ES 2407975713

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacién: 2 407 975
Gint. cl.;

GO1N 33/68 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  09.05.2007 E 07719741 (6)
Fecha y numero de publicacion de la concesion europea: 27.02.2013  EP 2021792

Tl'tulo: Marcadores proteinicos de la artritis disueltos

Prioridad: @ Titular/es:
09.05.2006 US 798712 P THE UNIVERSITY OF BRITISH COLUMBIA
(100.0%)

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la NO 103 - 6190 AGRONOMY ROAD VANCOUVER
- . . BRITISH COLUMBIA V6T 123, CA
traduccion de la patente:

17.06.2013 (™ Inventor/es:

GHAHARY, AZIZ;

MAKSYMOWYCH, WOLODYMYR WALTER
PETERYy

KILANI, RUHANGIZ TAGHI

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2407975 T3

DESCRIPCION
Marcadores proteinicos de la artritis disueltos
Campo de la invencion

La invencion se refiere a ensayos para la proteina 14-3-3 eta que es un biomarcador diagndstico de la artritis cuando
se encuentra en el suero o el liquido sinovial. El alcance de la proteccién es definido por las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Artritis o artralgia se refieren en general a trastornos inflamatorios de las articulaciones del cuerpo y generalmente se
acompafa de dolor, inflamacion y rigidez. La artritis puede ser el resultado de cualquiera de varias causas, por
ejemplo infeccion, traumatismo, trastornos degenerativos, trastornos metabdlicos o alteraciones u otras etiologias
desconocidas. La artritis se puede describir mas especificamente como, por ejemplo, artritis reumatoide, artrosis,
artritis bacteriana o infecciosa. La artritis puede ademas acompafiar otros trastornos identificados, como gota,
espondilitis anquilosante, enfermedad inflamatoria intestinal o psoriasis.

En las articulaciones normales, una pequefia cantidad de liquido sinovial (SF) lubrica el cartilago y la membrana
sinovial y actda como un reservorio de solutos y unas pocas células mononucleares y sinoviales en reposo (3).
Durante la inflamacion cronica, aumenta el volumen de SF y la concentracion de células inmunitarias y proteinas
solubles (4).

Para algunas formas de artritis, como la artritis reumatoide (RA), la causa especifica puede ser desconocida. La RA
es considerada como un "modelo del umbral multifactorial”, en el cual deben actuar muchas influencias genéticas y
ambientales sobre la misma persona para que la enfermedad se manifieste (1). Como carecen de un objetivo
especifico, las terapias actuales apuntan principalmente a la supresion de la respuesta inflamatoria (2). Una
caracteristica distintiva de la artritis reumatoide es la hiperplasia sinovial, caracterizada por la proliferaciéon de
sinoviocitos tipo fibroblastos (FLS) y la infiltracién de células inflamatorias en la subintima, o capa externa de la
membrana sinovial (5). Los FLS, que constituyen alrededor de dos tercios de la poblacién de la membrana sinovial,
tienen un sistema secretor bien definido (5) y segregan grandes cantidades de metaloproteinasas de matriz (MMP)
destructivas en RA (6), especificamente MMP-1, 3, 8, 9, 10, 11 y 13 (7-11). Numerosos investigadores han
demostrado que MMP-1 y MMP-3 juegan papeles importantes en la RA (12) y que la colagenasa (MMP-1) es la mas
abundante (6). MMP-1 y MMP-3 son biomarcadores que han demostrado ser valiosos para predecir dafios
estructurales en la RA. La expresion local de las MMP en la artritis, particularmente de MMP-1, es especialmente
prominente en el pannus articular adyacente al sitio de destruccion del cartilago y el hueso (13). Las colagenasas,
particularmente MMP-1, escinden las moléculas de colageno nativo a pH neutro, tornando al colageno susceptible
de degradacién enzimatica adicional (14).

Los factores conocidos que activan los FLS para producir MMP-1 incluyen citocinas proinflamatorias como la
interleucina 1 (IL-1) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-alfa), y ambos estan implicados en la RA (15). IL-1 alfa
y TNF-alfa son capaces de estimular la produccion de otras MMP y estromelisinas en los fibroblastos sinoviales y los
condrocitos in vitro (16). Las interacciones de los FLS con TNF-alfa o IL-1 alfa de los linfocitos T activados inducen la
expresion de MMP-1 (17). Los linfocitos T también pueden activar los FLS para producir una gran variedad de
mediadores inflamatorios (18). Este bucle de retroalimentacion ciclico entre los FLS y los linfocitos T y sus
respectivas citocinas conducen a la activacion y proliferacion de los linfocitos T y favorece la inflamacion persistente
observada en la RA (19-21). Se ha sugerido que los anticuerpos terapéuticos anti-TNF-alfa neutralizan el TNF-alfa y
bloquean la activacion de los linfocitos T que conduce a este estado persistente (22).

Las proteinas 14-3-3 son una familia de proteinas diméricas implicadas en una serie de funciones (23-24). Existen
siete isoformas mamiferas de 14-3-3: beta (), gamma (y), épsilon (g), eta (n), sigma (o), tau (1) y dseda (). Desde el
descubrimiento de la primera proteina 14-3-3 en 1967 (26), los integrantes de la familia de proteinas 14-3-3 han sido
repetidamente redescubiertos basandose en sus nuevas actividades bioldgicas, principalmente en vias de
transduccion de sefales. Se han identificado como activadores de las triptofano y tirosina hidroxilasas (27-28) y
como inhibidores de la PKC (29). Estudios posteriores identificaron las proteinas 14-3-3 como moléculas que
interactuan con las PKC, integrantes de la familia Raf y ahora mas de otras 200 proteinas intracelulares con
importantes funciones bioldgicas (30-31) que incluyen la respuesta al dafio del ADN vy la regulacion del ciclo celular
(32-34). Jamal et al (1998) da a conocer 14-3-3 dseda como biomarcadores de la artritis.

Resumen de la invencién
La invencién se basa en parte en el sorprendente descubrimiento de que isoformas particulares de la proteina 14-3-

3, 14-3-3 eta, estan presentes en mayores niveles en el suero y el liquido sinovial de los pacientes con artritis en
comparacién con los pacientes normales.
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De acuerdo con un aspecto de la invencion, se proporciona un método para predecir la respuesta de un sujeto a un
régimen terapéutico, donde el sujeto tiene, o se sospecha que tiene artritis, en el que el método comprende
determinar la presencia, la ausencia, la cantidad o los niveles relativos de una proteina 14-3-3 eta en una muestra,
donde la presencia, la ausencia, la cantidad o el nivel relativo de la isoforma es indicativo de sensibilidad de la artritis
del sujeto al régimen terapéutico.

Segun otro aspecto de la invencidn, se proporciona un juego para detectar una proteina 14-3-3 eta en una muestra
de un paciente, como una muestra de suero o liquido sinovial de un paciente que tiene, o corre riesgo de tener, una
artritis. El juego contiene al menos un anticuerpo especifico para detectar la isoforma de la proteina 14-3-3. El juego
puede contener ademas al menos un anticuerpo especifico para detectar por lo menos una metaloproteinasa de
matriz.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para seleccionar un grupo de sujetos para determinar la eficacia de
un régimen terapéutico que se sabe o se sospecha que es Util para el tratamiento de la artritis, el método comprende
detectar la presencia, la ausencia, la cantidad o los niveles relativos de una proteina 14-3-3 eta 0 gamma en una
muestra de suero o de liquido sinovial de un paciente, donde dicha presencia, ausencia, cantidad o dicho nivel
relativo de una o mas de estas isoformas de la proteina 14-3-3 en ese liquido, indica sensibilidad de la artritis del
sujeto al régimen terapéutico.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para tratar la artritis en un sujeto mamifero que lo necesita, donde el
método comprende administrar al sujeto un régimen terapéutico, en el que la presencia, la ausencia, la cantidad o el
nivel relativo de una isoforma eta o gamma de una proteina 14-3-3 en el suero o el liquido sinovial de ese sujeto
indica sensibilidad al régimen terapéutico.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para tratar la artritis en un sujeto mamifero que lo necesita, donde el
método comprende: seleccionar un sujeto que tenga presencia, ausencia, una cantidad o un nivel relativo de
proteina 14-3-3 eta en el suero o el liquido sinovial sea indicativo de sensibilidad a un régimen terapéutico; y
administrar al sujeto el régimen terapéutico.

