
1125 1130 1135
Thr Lys Glu Lys Lys Asp Glu Leu Cys Arg Leu Arg Asn Glu Lys Glu
1140 1145 1150
Gln Glu Leu Asp Thr Leuw Lys Arg Lys Ser Pro Ser Asp Leu Trp Lys
1158 1160 1165
Glu Asp Leu Ala Thr Phe Ile Glu Glu Leu Glu Ala Val Glu Ala Lys
1170 1175 1180
Glu Lys Gln Asp Glu Gln Val Gly Leu Pro Gly Lys Gly Gly Lys Ala
1185 1150 119% 1200
Lys Gly Lys Lys Thr Gln Met Ala Glu Val Leu Prc¢ Ser Pro Arg Gly
1208 1210 1215
Gln Arg Val Ile Pro Arg Ile Thr Ile Glu Met Lye Ala Glu Ala Glu
1220 1225 123¢C
Lys Lys Asn Lys Lys Lys Ile Lys Asn Glu Asa Thr Glu Gly Ser Pro
1235 1240 1245
@ln Glu Asp Gly Val Glu Leu Glu Gly Leu Lys Gln Arg Leu Glu Lys
1250 12565 1260
Lys Gln Lys Arg Glu Pro Gly Thr Lys Thr Lys Lys Gln Thr Thr Leu
1265 1270 1275 1280
Ala Phe Lys Pro Ile Lys Lys Gly Lys Lys Arg Asn Pro Trp Ser Asp
1285 1250 1298
Ser Glu Ser Asp Arg Ser Ser Asp Glu Sexr Asn Phe Asp Val Pro Pro
1300 1305 1310
Arg Glu Thr Glu Pro Arg Arg Ala Ala Thr Lys Thr Lys Phe Thr Met
1315 1320 1328
Asp Leu Asp Ser Asp Glu Asp Phe Ser Asp Phe Asp Glu Lys Thr Asp
1330 1335 1340
Asp Glu Asp Phe Val Pro Ser Asp Ala Ser Pro Pro Lys Thr Lys Thr
1345 1350 1355 1360
Ser Pro Lys Leu Ser Asn Lys Glu Leu Lys Pro Gln Lys Ser Val val
1365 1370 1375
Ser Asp Leu @lu Ala Asp Asp Val Lys Gly Ser Val Pro Leu Ser Ser
1380 138% 1390
Ser Pro Pro Ala Thr His Phe Pro Asp Glu Thr Glu Ile Thr Aen Pro
1398 1400 1405
Val Pro Lys Lys Ash Val Thr Val Lys Lys Thr Ala Ala Lys Ser Gln
1410 1415 1420
S8exr Ber Thr Ser Thr Thr Gly Ala Lys Lys Arg Ala Ala Pro Lys Gly
1425 1430 1435 1440
Thr Lys Arg Asp Pro Ala Leuw Asn Ser Gly Val Ser Gln Lys Pro Asp
1445 1450 1455
Pro Ala Lys Thr Lys Asn Arg Arg Lys Arg Lys Pro Ser Thr Ser Asp
1460 1465 1470
Asp Ser Asp Ser Asn Phe Glu Lys Ile Val Ser Lys Ala Val Thr Ser
1475 1480 1485
Lys Lys Ser Lye Gly Glu Ser Asp Aep Phe His Met Asp Phe Asp Ser
1420 1495 1500
Ala vVal Ala Pro Arg Rla Lys Ser Val Arg Ala Lys Lys Pro Iie lys
1505 1510 1518 1520
Tyr Leu Glu Glu Ser Asp Glu Asp Asp Leu Phe
1525 1530

90
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<211>17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
ctctgagccc gccaagce 17

<210> 26

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
tgtaagaact tcttaacctt ttccttctct a

<210> 27

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
ccctecggeag cgatggceact 20

<210> 28

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
gaggaatccc gagctgtgaa 20

<210> 29

<211> 14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
cccgctceeg ccat 14

<210> 30

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
cccatgtgct tctttgttta ctaagagcgg aa

<210> 31
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31

32
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<211>17
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 31
gtccgaagcec cccagaa 17

<210> 32

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
cccgacagag accactcaca 20

<210> 33

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33
cagtaccctg ctgaactcat gcgca 25