Segun otro aspecto, se proporciona un método para identificar un sujeto mamifero con mayor sensibilidad a un
régimen terapéutico para el tratamiento de la artritis, que comprende el paso de detectar selectivamente una
poblacion de sujetos para determinar la presencia, la ausencia, la cantidad o el nivel relativo de proteina eta 14-3-3
en el suero o el liquido sinovial e identificar sujetos sensibles al régimen terapéutico, basandose al menos en parte
en la presencia, la ausencia, la cantidad o el nivel relativo de la proteina en el liquido.

En ejemplos escogidos, la divulgacion puede incluir ensayos para otros marcadores de la artritis en los sueros o
liquidos sinoviales de sujetos, junto con ensayos para determinar la presencia, la ausencia, la cantidad o el nivel
relativo de proteinas 14-3-3 eta o gamma. Por ejemplo, los ensayos pueden implicar ademas determinar la
presencia, la ausencia, la cantidad o los niveles relativos de una o mas metaloproteinasas de matriz, como MMP-1 o
MMP-3, en las muestras de suero o liquido sinovial.

Breve descripcion de las figuras
Figura 1

Deteccion de diferentes isoformas de 14-3-3 en el liquido sinovial (SF) y el suero (PS) de pacientes artriticos por
inmunotransferencia tipo western. Se uso lisado de queratinocitos (K) como control positivo.

Figura 2.

Deteccion de 14-3-3 n en el liquido sinovial de 17 pacientes artriticos. Se extrajeron muestras de liquido sinovial (2
pl/linea) de 17 pacientes con RA que tenian sinovitis activa y se analizaron por inmunotransferencia tipo western,
usando un anticuerpo especifico de la isoforma para la isoforma 14-3-3 n. Se uso6 lisado de queratinocitos (K) como
control positivo. Los niveles de 14-3-3 n varian en la poblacién de pacientes estudiada, pero se detecta
confiablemente en todas las muestras de liquido sinovial.

Figura 3

Expresion de 14-3-3 n, MMP-1 y MMP-3 en el suero y liquido sinovial de pacientes. Se examinaron muestras
emparejadas de liquido sinovial y suero de 12 pacientes por inmunotransferencia tipo western. Se usé lisado de
queratinocitos (K) como control positivo. SF: liquido sinovial; PS: suero del paciente; MMP-1: metaloproteinasa de
matriz 1; MMP-3: metaloproteinasa de matriz 3.
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Figura 4

Deteccion y comparacion de los niveles de 14-3-3 n y y en muestras emparejadas de suero y liquido sinovial de 9
pacientes. El liquido sinovial o el suero (2 pl/linea) de los pacientes se analizé por inmunotrasnferencia tipo western
usando anticuerpo anti-14-3-3 n o y. Se us6 lisado de queratinocitos (K) como control positivo. SF: liquido sinovial;
PS: suero del paciente.

Figura 5

Los niveles de 14-3-3 n en muestras emparejadas de suero y liquido sinovial de pacientes se cuantificaron por
densitometria y se representan en el panel inferior. Las barras solidas muestran el nivel de 14-3-3 n en suero
normalizado a una muestra de liquido sinovial del mismo paciente (barras abiertas).

Figura 6

Deteccion de 14-3-3 n, y, MMP-1 y MMP-3 en diferentes volimenes de sueros normales y de pacientes.

A) Se prepararon muestras combinadas de 12 sueros normales o de pacientes y se analizé un rango de volimenes
(0.1-2.0 plllinea) por inmunotransferencia tipo western, usando anticuerpos especificos para 14-3-3 n, y, MMP-1 o
MMP-3. Se incluyeron 2 ul de liquidos sinoviales (SF) combinados de pacientes afectados como control positivo. B)
Se analizé la isoforma 14-3-3 n recombinante (0.01-2.0 ug/linea) mediante inmunotransferencia tipo western en
paralelo con 2 yl de suero normal (NS) o del paciente (PS).

Figura 7
llustra la deteccion de 14-3-3 n antes y después del tratamiento anti-TNF:

Niveles de proteina 14-3-3 eta en 4 ml de muestras de suero de pacientes con RA antes (U) y después del
tratamiento anti-TNF-a (T). N = control negativo, que es 4 ml de una muestra de mezcla de sueros preparada a partir
de 12 muestras de suero de 12 individuos sanos. P = control positivo que es 4 mg de proteina total de lisado de
queratinocitos.

Descripcion detallada

Un "indice de la actividad de la enfermedad" (DAS, Disease Activity Score) se refiere a una medida de la actividad o
el estado de la artritis reumatoide en un paciente. DAS es uno de varios estandares o indices que se utilizan en la
practica clinica. Un calculo de un DAS puede incluir los parametros siguientes: nimero de articulaciones dolorosas
al tacto (TEN), numero de articulaciones tumefactas (SW), velocidad de eritrosedimentacion (ESR) y evaluacion del
paciente de la actividad de la enfermedad (VAS). Alternativamente, un DAS puede incluir la evaluaciéon del marcador
proteina C reactiva (CRP) (Skogh T et al 2003. Ann Rheum Dis 62:681-682).

Un paciente o sujeto experimental, segun se usa en este documento, incluye un paciente humano sometido, o a
punto de someterse, a un tratamiento para la artritis. Un sujeto experimental incluye mamiferos no humanos
sometidos a, o a punto de ser sometidos, a un tratamiento para la artritis. En el caso de un sujeto experimental, la
artritis puede ser inducida o implantada deliberadamente, o se puede presentar espontaneamente. El paciente o
sujeto experimental puede haber sido diagnosticado previamente utilizando, por ejemplo, los métodos descritos en
este documento u otros métodos diagndsticos conocidos en el area, o puede haber sido seleccionado como parte de
la poblacion general (un paciente de “control” o un sujeto experimental de “control”). Los pacientes y sujetos
experimentales, ya sean de control o no, pueden ser mencionados en general como sujetos. Los pacientes se
pueden seleccionar o diferenciar en funcion de la gravedad de la enfermedad, el género, la edad o la idoneidad para
un tratamiento o método de analisis particular.

Segun se usa en este documento, una “isoforma” se refiere a cualquiera de las dos o mas proteinas funcionalmente
similares que tienen una secuencia de aminoacidos similar pero no idéntica y que estan codificadas por genes
diferentes o por transcritos de ARN del mismo gen a los que se les eliminaron diferentes exones.

Un técnico con experiencia comprendera que las designaciones numéricas de las posiciones de los nucleétidos o
aminoacidos dentro de una secuencia son en relacion con la secuencia especifica. Asimismo, a las mismas
posiciones se les pueden asignar diversas designaciones numéricas dependiendo de la forma en que la secuencia
se numera y de la secuencia elegida. Ademas, variaciones en la secuencia como inserciones o deleciones, pueden
cambiar la posicion relativa y posteriormente las designaciones numéricas, de nucledtidos o aminoacidos
particulares, en o alrededor de un sitio en particular.

Los términos “péptido”, “polipéptido” y “proteina” se pueden usar indistintamente y se refieren a un compuesto
conformado por al menos dos residuos de aminoacidos unidos covalentemente por enlaces peptidicos o enlaces
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peptidicos modificados, por ejemplo isésteros de péptidos (enlaces peptidicos modificados) que pueden
proporcionar al péptido propiedades adicionales deseadas, como mayor vida media. Un péptido puede contener al
menos dos aminoacidos. Los aminoacidos que constituyen un péptido o una proteina como los descritos en este
documento también pueden ser modificados por procesos naturales, como el procesamiento postraduccional, o por
técnicas de modificacion quimica que son bien conocidas en el area. Las modificaciones se pueden producir en
cualquier lugar en un péptido, como en el esqueleto peptidico, las cadenas laterales de los aminoacidos y los
extremos amino o carboxi terminales. Se entiende que el mismo tipo de modificacién puede estar presente en los
mismos o distintos grados en varios sitios en un péptido determinado.

La nomenclatura utilizada para describir los compuestos peptidicos sigue la practica convencional en la que se
presenta el grupo amino a la izquierda y el grupo carboxi a la derecha de cada residuo de aminoacido. En las
secuencias, los grupos amino y carboxi terminales, aunque no se muestra especificamente, se entendera que estan
en la forma que asumirian a valores de pH fisioldgico, a menos que se especifique lo contrario. En las férmulas
estructurales del aminoacido, cada residuo puede estar representado generalmente por una designacion de una sola
letra o de tres letras, correspondientes al nombre trivial del aminoacido.

El término "anticuerpo" segun se usa en este documento incluye anticuerpos policlonales y monoclonales,
quiméricos, de cadena Unica, o anticuerpos humanizados, asi como fragmentos Fab o F(ab)z, que incluyen los
productos de una genoteca de expresion de Fab u otra inmunoglobulina. Los métodos para preparar dichos
anticuerpos o fragmentos son conocidos en el area y se pueden encontrar, por ejemplo, en HARLOW, E y LANE D.
Antibodies: A Laboratory Manual. 1988. Cold Spring Harbor Laboratory Press. La seleccion o identificacion de
péptidos especificos para utilizar como epitopos para la produccién de anticuerpos que diferencian entre proteinas o
isoformas de las proteinas, se puede llevar a cabo usando comparaciones de secuencias; un técnico con
experiencia en el area sera capaz de identificar secuencias de péptidos o proteinas adecuadas que pueden ser
utiles para la produccién de anticuerpos con la selectividad deseada. Ejemplos de secuencias que pueden ser Utiles
para un técnico con experiencia pueden incluir las SEC. IDN°: 1a 7.

Segun se usan en este documento, "artritis" o "artralgia" se refieren a un trastorno inflamatorio de las articulaciones
del cuerpo. Dolor, hinchazén, rigidez y dificultad de movimientos se asocian con frecuencia a enfermedades
artriticas. La artritis puede ser el resultado de cualquiera de varias causas, por ejemplo infeccion, traumatismo,
trastornos degenerativos, trastornos metabdlicos o alteraciones u otras etiologias desconocidas. La artritis se puede
describir mas especificamente como, por ejemplo, artritis reumatoide, artrosis, artritis bacteriana o infecciosa. La
artritis puede ademas acompafar otros trastornos identificados, como gota, espondilitis anquilosante, enfermedad
inflamatoria intestinal o psoriasis. Las proteinas 14-3-3, particularmente las isoformas eta y gamma, se pueden
detectar facilmente en el liquido sinovial o el suero de pacientes afectados por artritis, por ejemplo artritis
reumatoide. En un ejemplo, la deteccion de estas proteinas de transduccion de sefial en el sitio de la inflamacion
puede tener aplicacion en el diagndstico precoz o mas simplificado de la artritis, o la diferenciacion entre los distintos
tipos de artritis en un paciente. Alternativamente, la presencia o los niveles relativos de isoformas de las proteinas
14-3-3 pueden ser un indicador prondstico de artritis incipiente, antes de que evolucione a una forma debilitante. Una
ventaja del diagnodstico o prondstico precoz es la implementaciéon mas temprana de un régimen de tratamiento.
Alternativamente, la presencia o los niveles relativos de isoformas de las proteinas 14-3-3 en una muestra de un
paciente pueden ser Utiles para determinar la idoneidad de un paciente para un régimen de tratamiento particular.

Los regimenes de tratamiento para diversos tipos de artritis son conocidos en el area. Los enfoques terapéuticos
para la artritis se pueden caracterizar en general, por ejemplo, como terapia modificadora de la enfermedad para
artritis, o terapias de remision. Por ejemplo, a un paciente con diagnostico de artritis reumatoide se le pueden
prescribir inicialmente medicamentos antiinflamatorios no esteroideos (NSAID), para aliviar el malestar y reducir la
inflamacién. Otros regimenes de tratamiento pueden incluir, por ejemplo inhibidores especificos de la ciclooxigenasa
2 (CSI), glucocorticoides, farmacos antirreumaticos modificadores de la enfermedad (DMARD), agentes
neutralizantes anti-TNF-alfa o farmacos inmunosupresores o citotéxicos. Los detalles sobre dosificacion o los
ejemplos de farmacos particulares forman parte del conocimiento de los técnicos con experiencia y se pueden
encontrar, por ejemplo en Harrison's Principles of Internal Medicine 152 ed. BRAUNWALD et al eds. McGraw-Hill o
"The Pharmacological basis of therapeutics", 10? edicion. HARDMAN HG., LIMBIRD LE. editors. McGraw-Hill, Nueva
York, y en "Clinical Oncology", 32 edicién. Churchill Livingstone/ Elsevier Press, 2004. ABELOFF, MD. editor.

En otro ejemplo, la presencia o los niveles relativos de proteina 14-3-3 eta se pueden correlacionar con la presencia
o los niveles relativos de otras proteinas en la muestra del paciente, por ejemplo metaloproteinasas de matriz
(MMP), como MMP-1 o MMP-3. Las MMP son endopeptidasas dependientes de cinc que degradan componentes de
la matriz extracelular. Las MMP tienen diferentes especificidades de sustrato y son codificadas por genes diferentes.
Se han identificado al menos 25 MMP diferentes. La detecciéon de proteinas 14-3-3 eta 0 gamma en combinacion
con al menos una MMP en la muestra de un paciente puede tener aplicacion en el diagndstico precoz o mas
simplificado de la artritis, o en la diferenciacion entre los distintos tipos de artritis en un paciente. Alternativamente, la
presencia o los niveles relativos de las isoformas eta o gama de las proteinas 14-3-3 en combinacién con al menos
una MPP pueden ser un indicador pronéstico de artritis incipiente, antes de que evolucione a una forma debilitante.
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Una ventaja del diagnéstico o prondstico precoz puede incluir la implementacion mas temprana de un régimen de
tratamiento. Alternativamente, la presencia o los niveles relativos de la isoforma eta de 14-3-3 en combinacién con al
menos una MPP en una muestra de un paciente pueden ser Utiles para determinar la idoneidad de un paciente para
un régimen de tratamiento particular.

En otro ejemplo, se proporciona un juego para detectar la presencia de proteinas 14-3-3 eta o gamma o MMP
particulares en una muestra de un paciente, donde el juego es adecuado para proporcionar un resultado diagnostico
0 pronostico conveniente para diagnosticar o diferenciar distintos tipos de artritis. Un juego puede incluir, por
ejemplo, anticuerpos especificos para la isoforma eta de las proteinas 14-3-3. Dicho juego puede incluir ademas
anticuerpos especificos para MMP particulares. El juego puede incluir ademas otros reactivos necesarios para la
deteccion de 14-3-3 eta o MMP inmunologicamente, como anticuerpos secundarios marcados, reactivos
cromogenos o fluorégenos, agentes de polimerizacion y/o instrucciones para utilizar el juego con fines diagnésticos o
prondsticos.

Métodos generales

Una vez que se identifica que un sujeto corre riesgo de tener o tiene artritis, la informacién util para evaluar el estado
de la enfermedad artritica diagnosticada, la respuesta a un régimen de tratamiento terapéutico para la artritis, el
prondstico de la artritis, o el tipo de artritis se puede obtener del paciente o sujeto experimental. En el area se
conocen diversos métodos para obtener muestras bioldgicas de un sujeto que contengan proteinas o péptidos que
pueden ser utiles como biomarcadores. Por ejemplo, se pueden obtener muestras de tejido por legrado, biopsia por
aspiracion con aguja o biopsia (central) con aguja, biopsia quirirgica para tomar muestras de un tumor o biopsia por
escision, que puede implicar la eliminacion total del tejido de interés. Alternativamente, se pueden obtener otras
muestras corporales que contienen material genético, como liquido sinovial, cabello, esputo, orina, heces, semen,
plasma, suero o sangre mediante métodos conocidos en el area.

La presencia de proteinas o péptidos especificos en una muestra bioldgica, o los niveles relativos de proteinas o
péptidos especificos en una muestra biologica se pueden detectar por cualquiera de los varios métodos conocidos
en el area. Los ejemplos de dichos métodos incluyen espectrometria de masas, técnicas inmunolégicas como
inmunotransferencia tipo western, ELISA, inmunohistoquimica, FACS, resonancia de plasmones superficiales o
cromatografia. Métodos para estas y otras técnicas se pueden encontrar, por ejemplo, en AUSUBEL et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Nueva York, N.Y., 1998: ABELOFF, Clinical Oncology, 32
edicién. Churchill Livingstone/ Elsevier Press, 2004; HARLOW, E y LANE D. Antibodies: A Laboratory Manual. 1988.
Cold Spring Harbor Laboratory Press; SAMBROOK J y RUSSELL DW. Molecular cloning: A Laboratory Manual 2001
Cold Spring Harbor Laboratory Press; Harrison's Principles of Internal Medicine 152 ed. BRAUNWALD et al eds.
McGraw-Hill. Métodos de deteccion de 14-3-3 se describen por ejemplo en WO 99/46401, US 2005/9094, WO
97/38315 y WO 97/33601. WO 98/26193 da a conocer métodos de deteccion de isoformas de 14-3-3, por ejemplo
mediante el uso de anticuerpos especificos contra la isoforma eta de 14-3-3.