<210> 34

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34
cgctacgcga agctctttg 19

<210> 35

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35
cctttgtttg ccattgttct ctaa 24

<210> 36

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36
tgccgtacaa gagcetgctge ctca 24

<210> 37
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<211> 18
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 37
caaacgccgg ctgatctt

<210> 38

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
ccaggactgc aggcttcct

<210> 39

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39

caagaggaag ccctaatccg ccca

<210> 40

<211> 16

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
gagcggcggc agacaa

<210> 41

<211>17

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41
ccgcgaacac gcatect

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42
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18

19

24

16

17

cccagagcecg agccaagegtg 21

<210> 43
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<211> 21
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
tggagactct cagggtcgaa a

<210> 44

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
tccagtctgg ccaacagagt t

<210> 45

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
cggcggceaga ccagcatgac

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
gccctegtge tgatgctact

<210> 47

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 47
tcatcatgac ctggtcttct agga

<210> 48

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 48
agcgtctagg gcagcagecg ¢

<210> 49

21

21

20

20

24

21
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<211> 15
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
tgcccaacgc accga 15

<210> 50

<211> 15

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
gggcgctgec catca 15

<210> 51

<217> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 51
tcggaggccg atccaggtcatg 22

<210> 52

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 52
aagcttcctt tcegtcatge 20

<210> 53

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 53
catgacctgc cagagagaac ag 22

<210> 54

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 54
cccccaccct ggcetctgacc a 21

<210> 55

ES 2 381 644 T3
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<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 55
ggaaaccaag gaagaggaat gag

<210> 56

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 56
tgttcceccc ttcagatctt ct 22

<210> 57

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 57
acgcgcegtac agatctctcg aatgct

<210> 58

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 58
cacgccctaa gcgcacat 18

<210> 59

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 59
cctagttcac aaaatgcttg tcatg

<210> 60

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 60
tttcttgcga gectcgcage et 23

<210> 61

ES 2 381 644 T3

23

25
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<211> 24
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 61
aaagaagatg atgaccgggt ttac 24

<210> 62

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 62
gagcctctgg atggtgcaa 19

<210> 63

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 63
caaactcaac gtgcaagcct cgga 24

<210> 64

<211>14

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 64
tccgccgegg acaa 14

<210> 65

<211> 18

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 65
catggtgtcc cgctectt 18

<210> 66

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 66
accctggcct caggccggag 20

<210> 67
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<211> 22
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 67
ggaattgttg gccacctgta tt 22

<210> 68

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 68
ctggagaaat cacttgttcc tatttct

<210> 69

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 69
cagtccttgc attatcattg aaacacctca ca

<210> 70

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 70
tcaactcatt ggaattacct cattattc

<210> 71

<211> 24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 71
accatcagtg acgtaagcaa actc

<210>72

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 72

ES 2 381 644 T3

27

32

28

24

ccaaacttga ggaaatctat gctcctaaac tcca

<210> 73

34

98
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40

45

<211> 25
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 73
ttttgaagtt ctgcattctg acttg

<210> 74

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 74

ES 2 381 644 T3

25

accatcagtg acgtaagcaa gataa 25

<210> 75

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 75

aaccacagat gaggtccata cttctagact gget

<210> 76

<211> 156

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1)...(156)

34

<223> Secuencia parcial de aminoacidos para la isoforma 1 p16/p14ARF

Met Glu Pro Ala Ala

Ala Thr Ala Ala Ala

20

Glu Ala Gly Ala Leu

Ile Gln Val Met Met

Leu Hip Gly Ala Glu

Pro Val His Asp Ala

Leu His Arg Ala Gly

100

Leu Pro Val Asp Leu

Tyr Leu Arg Ala Ala

Ile Asp Ala Ala Glu

<400> 76
1
as
50
65
115
130
145
<210> 77

Gly

Pro
Met
Pro
70

Ala
Ala
Ala
Ala

Gly
150

Ser Ser Met Glu

10

Gly Axrg Val Glu

Asn
Gly

5%
asn

Arg

hrg
Glu
Gly

138
Pro

Ala
40
Ser

Cys
Glu
Leau
Giu
120
Gly

Ser

99

25
Pro Asn

Ala Arg
Ala hep
Gly Phe
90

Asp Val
105

Leu Gly
Thr Arg

Asp Ile

Pro Ber
Glu val
Ser Tyr

Vval Ala
60

Pro 2la

75

Leu Asp

Arg Asp
His Arg
Gly Ser

140

Pro Asp
155

Ala
Arg
Gly
45

Glu
Thr
Thr
Ala
Asp

125
Asn

Asp Trp Leu
15

Ala Leu Leu
30

Arg Arg Pro
Leu Leu Leu

Leu Thr Arg
8o
Leu Val Vval
95
Trp Gly Arg
110
Val Ala Arg

His Ala Arg
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25

30

<211> 105
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>
<221> VARIANTE
<222>(1)...(105)

ES 2 381 644 T3

<223> Secuencia parcial de aminoacidos para la isoforma 2 p16/p14ARF

<400> 77
Met Met
1
Ala Glu
Asp Ala
Ala Gly
50
Asp Leu
65
Ala Ala
Ala Glu
<210>78
<211> 116
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<220>
<221> VARIANTE

<222> (1)...(116)

Met
Pro
Ala
35

Aa
Ala
Ala

Gly

Gly Ser
Asn Cys
20

Arg Giu
Arg Leu
Glu Glu
Gly CGiy

Pro Ser
100

Ala Arg Val
Ala Asp Pro

Gly Phe Leau
40
Asp val Arg
1]
Leu Gly His
70
Thr Arg Gly

Asp Ile Pro

Ala
Ala
25

Agp
Asp
Arg

Ser

Asp
105

Glu
10

Thr
Ala
Asp

Asn
80

Leu
Leu
Leu
Trp
Val

75
His

Leu
Thr
val
Gly
60

Ala

Ala

<223> Secuencia parcial de aminoacidos para la isoforma 3 p16/p14ARF

<400> 78

Met Glu
Ala Thr
Glu Ala
Ile Gln
50

Leu Trp
3

Ile Leu
Cys Asn

Lys Glu

<210>79

<211> 173

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 79

Pro
Ala
Gly
val
Arg

Arg

Glu
115

Ala Ala

Ala Ala
20
Ala Leu

Gly Arg
Thr Lys

Lys Lys
85

Arg Pro

100

Glu

Gly Ser Ser

Arg Gly Arg

Pro Asn Ala
40
Arg Ser Ala
55
Phe Ala Gly
70

Gly Arg Leu

Pro Pro Gly

100

Met
Vval
25

Pro
Ala
Glu

Pro

Asp
108

d3lu
10

Glu
Asn
Gly
Leu
Gly

20
aAla

Pro
Glu
Ser
Ala
Glu
75

Glu

beu

Ser

Val

Gly
80

Ser
Phe

Gly

Leu Leu

Arg Pro
30

Val Leu

45

Arg Leu

Arg Tyr

Arg Ile

Ala Asp

30
Gly Arg

Asp Gly
Gly Ser
Ser Glu

Ala Trp
110

His @Gly
15
val His

His Aryg

Pro Val

BO
Asp Ala

Trp Leu
15
Leu Leu

Arg Pro
Gly Arg

Ala Ser
8o

Gly Val

95

Glu Thr
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35
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45

Melt
Glu

Glu

val
€5
Pro

Gly
Pro
Arg

Leu
145
Arg

<210> 80
<211> 21
<212> ADN

ES 2 381 644 T3

Gly Arg Gly Arg
g
Trp Arg Cys Ser

Leu
Leu
50

val
Ala
Gln
Ser
Pro
130

Fro

Ala

Gly
35

Arg
Hig
Ala
Gln
Gly
115
Arg

Gly

Arg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 80

ggaggtggta ctggccatgt a

<210> 81
<211> 19
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 81

gggagatgeg gacatggat

<210> 82
<211> 25
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 82

20
Pro

Ile
Ile
Val
Pro
1900
Gly
His
His

Cys

21

19

ccaagtacga ccgcatcacc aacca

<210> 83
<211> 21
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Cebador PCR