Inmunotransferencia tipo Western

Se sometio liquido sinovial o suero (2 pl de cada uno) un analisis SDS-PAGE con 12% (peso/vol) de gel de
acrilamida y se electrotransfiri6 a membranas de PVDF (Millipore Corporation). Las proteinas no especificas de las
membranas se bloquearon en leche descremada en polvo al 5% en PBS con 0.1% de Tween-20 durante toda la
noche. La inmunotransferencia se realizé usando 2 pug/ml de 7 isoformas especificas de anticuerpos policlonales
anti-14-3-3 humana de conejo (Martin H, Patel Y, Jones D, Howell S, Robinson K y Aitken A 1993. Antibodies
against the major brain isoforms of 14-3-3 protein. An antibody specific for the N-acetylated amino-terminus of a
protein. FEBS Letters. 331:296-303). Después las membranas se incubaron con los anticuerpos secundarios
adecuados anti-lIgG de conejo (Sigma, St Louis, EE.UU.) o anti-lgG de ratén (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
EE.UU.) conjugados a peroxidasa de rabano (dilucién 1:2500 ). Después se visualizaron las proteinas
inmmunoreactivas usando ECL + el sistema de deteccion de la inmunotransferencia tipo western (Amersham
Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Se usé lisado de queratinocitos (K) como control positivo. SF: liquido
sinovial; PS: suero del paciente.

Muestras del paciente

Se obtuvo liquido sinovial de las articulaciones de la rodilla de pacientes con sinovitis activa antes de la iniciacién del
tratamiento anti-TNF. Todos los pacientes tenian un indice DAS >6.0. Se obtuvieron muestras de sangre
emparejadas por procedimientos de venopuncion corrientes. El coagulo se elimind por centrifugacion.

14-3-3 eta recombinante

Se preparé ADNc para 14-3-3 eta derivada de queratinocitos de ARN total extraido de queratinocitos humanos, se
clond y expreso en E. coliy se purificé por afinidad, siguiendo los métodos descritos en Ghahary et al 2004 J Invest
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Dermatol 122:1188-1197. Los cebadores utilizados para la amplificacién por PCR del ADNc de 14-3-3 eta fueron
SEC. ID N°: 15 (GCGAATTCCTGCAGCGGGCGCGGCTGGCCGA) vy  SEC. ID Ne°: 16
(GCTCGAGCCTGAAGGATCTTCAGTTGCCTTC).

Ejemplos

Ejemplo 1
Expresion de 14-3-3 en el liquido sinovial y el suero de pacientes afectados por RA

Los niveles de las diferentes isoformas de las proteinas 14-3-3-8, v, €, n, T, 0 y ¢ en muestras de liquidos sinoviales
(SF) combinados y sueros (PS) combinados de pacientes se analizaron por inmunotransferencia tipo western con
lisado de queratinocitos (K) como control positivo. So6lo se detectaron las isoformas n y y en las muestras de SF y se
tifieron con mayor intensidad en comparacioén con las de PS. Las muestras de liquido sinovial de articulaciones de
17 pacientes con RA que presentaban sinovitis activa, pero que no habian recibido tratamiento anti-TNF también
exhibieron expresion concordante de la isoforma n de 14-3-3 (Figura 2). Todos los pacientes tenian un indice de
actividad de la enfermedad (DAS) superior a 6.0.

Ejemplo 2
Expresion de MMP en suero y liquido sinovial de pacientes

Para determinar si estas variaciones se correlacionaban con las de MMP-1 y MMP-3 en las mismas muestras
sinoviales, se evaluaron simultaneamente un total de 12 muestras de liquido sinovial de RA y sus sueros
emparejados, para determinar 14-3-3 n y y, asi como las proteinas MMP-1 y MMP-3 (Figura 3). Se detect6 14-3-3 n
en todas las muestras. Se detecté MMP-1 en todas las muestras, tanto de SF como de PS, mientras que MMP-3 fue
mas variable en los niveles detectados. También se detectd la isoforma y de 14-3-3 en las muestras de liquido
sinovial y de suero de los pacientes (Figura 4 y 5).

La expresion de MMP-1 y MMP-3 demuestra una correlacion significativa con la expresion de las isoformas ny y de
14-3-3 tanto en el liquido sinovial como en el suero (tabla 1).

Tabla 1. Correlacion de los niveles de proteinas MMP y 14-3-3 en suero y liquido sinovial.

14-3-3 n en suero 14-3-3 n en lig. sinovial 14-3-3 y en suero 14-3-3 y en lig. sinovial
MMP-1 r=0.62; p=0.02 r=0.83;p=0.03 r=0.77,p=0.02 r=0.65;p=0.03
MMP-3 r=0.68; p=0.01 r=0.77;, p=0.003 r=0.88; p=0.03 r=0.76; p=0.04

Ejemplo 3

Sensibilidad de la deteccién por inmunotransferencia tipo western de la proteina 14-3-3 en muestras de suero y
liquido sinovial de pacientes.

Para determinar el nivel de deteccidn de 14-3-3 n en muestras de liquido sinovial y suero, se combinaron muestras
de 12 pacientes afectados por RA o normales, y se analizaron diluciones limitantes de las muestras combinadas por
inmunotransferencia tipo western. 14-3-3 n fue detectable en un rango de diluciones tan bajo como 0.1 pl de
volumen eficaz de liquido sinovial y 1.0 pl de volumen eficaz de suero (Figura 6A).

Se corrieron 2 pl de la combinacién de sueros normales (NS) o sueros de pacientes (PS) junto con concentraciones
conocidas de 14-3-3 n recombinante, que variaban de 0.05 a 2.0 ug. Se estimé que el volumen de 2 yl de las
muestras de NS y PS tenia aproximadamente 1-1.5 y 15-20 ug de 14-3-3 n, respectivamente (Figura 6B). Esto
sugiere que el nivel de 14-3-3 n es 10 veces mayor en el suero de los pacientes afectados por AR en comparacion
con el de los pacientes normales.

Ejemplo 4

Deteccion de 14-3-3 n antes y después de tratamiento anti-TNF

La figura 7 ilustra la deteccion secuencial de los niveles de proteina 14-3-3 eta en 4 ml de muestras de suero de
pacientes con RA antes (U) y después del tratamiento anti-TNF-a (T). N = control negativo que es 4 ml de una

muestra de sueros combinados preparada a partir de 12 muestras de suero de 12 individuos sanos. P = control
positivo que es 4 mg de proteina total de lisado de queratinocitos.
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SEC. ID N°:1

proteina 14-3-3 beta

Nomenclatura alternativa:

Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa, isoforma beta
YWHAB

PROTEINA CEREBRAL 14-3-3, ISOFORMA BETA

14-3-3-BETA
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MTMDKSELVQKAKLAEQAERYDDMAAAMKAVTEQGHELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSW
RVISSIEQKTERNEKKQOMGKEYREKIEAELQDICNDVLELLDKYLIPNATQPESKVEFYLK
MKGDYFRYLSEVASGDNKQTTVSNSQOAYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYET
LNSPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSENQGDEGDAG

SEC. ID N°: 2

Proteina 14-3-3 gama
Nomenclatura alternativa:
Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa, isoforma gama
YWHAG
MVDPEQLVQKARLAEQARGYDDMAAAMKNVTELNEPLSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWR

VISSIEQKTSADGNEKIEMVRAYREKVEKELEAVCODVLSLVDNYLYKNCSETQYERKDLY
LKXMKGDYYRYLAEVATGEKRGDVVESSEKAYSEREISKEHMQPTHPIRLGLALNYSVFYYE
IQNAPEQACHLAKTEFEDATIAELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQQDDHDGGEG
NN

SEC.ID N°: 3

Proteina 14-3-3 eta

Nomenclatura alternativa:

Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa, isoforma eta
YWHAH

proteina cerebral 14-3-3, isoforma eta

proteina de activacion de la tirosina 3 monooxigenasal/triptéfano 5-monooxigenasa 1;

YWHA1

MGDREQLLORARLAEQAERYDDMASAMKAVTELNEPLSNEDRNLLSVAYKNVVGARRSSWR
VISSIEQKTMADGNEKKLEKVKAYREKIEKELETVCNDVLSLLDKFLIKNCNDFQYESKVF
YLKMKGDYYRYLAEVASGEKKNSVVEASEAAYKEAFEISKEQMOPTHPIRLGLALNFSVFY
YEIQNAPEQACLLAKQAFDDATIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDQODEEAGE

SEC. ID. N°: 4
Proteina 14-3-3 épsilon
Nomenclatura alternativa:

Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa,isoforma épsilon

YWHAE
Isoforma épsilon

MDDREDLVYQAKLAEQAERYDEMVESMKKVAGMDVELTVEERNLLSVAYKNVIGARRASWR
IISSTEQKEENKGGEDKLKMIREYROMVETELKLICCDILDVLDKHLIPAANTGESKVEYY
KMKGDYHRYLAEFATGNDRKEAAENSLVAYKAARSDIAMTELPPTHPIRLGLALNFSVFYYE
ILNSPDRACRLAKAARFDDAIAELDTLSEESYKDSTLIMOLLRDNLTLWTSDMQGDGEEQNK
EALQDVEDENQ

SEC. ID.N°% 5

Proteina 14-3-3 sigma
Nomenclatura alternativa:
Estratifina
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MERASLIQKAKLAEQAERYEDMAAFMKGAVEKGEELSCEERNLLSVAYKNVVGGQRAAWRY
LSSIEQKSNEEGSEEKGPEVREYREKVETELQGVCDTVLGLLDSHLIKEAGDAESRVFYLK
MKGDYYRYLAEVATGDDKKRIIDSARSAYQEAMDISKKEMPPTNPIRLGLALNFSVFHYET
ANSPEEAISLAKTTFDEAMADILHTLSEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTADNAGEEGGEAPQ
EPQ

SEC. ID N°: 6

Proteina 14-3-3 tau

Nomenclatura alternativa:

Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa, isoforma tau
YWHAQ

PROTEINA 14-3-3, LINFOCITO T

14-3-3-DSEDA

HS1

MEKTELIQKAKLAEQAERYDDMATCMKAVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGGRRSAWRY
ISSIEQKTDTSDRKLQLIKDYREKVESELRSICTTVLELLDKYLIANATNPESKVFYLKMK
GDYFRYLAEVACGDDRKQTIDNSQGAYQEAFDISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYETILN
NPELACTLAKTAFDEAIAELDTLNEDSYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDSAGEECDAAEGAE
N

SEC.IDN°: 7

Proteina 14-3-3 dseda
Nomenclatura alternativa:
Proteina de activacion de la tirosina 3-monooxigenasa/triptofano 5-monooxigenasa, isoforma dseda
YWHAZ

Proteina cerebral 14-3-3
Isoforma dseda

MDKNELVQKAKLAEQAERYDDMAACMKSVTEQGAELSNEERNLLSVAYKNVVGARRSSWRV
VSSIEQKTEGAEKKQQMAREYREKIETELRDICNDVLSLLEKFLIPNASQAESKVEYLKMK
GDYYRYLAEVAAGDDKKGIVDQSQQAYQEAFEISKKEMQPTHPIRLGLALNFSVFYYEILN
SPEKACSLAKTAFDEAIAELDTLSEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDTOGDEAEAGEGGE
N

SEC. ID N°:8
ADN c 14-3-3 beta (NM_139323) 3015 nt

10
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GCGGAAGTGGAGCTACCGCCACCGCCGCCGCCGATTCCGGAGCCGGGGTAGTCGCCGCCGC
CGCCGCCGCTGCAGCCACTGCAGGCACCGCTGCCGCCGCCTGAGTAGTGGGCTTAGGAAGG
AAGAGGTCATCTCGCTCGGAGCTTCGCTCGGAAGGGTCTTTGTTCCCTGCAGCCCTCCCAC
GGGAATGACAATGGATAAAAGTGAGCTGGTACAGARAGCCAAACTCGCTGAGCAGGCTGAG
CGATATGATGATATGGCTGCAGCCATGAAGGCAGTCACAGAACAGGGGCATGAACTCTCCA
ACGAAGAGAGAAATCTGCTCTCTGTTGCCTACAAGAATGTGGTAGGCGCCCGCCGCTCTTC
CTGGCGTGTCATCTCCAGCATTGAGCAGAAAACAGAGAGGAATGAGAAGAAGCAGCAGATG
GGCAAAGAGTACCGTGAGARAGATAGAGGCAGAACTGCAGGACATCTGCAATGATGTTCTGG
AGCTGTTGGACAAATATCTTATTCCCAATGCTACACAACCAGAAAGTAAGGTGTTCTACTT
GAAAATGAAAGGAGATTATTTTAGGTATCTTTCTGAAGTGGCATCTGGAGACAACAAACARA
ACCACTGTGTCGAACTCCCAGCAGGCTTACCAGGAAGCATTTGAAATTAGTAAGAANGAAR
TGCAGCCTACACACCCAATTCGTCTTGGTCTGGCACTAAATTTCTCAGTCTTTTACTATGA
GATTCTAAACTCTCCTGAARAGGCCTGTAGCCTGGCAAAANCGGCATTTGATGAAGCAATT
GCTGAATTGGATACGCTGAATGAAGAGTCTTATAAAGACAGCACTCTGATCATGCAGTTAC
TTAGGGACAATCTCACTCTGTGGACATCGGAAAACCAGGGAGACGAAGGAGACGCTGGGGA
GGGAGAGAACTAATGTTTCTCGTGCTTTGTGATCTGTTCAGTGTCACTCTGTACCCTCAAC
ATATATCCCTTGTGCGATAAAAAANANANAAAAARAAAAAAAAGAGAATCGTACGTCGACTTT
CGATTTTTCACAGCCTCAGCCTAGGAAAAATGGTTCATGGGATAAACAGCTGGTATTTGTA
TCTAAAACTCAGATTGGTCACATARATGCCACGGCATTCCGAAGTTTTGATTTTGATTAAC
ATTGACAGGATTACTGTGTGTTTAATTTTTTAAAAACTGAACACTGTGATTATGGGGTTTT
GTAATTTAGCAGAACTCTTACTGGTAGAAAAAATAGACCTGAATTATGTGTAACTTTTTGG
AAGGTTTAATCTGATATCAAAATAATCATTGAAATACAATTCCATTGTAARAGTTGTACAGA
AAGTTATAGAGATTATATTGTGATGCTGGAACTTCCGAGTGAGACACACATCATTTGGCATT
TGAGTTGAATGGTAATTCACAGTAATGCTGCCGTTGTTCGGGACTTAAAGACACTTGACCT
GTTTGGGCTGTTGCCACTTAAAAGTTCATGACCACAAATGTCCACAGTGTCTTCCTCTGAG
GAAACTCGAATCCTGAAATGGAARTTCTTTGTGGCAGATAACTGGCTTATGACACCTTGAR
AAGTTCAAGTGCTCATATAACACACCACACTGAACCCCCTTTCCTACAGCAATATGTTCAC
TATGTTACCAATTTGCAACTTGTGCTTCAATAGTGGAATCTACTTTCATTGTTAACACTGA
GCTAAAGAAAAAAAGCCGTGTGTTTTATGARAATGACCTTATCTGTTTCCTGGATAATACCTT
TAAGAATAATGTCCTGAGTCAGGCGTGGTGGTGCGTGCATCTAGTCCCAACTATTTGGGAG
GCTGAGGCAGGAGGATCGCTTGAGCCCAGGAGTTTAAAGCTGCAGTGCCCTGTGGTTGCAC
CTGTGAATAACTGCACTCCAGCCTGGGCAACATAGCGAGACCTCATCTCCAAARAAGAAAR

11
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CAARAAACAAAAAAAGGAATGATCTTCTGTAGAGATGGCCTTTCACTTGAGGAGTACTCAG
TTTTCAGGTTCTTCCTAGCTCGGGGCTTTTAAATTTTGAAATCTAAACATTCTTTCCCACC
ATCCTTTTTGACTGTTGACCTTGGTTTTCTCTTCTAAGTTTCTIGTCCCTCTGCTTCCTTAC
TTTTTTTCCTTTTTGAATTCTATCTTTATCTGTCTTTTGTTCACTTTTTRAATGCTATATAT
GGGCAGGGGTGAGAGACATTACTGAGCACCTTGGTGAGCAAGCCTGGCTTTAARGATTGGA
GAAGAGCTTCTGGCACCAGAACCCTGTCTTCCTCCAGTTCTCAACACGGTGTTGCTCTTCA
GTCATACCGGAATCTGAATCAAAAAAGTATTTTTAAATATCCATGATTTCTCCCTGTATTG
AGGCTAGCCCTGATCATGCTTTTTGTGCCTGTCACCAGGTCTCCCAAGTGCACTCATCCAG
GTCAGTGCTCAGATGTGTTTAAGGAGACCCTATATTCAGGGAAGTTGCGTGAACACTGCAC
TGGGGAGAATTGAGAATAGTCAGGCCTATCAGTCTCACAGAATCACCCCTCTACCTTTGAT
ATTCCACTTAGCTGTAGAGTCCATCTGTTTGTCCATCTGCTGAAATGAGAARAGARDNAATT
TATGCACTGATTTAAAACAAACCAAAARDAAAGAARRANACAAARRARAAAAATCCCTCCTT
TCTAGCTGAACAAAAATGTGCAGTTAATACTTGGCGCTTGAAAATGCAGTAGTGAATGTGG
AACCAAGCCTGTCTGTATATCTGGTAGCTCTTTTCTTGCTTTGTTTTTTCTTACCAGTATT
CTGCCTAACGTTTGCTTCTGTGATGGTTATATTGCCTAGCAAGCACACCCGTGGTTGTGAA
AATAGTATAGCAAAAAAGAAAMATCCCCGGTTATTGATGTACTAGATTTGTGTATGTCTTT
TAAACAGTTCTAGTTTCACCTTACACAGAATAATCAGGAARAGTGTAAAAATTCAAAAGTG
AAATAAAAATTTTATCAGTTAAARARN

SEC.ID N9
ADN c 14-3-3 gamma (NM_012479) 3747 nt

CAGCAGCCGCAGCCGCCTCGOGCCCGGTCCCGLGGTCGCAGCTCCAGCCGCCTCCTCCGCG
CAGCCGCCGCCTCAGCTGCTCGCTCTGTGGGTCGGTCCTCTCCGGCACTTGGGCTCCAGTC
GCGCCCTCCAAGCCCTTCAGGCCGCCCCAGTGTCCTCCTCCTTCTCCGGTCCAGACCCAGCC
CCGCGAAGATGGTGGACCGCGAGCRAACTGGTGCAGARAGCCCGGCTGGCCGAGCAGGCGGA
GCGCTACGACGACATGGCCGCGGCCATGAAGAACGTGACAGAGCTGAATGAGCCACTGTCG
AATGAGGAACGARAACCTTCTGTCTGTGGCCTACAAGAACGTTGTGGGGGCACGCCGCTCTT
CCTGGAGGGTCATCAGTAGCATTGAGCAGAAGACATCTGCAGACGGCAATGAGAAGAAGAT
TGAGATGGTCCGTGCGTACCGGGAGAAGATAGAGAAGGAGTTGGAGGCTGTGTGCCAGGAT
GTGCTGAGCCTGCTGGATARCTACCTGATCAAGAATTGCAGCGAGACCCAGTACGAGAGCA
AAGTGTTCTACCTGAAGATGAAAGGGGACTACTACCGCTACCTGGLCTGAAGTGGCCACCGE
AGAGAARAGGGCGACGGTGCTGGAGTCCTCCGAGARGGCCTACAGCGAAGCCCACGAGATC
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AGCAAACAGCACATGCAGCCCACCCACCCCATCCGATTAGGCCTGGCTCTTAACTACTCCG
TCTTCTACTATGAGATCCAGAACGCCCCAGAGCAAGCGTGCCACTTGGCCAAGACCGCGTT
CGACGACGCCATCGCCGAGCTTGACACCCTCAACGAGGACTCCTACAAGGACTCCACGCTC
ATCATGCAGCTCCTCCGCGACAACCTCACGCTCTGGACGAGCGACCAGCAGGACCGACGATG
GCGGCGAAGGCAACAATTAAGGCCCCAGGGGAACTGGCAGCGCACGCGGATGCTACTACTG
CAGTCTTTATTTTTTTCCCATGAGTTGGGGGTCGGGTGGGGGAGGGAAAGGGAGGGATGAC
CTTCCCAGGGAGAAACCCACGACCTGTCCTGTCTTTGATCGCCTCTTTGACATTTTTGCCA
AAATACCACTAGTGGARAGTCAGGCTAGCTGTGCTGGTATTGGAATAGCAGCCTCACACTG
GCGTCTGGACTGTTCTGTAGATTCATGCAAGTGGAGCTGTCTGTCTCTAATTTAACTTATT
GCTAGATAATAGGGTTTTCAGATGAAAAGAARACTTAAAGAGGAATGGCCCTCATTCAGTA
AGTTCTGTGGTTCCAGTAAGGATTTTTATGTACATACGCTCTCGTCTCTCGTTTTGGGTAC
TTTCTATCTCATCTGTCTCEGCTCTGCATGTTTTCCAGGGETGTAGCCTACAGACATGGARC
AGTGTAAATCCCAGACTGACAGACTTAGAACCTGAGGTCTCATTCATCCTTATGGTTTAGG
CCTTGCCAGTTTTCCGAAGTCTCTGATTAGTTGACAGTATTAACACTAAATTGCAGTTTAC
AGTATTTCTACATTACAGCCATATGTAACATCAAGCCATCGATTGTGTACTTTTCCTTTGC
TAGTTGTTTGGGCTTTAACATCCTTATTCAGCCTTATCCAGGTTGGTTTTGCTGTTGATCG
GTCTCCTAGGCTAAATGAGAATGAAAGCGACTTCAGGTTTTTGGTTCATAGGTGCTCGGCA
GGTGGCTGTGGGATTTTTTTTTTTTTTGGTCCTTCTTTCCTCTTAACGTAAATCCACCACC
AARATTATTAATCCTCTTGAGAGAAACGTGAAACGCCACAARRATAGAGAARATTCAGGTC

TGTATGTCATGGATCGTGTTGGTATTTTCAGAGAACATCCCGCTTCTGAAGCTGCTGCAGC
TCCCTCCTCAGGGATCACACTGCCGTCACCCACTCTGCACTGGGGCGTTTCCTACTGCGCC
TCGTGCTGGCGGACGCAGCTGGGTGCAGAAGCTGTGGGGTCGGAGAGGCGTTTGGAGAAGS
TCTGTGGTGCAGTGTGTGAARATTCAGGTGCTAGAAGCCTACTGGTAGARAAACCCAANAG
GAAGAGCTATATCCTTAACCATTCTGTCCAATTTCGGGAGCCTTGTCAGTGTGTCAGTTTT
TCCTCCCCGAAGACACTCCTTCCCCAAGTAATTGTAGGAARGATAAAAAANCTGTTACCAGA
TAACAAACACTGAACTCCTATTTGACCAGAACTTTTTCCTCTCGAGATAGTTTTTTCTTTT
TAATGAAAMNAAGCATAGGAATTGGAGATTGGCTTGTCTCACGCAGCCAGTGCACATTTGGA
ATTGACGGAAACAACGTTGCTATTTCCACCCATTTGTTTTCGGCAGCCTTAAGGCCCTCAT
TCTCATTTCGGGTGAATCTGTCTATCTGTGAACGTGGCCCGCATGTGCATTCTTTTTTTTA
TATATATAAAGTCAGTGACGAGGAACTCCCGAGACGTG TAATGACACCACACTTGTTTTCT
TTGTTTCTTTGTTTTATTTAGGCAAGARGAGGTGTGAGTAATTGAGGAAAAACTGACAGAT
GCTTTTGCTAATACCAAAATTGAGCTTACAATTAGGAACTGAGTATGTGTAACAGGATACA
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GGTGACAGTGAAGATAGAAGAACCACGATGACCACAGACTCAATGTGCTCTGTAACATCGC
ACAGTTTACCCAGCATGACTTTCCTTAGGAGGCCCCCTCCTCACGCTAGAGTAAARGTCCC
AGTTAAGTGAAGCCTACCAGAAGAACTAGTAGAAGAAGCTTTGCCGCTTTTGTGCCTCTCA
CAGGCGCCTAAAGTCATTGCCATGGGAGGAAGACGATTTGGGGGGECGACGGGGEEGGGCAGG
GTAGGTGGGGCTTTCCCTAATTTATCTTCATGTCCAGTGAGCAGTGTTGCGTTTTTCCTTG
TAGCATTTGGAAATGATTTACTGGAATTACAAAACCTATTTTTCCTTTAAATTTCAGCTTT
GGCTCTGGCTGCTTTTTAGAATAATGCAAGATAAAAATCACACCTGAGGGCTGAAAACGGA