<400> 83

cattccaaga cctgcctacc a

21

Gly
Arg
Pro
Ala
as

Leu

Ala

Ser

Leu
185

Cys Val
Pro Leu

Gly Gly

70
Lew Val

Pro Arg
Ala Ala

His Pro
135
Gly Gly
150
Gly Pro

25

Gly
val

Giu
40

Cys
Thr

Leu

Rla
120
Thr
Ala

ser

101

Pro
Pro
25

Asn
Gly
Gly
Met
Pro

105
Pro

Arg
Ala

Ala

Ser
10

Lys
Met
Pro
Glu
Leu
20

Gly
Arg
Ala

Pro

Arg
170

Len
Gly
Val

Ero

Trp
75

Leu
His
Arg
Arg
Gly

158
Gly

Gln

Gly

Arg
60

Ala
Arg
Asp
Gly
Arg
140

Fro

Leu
Ala

Arg
45

Val
Ala
Ser
Asp
Ala
125
Cys
Gly

Gly

Arg Gly
15

Ala Ala

30

Phe Lesu

Arg Vval
Pro Gly
Gln Arg
95

Gly Gln
110

Gln Leu
Pro Gly

Ala Ala

Gin
Ala
val
Phe
Ala

BOD
Leu

Arg
Arg

Gly
160
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<210> 84

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 84
atgcgagtga gcaaaccaat t 21

<210> 85

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 85
acacaagatt cgagagctca cctcatcca 29

<210> 86

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 86
ggctacatgg tggcaagga 19

<210> 87

<211> 23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 87
tggaaataac aatcgagcca aag 23

<210> 88

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador PCR

<400> 88
tgctagtcca cgatacatct ttacaatgct cagce 34

<210> 89

<211> 3769

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 89

102



aaaactgcag
teggeactaa
cctggaggte

ggagtttcag
tectgagaga
tteecaceace
aacatbcgte
agacctgeet
‘tegoatcagt
ttetetgtge
acagccaaac
aaataaakeca
tectegaggg
agcetcaagcet
caagettage
atatgagaca
gctggtektt
cagagatgag
gaaagtgkbtt
cectactata
cgttccaaag
tggtgaccea
agetgtctac
agatgaagaa
tgtgtgctgt
agetatggaa
ceggacgtee
attgaaacag
ccttgtggat
gcattcaaga
tcttcoteottt
ggagcaatat
gattacagtg
ctgetgtgat
aatcatccgt
ggtagatgag

gatcaatggc
gggcttetet
agaagaagaq
aatcgaatca
agttatteat
ganaggcetee
taactacttyg
cacagcacct
aagtgatget
acatkcateca
tccecagtgaa
grtgtaagaaa
tttcaattgc
tattggattet
ttEcoctttt
ctatgagaay
caaggttaat
ttaaaattac
tgttttcaaa
aattttatgg
tagctatgat
gatggcattc
agctaaggceo
agctttecag
attaatatag
ggaatcaact
tttaaaaata

ES 2 381 644 T3

cgectggaaa
gcaaatatgg
cgcgacgagy

agcagegatg
aacacattgg
attcaagagg
aaagaccgta
accagacaca
gggcaggtog
ttggactgtc
atctgecogaa
agatttgttg
agtatceccce
ggtgacaagt
acaccaggag
gaaggcatte
cttgectget
gaacagacag
gagatgagtc
catggcaatg
acaacaggag
agtacagcta
accagtggta
tctcatgagt
attgatgaat
cagcagacca
attttageag
aatataaatt
gaatgtaatg
attgaggaat
gcaagacagt
aaacatctce
cgacagcttyg
gaggtccaac
gtggaaacac

ggrgetggty

tacaatgaag
gagtactgee
gacgaqgtcag
gagatagact
cgacteacac
acagaggoaa
ctcgaagatt
cgtggoetay
toccaggatbtt
caggtttcat
gttggaacca
aggcocoatta
cagctactge
ctttctactyg
tgcttaacct
gagtcattay
tccagttgtt
tctttagtaa
ttgctitttt
teteccagga
cagtatgttc
attaaatcac
cacgtgggac
tgeaatgtga
gttasaacaa
tgtatgaaac
datggcaaac

aaagegactt
acckcgeage
tagecgagaa

gagaaattaa
ttatgagttt
agttetatag
aagagatcce
agattegaga
tgeggactea
agacagtgat
atccagtitg
attttcaaaa
gcagtttaga
gtgactttac
cacqtgcaga
gaggackocg
gtgttgogec
ctgagageat
aagataaasa
atgeaagtaaa
aagggaccte
agagccaatt
aagcgtccag
ttgtcattga
ttgataagat
tatecatcac
gagcaaacec
tgtcagctec
aggttacaga
caattgatcg
ttasacccaa
gecagagaga
agagcatgat
ctaaacatgt
ctgatgtcaa
gcatcaatgy