GAGGGAATGGGAGACTTGATATTTAAGCAGCTTGAATGGTTTTTCTTTTCTTTATTTTTAA
AGAAATGCACTTGCCTATGATACTGTCTCTCCAGTGARATGATTACTCCTCCATTACTCTA
TTGATACAATATTGTGCATGCTAGTGTTGTATTTCTATACAGTAGCTTGAAATTGATTAAC
TTATACTGTAGGTGTTATGTATTCCTATGACAAAAAAAATTAAGTCTTCAAATTTTTTAAA
GGTTTTTTTTTTTTAATTTAATTTTTCCTTTTGGGGGTAAAGTTTGCTCTACCARATAGTG
ATTGTAACAAATTGATCTGTTTTGGATGTTGCTATAGTGACATGCAGTTATATATTTTGTT
TTTAAAAGGGGGGGAGCARAAGAAACACCAGTGTTAGCTTAATCTTAATGTCTGGTGTTTG
TCATGGTGAAATTATAACTATTACAGTGTTGGAGAACAACAAATATGTTCTCTGAATGAGC
CTTTGTGCTTTTTGTCATGTTATGCAGTCGAACTATTTTTAAGGTCTAATCAGTGATTATTT
TTCCAGCTCCGTGTTTCTCTAAGGAATTATTTCACACACGGACCATCTTTAGCAGTTTCCT
CAGTGATGGAATATCATGAATGTGAGTCATTATGTAGCTGTCGTACATTGAGCAAATAAAC
TTACAGATCTGAARAAAAARAANAAL

SEC. ID N°: 10
ADNCc 14-3-3 épsilon (NM_006761) 1810 nt
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CGGATTGAGGCGCCGCCATTTTTGCTGCCCGGACGCGGAGCGACGAGGCTGAGAGAGTCGGA
GACACTATCCGCTTCCATCCGTCGCGCAGACCCTGCCGGAGCCGCTGCCGCTATGGATGAT
CGAGAGGATCTGGTGTACCAGGCGAAGCTGGCCCGAGCAGGCTGAGCGATACGACGAAATGG
TGGAGTCAATGAAGAAAGTAGCAGGCGATGGATGTGGAGCTGACAGTTGAAGAAAGAAACCT
CCTATCTGTTGCATATAAGAATGTGATTGGAGCTAGAAGAGCCTCCTGGAGAATAATCAGC
AGCATTGAACAGARAGAAGAAAACAAGGGAGGAGAAGACAAGCTAAARATGATTCGGGAAT
ATCGGCAAATGGTTGAGACTGAGCTAAAGTTAATCTGTTGTGACATTCTGGATGTACTGGA
CAAACACCTCATTCCAGCAGCTAACACTGGCGAGTCCAAGGTTTTCTATTATARRATGAAA
GGGGACTACCACAGGTATCTGGCAGAATTTGCCACAGGAAACGACAGGARGGAGGCTGCGE

AGAACAGCCTAGTGGCTTATAAAGCTGCTAGTGATATTGCAATGACAGAACTTCCACCAAC
GCATCCTATTCGCTTAGGTCTTGCTCTCAATTTTTCCGTATTCTACTACGARATTCTTAAT

TCCCCTGACCGTGCCTGCAGGTTGGCAARAGCAGCTTTTGATGATGCAATTGCAGAACTGG
ATACGCTGAGTGAAGAARAGCTATAAGGACTCTACACTTATCATGCAGTTGTTACGTGATAA
TCTGACACTATGGACTTCAGACATGCAGGGTGACGGTGAAGAGCAGAATARAGAAGCGCTG
CAGGACGTGGAAGACGAAAATCAGTGAGACATAAGCCAACARAGAGAAACCATCTCTGACCA
CCCCCTCCTCCCCATCCCACCCTTTGGARACTCCCCATTGTCACTGAGAACCACCAAATCT
GACTTTTACATTTGGTCTCAGAATTTAGGTTCCTGCCCTGTTGGTTTTTTTTTTTTTTTTT
TTTAAACAGTTTTCARAAGTTCTTAAAGGCAAGAGTGAATTTCTGTGGATTTTACTGGTCC
CAGCTTTTAGGTTCTTTAAGACACTAACAGGACTACATAGAGGCTTTTTCAGCATTACTGT
GTCGTCTCCGTGCCAGATGTGGCAAGATCACCATTAGCAAATGGARATTACATTTGAAAGC
CATTAGACTTATAGGTGATGCAAGCATCTAAGAGAGAGGTTAATCACACTATAGAGGCATA
AGTGGTATCAGTTTTCATTTTTCTAATTCGTTTAAACTGTGTTTTATACCAGTGTTTGCAAG
TAATTGGGTGTTAGCTTGAGATGGTTAAAGGTGGTTTCGGGAGGGACTTCGTTGTAATGGT
TTTGCTGTARAARRTGTTTCCAACTCCGCTGAAATGTTGCTGAARAGCATGGTGCTGGTAA
CAGTTCAACAATCCGTGGCTGCTCATTCTTGCCTACTTTACTCTCCCACTGAAGCAGGTTA
GCGTTGAAGGTGGTATGGAAAAGCCTGCATGCCTGTTCAATTCTTTTGTTTCTTCTCCTTC
CCCCTCCCCCTACCTCCTTCCCCTCACTCCTCCCCTCCTTCGCTCGCTCAACCTCTTTTGT
TCAGTATGTGTAACTTGAAGCTAATTTGTACTACTGCGATATCTGACTGGAGCCACAGATAC
AGARATCTGTATTGTTCTTACTGAAACACAGCATGGAATTAARCATTAAACTTAAATARAACA
AACCTAAATTAARAARAADDAANAANAAAARARAAARAADD

SEC. ID N°: 11
ADNCc 14-3-3 eta (NM_003405) 1807 nt
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GCEGCCGLGTCTCCTCCCTCGGOGTTGTCCGCGGCCCCGAGCCACAGCGCGCEEGGGCCGAGLC
AGCGAGAGGGCGCGAGCGGECEGGCGCTGCCTGCAGCCTGCAGCCTGCAGCCTCCGGLCCGGELT
GGCGAGCCAGTGCGCGTGCGCGGCGGECGECCTCCGCAGCGACCGGGGAGCGGACTGACCGG
CGGGAGGGCTAGCGAGCCAGCGGTGTGAGGCGCGAGGCGAGGCCGAGCCGCGAGCGACATG
GGGGACCGGEGAGCAGCTGCTGCAGCGGGLGCGGECTGECCGAGCAGGCGGAGCGCTACGACG
ACATGGCCTCCGCTATGAAGGCGGTGACAGAGCTGAATGARACCTCTCTCCAATGAAGATCG
AAATCTCCTCTCTGTGGCCTACAAGAATGTGGTTGGTGCCAGGCGATCTTCCTGGAGGGTC

ATTAGCAGCATTGAGCAGAAAACCATGGCTGATGGAAACGAARAGARATTGGAGAAAGTTA
AAGCTTACCGGGAGAAGATTGAGAAGGAGCTGGAGACAGTTTGCAATGATGTCCTGTCTCT

GCTTGACAAGTTCCTGATCAAGAACTGCAATGATTTCCAGTATGAGAGCAAGGTGTTTTAC
CTGAAAATGAAGCGTGATTACTACCGCTACTTAGCAGAGGTCGCTTCTGGGGAGAAGAAAA
ACAGTGTGGTCGAAGCTTCTGAAGCTGCCTACAAGGAAGCCTTTGAAATCAGCARAGAGCA
GATGCAACCCACGCATCCCATCCGGCTGGGCCTGGCCCTCAACTTCTCCGTGTTCTACTAT
GAGATCCAGAATGCACCTGAGCAAGCCTGCCTCTTAGCCAAACAAGCCTTCGATGATGCCA
TAGCTGAGCTGGACACACTAAACGAGGATTCCTATAAGGACTCCACGCTGATCATGCAGTT
GCTGCGAGACAACCTCACCCTCTGGACGAGCGACCAGCAGGATGAACGAAGCAGGAGAAGGC
AACTGAAGATCCTTCAGGTCCCCTGGCCCTTCCTTCACCCACCACCCCCATCATCACCGAT
TCTTCCTTGCCACAATCACTAAATATCTAGTGCTAAACCTATCTGTATTGGCAGCACAGCT
ACTCAGATCTGCACTCCTGTCTCTTGGGAAGCAGTTTCAGATAAATCATGGGCATTGCTGG
ACTGATGGTTGCTTTGAGCCCACAGGAGCTCCCTTTTTGAATTGTGTGGAGAAGTGTGTTC
TGATGAGCGCATTTTACTATGCCTGTTGATCTATGGGAAATCTAGGCCGAAAGTAATGGGGAA
GATTAGAAAGAATTAGCCAACCAGGCTACAGTTGATATTTAAAAGATCCATTTAAABCAAG
CTGATAGTGTTTCGTTAAGCAGTACATCTTGTGCATGCAAAAATGAATTCACCCCTCCCAC
CTCTTTCTTCAATTAATGGAAAACTGTTAAGGGAAGCTGATACAGAGAGACAACTTGCTCC
TTTCCATCAGCTTTATAATAAACTGTTTAACGTGAGGTTTCAGTAGCTCCTTGGTTTTGCC
TCTTTAAATTATGACGTGCACAAACCTTCTTTTCAATGCAATGCATCTCAAAGTTTTGATA
CTTGTAACTTTTTTTTTTTTTTGGTTGCAATTGTTTAAGAATCATGGATTTATTTTTTGTA
ACTCTTTGGCTATTGTCCTTGTGTATCCTGACAGCGCCATGTGTGTCAGCCCATGTCAATC
AAGATGGGTGATTATGAAATGCCAGACTTCTAAAATAAATGTTTTGGAATTCAATGGGTAA
ATAAATGCTGCTTTGGGGATATTAAAANAAAANARAAR