acatazatca
gaatctetaa
cattaaagag
ctgaagaaga
actatgatca
gtgagagcta
gagatagtga
agcetggetg
gttttcagaa
accaacacag
aataatgtgt
cttttaaggt
tkttatteat
tacecctgatt
ggagtgaaga
agaactcata
(AR At
tttattttac
agyggaaata
aaagttatta
atgaggtgga
asagtatbgtt
agtctaatac
atttgageag
tgatttaaat
cttgteaaaa
attanaaaca

gtggeagteg
ggcageggag
gtgccagaaa

atacttgcaa
tgtggacctyg
agtttacect
tcttgccaay
gcteacetea
cceagktkeac
cagggatgta
tgccaacagg
ggttcgtatt
agtaatttta
agggacactyg
aactaattee
ggcectiggt
daccaacceca
taagaaccaa
tctaktaccac
acggggtgte
tettegaggy
tctecaageac
tgctgetgae
ggetggaget
ggacgtgegg
taaagcadgga
aatecagtgga
catcatgtece
ttatgecatt
tgtctattce
gatttccaaa
tggttctgga
tegtetetet
gaaggaagct
tctagatcaa
tcatgetgac

agagtctgct
cettattgtg
gagegageott
acttataaat
tgttctaatt
ktgaagaagat
aagtaactga
gagctctget
acaagaattg
gcttcagoac
agktctctata
atgtgctate
caaaataaaa
attacttoea
ggkagaactg
tgaaagctag
tttaagttta
ttetgtgtec
gaktcattbge
cegtttatga
gcagkttectg
aaaggtcaca
ccatgagtac
ccagaaatcet
atgtttctee
tgtactecac
aaaiaasasa

103

agegtggegce
ccgggegeeg
ctgttectay

ttagcagagg
gaacaattta
tacctgtgte
gatttttatg
tccagaattg
ccagagcettg
gaacagcagt
aggagattct
caagagacco
agggctgaag
attgttgtge
cgtgteagty
gttagggace
agatttgggg
atgactgtga
aatctttgta
ctgctgatge
gacataaatg
gtggaggagt
ttaacagcag
ttgatgttgg
gatcaagttg
gtgaaggcta
cactatgaca
cgattegate
geoaggegea
ctcgatgata
gagtcagagy
gtgaccaagt
gaagctatgg
ttceggttac
gaggaagaga
agceetgete

cccaaagect
ctitcacctea
gttaactqgt
aaaaasagan
gagctcacce
ceoctacttgg
ccagagcetga
agggacagaa
agttgatggt
ttectttggt
accaatacct
ctattgagea

taacttgtte.

totacttoty
tggtattatg
aggccttaga
tanaagttta
taagggtaat
tatattacaa
tactaacagt
tgttgeoaget
aaagcaaaat
tcaacttgec
attagtagaa
caataattat
aagtatgtac
aaaaaaaaa

aggegaatce
geagocagea
acttcttgga

aactgatteg
accagcaact
gggecttgaa
ttgeattoca
gtttgctcac
tgageggaac
tcaaatacac
tactggatac
aagctgaget
ctgtggaatc
ctgacgtcte
gtgttgatgg
Ettcttatag
ggaaagagct
aagaatggga
ccageckgtt
tctttggtgg
tttgcattgt
tcagceccayg
ctgtrgtgag
ctgaktaatgg
ctattcataga
ctctgaacgc
gatcaaaate
kcttotttat
tagtagattt
tcagaagata
acttcattgt
cttcatggag
cteggatgea
tgaatazatc
tccagatgga
ctgtgaacgg

ccttaagget
gaaaggtaga
acttgaagqga
tcatagagaa
aggctggatt
tagttaacec
ggaactgtgg
gtgtitetgg
cctatgtgte
gtgtttcctg
ttgtttteat
aataactttt
tgaagttgte
aatgtgagac
gatgaggkttt
gatgactttc
ttatactttt
ttcteocaggat
gcaatcccca
tcctgagact
tttaacaaca
aactgtetga
ttgatgtcty
agcaagacay
ctetttococt
aattaagtat

€0
12¢
180

2490
300
360
420
480
540
€00
660
720
T80
B40
200
9280
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1580
2040
2100
2160

2220
2280
2340
2400
24840
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3769



<210> 90

<211> 821

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 90

ES 2 381 644 T3

104



Met
Glu
Phe
Leu
Phe
65

Glu

Phe

Ser

His
145

Cys
Pro
beu
Gln
Glu
225
Lys
Leu
val
val
Pro
305
Thr
val
Ser
Leu
Ser
385
Ala
Val
val
Lau
Met

465
Thr

Asp
val
Len
Ala
50

Val
Glu
val
Phe
13¢
Pro
Gln
Agn
Asp
Glu
210
val
Cys
Ser
Asp
290
Thr
Ala
Phe
Leu
Leu
370
Leu
Lys
Tyr
val
Met
450
Asp
Ile

Ser

Leu
Arg
Glu
3s

Glu
Asp
Phe
Lys
Gln
115
Ile
Val
Thr
Ile
Thy
195
Thr
Ile
AESp
Thr
Gly
275
Asp
Asn
Glu
Glu
Phe

355
Met

Ber

Thr

Arg
438
Leu
Val
Ser

Iie

Ala
Asp
20

Glu
Glu
Leu
Tyr
Asp
100
Asp
Gly
Hisg
val

Cys
180
Asn
Gln
Leu
Fhe

Pro
260

Tyr
Leu
Pro
Ser
Met
340
Pro
Leu
Gly
Gln
Ser
420
Asp

Ala

Ile

500

ES 2 381 644 T3

Ala
Glu
Phe
Leu
Glu
as

Arg
Leu
Leu
Pro
Ile
165
Arg
Liye

Ala

Thr
245
Gly
Glu
Ser
Arg
Ile
325
Ser
Thx
Phe
Asp
Phe
405
Gly
Glu
Asp
ABp
Thr

485
Ala

Ala
val
Gln
Ile
Gln
70

Val
Lys
Pro
Leu
Glu
150
Asn
Ser
Giu
ala
230
Gly
Ala
Thr
Tyr

Phe
310
Lys
Gln
Ile
Gly
Ile
390
Leu
Lys
Glu
Asn
Gln
470
Lys

Ala

Ala
Ala
Ser

55
Phe

Glu
Thr
Thyr
135
Leu
hAgp
Pro
Arg
Leu
215
Glu
Thx
Arg
Glu

Arg
295
Gly
Asn
Asp
His
Gly
375
Asn
Lys
Ala
Ser
Gly
455
val
Ala

Ala

Glu
Glu
Ser
40

PTro
Asn

Pro

Ile

iz20

Val
val
val
Phe
200
Pro
Ala
Leu
Ala
Gly
280
Leu
Gly
Gln
Lys
Gly
360
Val
Val
Hig
Ser
His
440
val
Ala
Gly

Asn

105

Pro
Lys
25

Asp
Glu
Gln
Tyxr
Pro
105
His
Ile
Ser

Glu

Cys
185
val

Val
Ile
Glu
265
Ile
val
Lys
Met
Asn
345
Asn
Pro
Cys
Val
Ser

425
Glu

Cys
Ile
Val

Pro
505

Gly
10
Cys

Gly

Gln
Leu
S0

Lau
Lys
Ser
Gly
Gln
170
Ala
Asp
Gly
Glu
Val

250
Thr

Phe
alu
Thr
330
Leu
Asp
Lys
Ile
Glu
410
Ala
Phe
Cys
Hig
Lys

490
Ile

Rla
Gln
Glu
Asn

Leun
s

Cys
Ala
Ile
Gly
Thr
155
Gln
Asn
Bhe
Ser
Ser
235
Val
Asn
Gly
Leu
Leu

315
Val

Tyr
Glu

Val
395
Glu
Ala
val
Ile
Glu
475
Ala

Ser

Gly
Lys
Ile
Thr

60
Ser

Lys

Gln
140
Phe

Fhe

Gln
Ile
220
ala
Pro
Ser
Leu
Ala
300
Lys
His
Val
Thx
380
Gly
Phe
Gly
Ile
Asp
460
Ala

Thr

Gly

Ser
Leu
Lys
45

Liau
Thr
Ala
Asp
Glu

125
Val

Lys

Lys
208
Pro
Gln

Asp

285
Cys

Asp
Glu
Asn
Lys
365
Gly
Asp
Ser
Leu
Glu
445
Glu
Mat

Leu

His

Gln

Phe
30

Tyr
Val
Thr
Leu
Phe
110
Leu
val
Cys
Tyr

190
Val

Arg

Val
Val

270
Ala

Glu

Leu
350

Arg
Glu
Pro
Pro
Thr
430
Ala
Fhe
Glu

Asn

Tyr
510

His
15

Leu
Leu
Val
Ile
Lys
95

Tyr
Thr

Leu
Thr

175
Phe

Ber
Gly
Ser
285
Ser
Leu
Val

Glu

Glu
335

Cys
Gly
Gly
Ser
415
Ala
Gly
Asp
Gin
Ala

495
Asp

Leu
Asp
Gln
Ser
Gln
80

Thr
val

Ser

hep
180
Gln
Leu
Ile
Leu
Asp
240
Lys
Gly
Gly
Ala
Gln
320
Lys
Thx
Val
Thr
Thr
400
Ala
Ala
Ala
Lys

Gln
480

Arg



Ser

Asp
545
Glu
Ley
Phe
Val
Ile
625
Gln
Iile
3ln

Ser

Gln
705

Cys
Glu
Leu
Lys
His
785
Gly

Tyr

Lys

Phe
530
Tyr

Ser
Phe
Ile
Thr
610
Arg
Pro
Axg
M=t
Pro
630
Glu
Arg
Glu
Lys
Lysa
770
Val

Ser

Leu

Ser
g15
Asp
Ala
Ile
Ala
val
595
Lys
Leu
Lys
Val
Glu
675
Ala
Ser
Ile
Asp
Glu
785
Arg
Len

Glu

Len
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Leu Lys Glu Asn

Leu Phe Phe Ile

Ile Ala Arg

Asp
Arg
580
Glu
Ser
Ser
His
Glu
660
Val
Pro
Ala
Ser
Glu
740
Ile
Ile
Ile

Ser

Glu
820

Arg
565

Gln
Gln
Ser
Glu
Val
645
Thr
Agp
Val
Pro
Asn
725
Ser
Glu

Ile

Glu

Tyr
805
hsp

550
Val

Phe
Tyr

Trp

aAla
630
Lys
Pro
Glu
Asn
Lys
710
Leu
Ala
Ser
Glu
Leu

790
Glu

535
Arg

Tyr
Lys
Lys

Arg
615

Mek
Glu
Asp
Gly
Gly
6585
Ala
Il=
Leu
Glu
Lys
775
Thr

Giu

Ile
520
Ile
Ser
Pro
His
600
Tle
Ala
Ala
Val
Ala
[t 41
Ile
Ser
val
Lye
Ile
760
Val
Gln

Asp

106

Asn
val
val
Leu
Lys
585
Leu
Thx
Arg
Phe
Asn
665
Gly
Asn
Leu
Leu
745
Asp
Ile

Ala

Pro

Leu
Asp
Asp
Asp

570
Ile

Arg
Val
Mekt
Arg
€50
Leu
Gly
Gly
Arg
His
730
Ser
Ser
His
Gly

Tyr
a10

Ser
Glu
Leu
555
Asp

Ser

Gln

His
635
Leu

Asp

Ile

Leu
715
Leu

Glu

Glu

Leu
795
bLeu

Ala
Cys
549
His
Ile

Lys

Gln
620

Cys
Leu
Gln
Asn
Asn

700
Gly

Leu
Glu
Leu
780
Lys

val

Bro
525
Asn

Ser

Glu
Asp

605
Leu

Cys
Asn
Glu
Gly
685
Glu
Phe
Lys
val
Glu
765
Thy
Gly

Val

Ile
Glu
Arg
Arg
8er
590
Gly
Glu
Asp
Lyg
Glu
€70
His
Asp
Ser
Val
Asn
750
Leu
Hie

Ser

Asn

Met
val
Ile

Tyr
575
Glu
Ser
Ser
Glu
Ser
655
Glu
Ala
Ile
Giu

Giu
735

Trp
Ile
Tyt
Thr

Pro
815

Ser

Glu
560
Leu
Asp
Gly
Met
Val
640
Ile
Ile
Asp

Asn

Tyr
720
Glu

Tyr
Asn
Rsp
Glu

800
Asn
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REIVINDICACIONES

1. Un método para diagnosticar enfermedades de cuello uterino de alto grado en una paciente, comprendiendo dicho
método:

a) poner en contacto una muestra corporal de dicha paciente al menos con tres anticuerpos, en el que un primer
y segundo anticuerpo se unen especificamente a la proteina 2 de mantenimiento de minicromosomas MCM2 y
un tercer anticuerpo que se une especificamente a la toposiomerasa |l alfa, Topo2A; vy,

b) detectar la unién de los anticuerpos a MCM2 y a Topo2A.

2. El método de la reivindicacion 1, en el que los al menos tres anticuerpos son anticuerpos monoclonales.
3. El método de la reivindicacion 1, en el que el método comprende realizar inmunocitoquimica.

4. El método de la reivindicacion 1, 2 6 3 en el que el método se realiza manualmente; o en el que el método se
realiza de manera automatizada.

5. El método de la reivindicacion 1, en el que la muestra comprende células de cuello uterino; preferentemente una
monocapa de células de cuello uterino.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la muestra comprende células de cuello uterino en suspension en una
preparacion basada en liquido o una muestra tisular de cuello uterino.

7. El método de la reivindicacion 1, en el que la sensibilidad de dicho método, para diagnosticar una enfermedad de
cuello uterino de alto grado, es de al menos el 90%; o en el que la especificidad de dicho método, para diagnosticar
una enfermedad de cuello uterino de alto grado, es de al menos el 85%.

8. El método de la reivindicacion 1, que adicionalmente comprende efectuar tincion de Papanicolaou (Pap) de la
muestra.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que dichos al menos tres anticuerpos se ponen en contacto con dicha
muestra secuencialmente, como reactivos de anticuerpos individuales; o en el que dichos anticuerpos se ponen en
contacto con dicha muestra simultdaneamente, como un coctel de anticuerpos.

10. El método de la reivindicacion 1, en el que el método se realiza en respuesta a una paciente que tiene un
resultado andmalo en un ensayo de frotis Pap, o en el que el método se realiza como una exploracién primaria para
detectar una enfermedad de cuello uterino de alto grado en una poblacién general de pacientes.

11. Un kit que comprende al menos tres anticuerpos, en el que un primer y un segundo anticuerpo, incluidos en el
kit, se unen especificamente a MCM2 y en el que un tercer anticuerpo se une especificamente a Topo2A.

12. El kit de la reivindicacion 11, en el que los al menos tres anticuerpos son anticuerpos monoclonales.

13. El kit de la reivindicacion 11, en el que dicho kit comprende adicionalmente un reactivo bloqueador de
peroxidasa, un reactivo bloqueador de proteina, productos quimicos para la deteccion de la unién de anticuerpos a
dichas proteinas biomarcadoras, un colorante de contraste, un agente colorante azul e instrucciones para su uso.

14. El kit de la reivindicacion 13, en el que para la deteccién de la unién de anticuerpos, dichos productos quimicos
comprendeN un cromoégeno y un anticuerpo secundario conjugado con un polimero marcado, en el que el
cromogeno comprende 3’,3’-diaminobencidina y en el que el polimero marcado comprende peroxidasa de rabano
picante conjugada con un polimero de dextrano; dicho colorante de contraste comprende hematoxilina; o en el que
dicho agente colorante azul comprende una solucién que comprende solucion salina tamponada con Tris, pH 7,4,
Tween-20 y azida sddica.

15. El kit de la reivindicacion 11 6 13 que comprende adicionalmente una muestra de control positivo; en la que
preferentemente dicha muestra de control positivo comprende células SiHa.

16. El kit de la reivindicacion 11 6 13 que adicionalmente comprende reactivos para tincién Pap; en el que
preferentemente los reactivos para tincion Pap comprenden EA50 y Orange G.

17. El kit de la reivindicacién 11 6 13, en el que dichos al menos tres anticuerpos se proporcionan como reactivos
individuales; o en el que dichos al menos tres anticuerpos se proporcionan como un céctel.

18. Un método para usar el kit de la reivindicacion 11 6 13 para diagnosticar enfermedades de cuello uterino de alto

grado en una muestra procedente de una paciente, que comprende poner en contacto dicha muestra con dichos al
menos tres anticuerpos.
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