SEC. ID N°: 12
ADNCc 14-3-3 tau (NM_006826) 2166 nt

GTGGTGGGACTCGCGTCGCGGCCGCGGAGACGTGARAGCTCTCGAGGCTCCTCCCGCTGCGG
GTCGGCGCTCGCCCTCGCTCTCCTCGCCCTCCGCCCCGECCCCGGCCOCGCGCCCGCCATG
GAGAAGACTGAGCTGATCCAGAAGGCCAAGCTGGCCGAGCAGGCCGAGCGCTACGACGACA
TGGCCACCTGCATGAAGGCAGTGACCGAGCAGGGCGCCGAGCTGTCCAACGAGGAGCGCAA
CCTGCTCTCCGTGGCCTACAAGAACGTGETCGEGGGCCGCAGGTCCGCCTGGAGGGTCATC

TCTAGCATCGAGCAGAAGACCGACACCTCCCGACAAGAAGTTGCAGCTGATTAAGGACTATC
16
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GGGAGAAAGTGGAGTCCGAGCTGAGATCCATCTGCACCACGGTGCTGGAATTGTTGGATAA
ATATTTAATAGCCAATGCAACTAATCCAGAGAGTAAGGTCTTCTATCTGAAAATGAAGGGT
GATTACTTCCGGTACCTTGCTGAAGTTGCGTGTGGTGATGATCGAARACARACGATAGATA
ATTCCCAAGGAGCTTACCAAGAGGCATTTGATATAAGCAAGARAGAGATGCAACCCACACA
CCCAATCCGCCTGGGGCTTGCTCTTAACTTTTCTGTATT TTACTATGAGATTCTTAATAAC
CCAGAGCTTGCCTGCACGCTGGCTAAAACGGCTTTTGATGAGGCCATTGCTGAACTTGATA
CACTGAATGAAGACTCATACAAAGACAGCACCCTCATCATGCAGTTGCTTAGAGACAACCT
AACACTTTGGACATCAGACAGTGCAGGAGAAGAATGTGATGCGGCAGAAGGGGCTGAAAAC
TAAATCCATACAGGGTGTCATCCTTCTTTCCTTCAAGAAACCTTTTTACACATCTCCATTC
CTTATTCCACTTGGATTTCCTATAGCAAAGAAACCCATTCATGTGTATGGAATCAACTGTT
TATAGTCTTTTCACACTGCAGCTTTGGGAARACTTCATTCCTTGATTTGTGTTTGTCTTGG
CCTTCCTGGTGTGCAGTACTGCTGTAGARAAGTATTAATAGCTTCATTTCATATAAACATA
AGTAACTCCCAAACACTTATGTAGAGGACTAAARATGTATCTGGTATTTAAGTAATCTGAA
CCAGTTCTGCAAGTGACTGTGTTTTGTATTACTGTGAAAATAAGAAARATGTAGTTAATTAC
AATTTAAAGAGTATTCCACATAACTTCTTAATTTCTACATTCCCTCCCTTACTCTTCGGGG
GTTTCCTTTCAGTAAGCAACTTTTCCATGCTCTTAATGTATTCCTTTTTAGTAGGAATCCG
GAAGTATTAGATTGARTGGRAARGCACTTGCCATCTCTGTCTAGGGGTCACAAATTGAAAT
GGCTCCTGTATCACATACGGAGGTCTTGTGTATCTGTGGCAACAGGGAGTTTCCTTATTCA
CTCTTTATTTGCTGCTGTTTAAGTTGCCAACCTCCCCTCCCAATAAARAATTCACTTACACC
TCCTGCCTTTCTAGTTCTGGTATTCACT TTACTATGTGATAGAAGTAGCATGTTGCTGCCA
GAATACAAGCATTGCTTTTGGCARATTARAAGTGCATGTCATTTCTTAATACACTAGAAAGG
GGAAATAAATTAAAGTACACAAGTCCAAGTCTAAAACT TTAGTACTTTTCCATGCAGATTT
GTGCACATGTGAGAGGGTGTCCAGTTTGTCTAGTGATTGTTATTTAGAGAGTTGGACCACT
ATTGTGTGTTGCTAATCATTGACTGTAGTCCCAAAARAGCCTTGTGAAAATGTTATGCCCT
ATGTAACAGCAGAGTAACATAAAATAARAGTACATTTTATAARAACCATTTACTATGGCTTTG
TAACAATTGCATACCCATAT TTTAAGGGACAGGTGAATTTACTACTTTCTAAAGTTTATTG
ATACTTCCCTTTTATGTAARATGTAGTAGTGATACCTATATTTCCACATTGTGCATTGTGA
CACACTTGTCTAGGGATGCCTGGAAGTGTATAAAATTGGACTGCATTTCTTAGAGTGTTTT
ACTATAGATCAGTCTCATGGGCCATCTCTTCCTCAGATGTARATGATATCTGGTTAAGTGT
TATATGGAATARAGTGGACATTTTAAAACTA

SEC. ID N°: 13
ADNCc 14-3-3 sigma (NM_006142) 1336 nt
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GAGAGACACAGAGTCCGGCATTGGTCCCAGGCAGCAGTTAGCCCGCCECCCGCCTGTGTGT
CCCCAGAGCCATGGAGAGAGCCAGTCTGATCCAGAAGGCCAAGCTGGCAGAGCAGGCCGAA
CGCTATGAGGACATGGCAGCCTTCATGAAAGGCGCCGTGGAGAAGGGCGAGGAGCTCTCCT
GCGAAGAGCGAAACCTGCTCTCAGTAGCCTATAAGAACGTGGTGGGCGGCCAGAGGGCTGC
CTGGAGGGTGCTGTCCAGTATTGAGCAGARAAGCARCGAGGAGGGCTCGGAGGAGAAGGGG
CCCGAGGTGCGTGAGTACCGGGAGAAGGTGGAGACTGAGCTCCAGGGCGTGTGCGACACCG
TGCTGGGCCTGCTGGACAGCCACCTCATCAAGGAGGCCGGEGACGCCGAGAGCCGGGTCTT
CTACCTGAAGATGAAGGGTCGACTACTACCGCTACCTGGCCGAGGTGGCCACCGGTGACGAC
AAGAAGCGCATCATTGACTCAGCCCGGTCAGCCTACCAGGAGGCCATGGACATCAGCAAGA
AGGAGATGCCGCCCACCAACCCCATCCGCCTGGGCCTGGCCCTGAACTTTTCCGTCTTCCA
CTACGAGATCGCCAACAGCCCCGAGGAGGCCATCTCTCTGGCCAAGACCACTTTCGACGAG
GCCATGGCTGATCTGCACACCCTCAGCGAGGACTCCTACAAAGACAGCACCCTCATCATGC
AGCTGCTGCGAGACAACCTCGACACTGTGGACGGCCGACAACGCCGGGGAAGAGGGGGGCGA
GGCTCCCCAGGAGCCCCAGAGCTGAGTGTTGCCCGCCACCGCCCCGCCCTGCCCCCTCCAG
TCCCCCACCCTGCCGAGAGGACTAGTATGGGGTGGGAGGCCCCACCCTTCTCCCCTAGGCG
CTGTTCTTGCTCCARAAGGGCTCCGTGGAGAGGGACTGGCAGAGCTGAGGCCACCTGGGGCT
GGGGATCCCACTCTTCTTGCAGCTGTTGAGCGCACCTAACCACTGGTCATGCCCCCACCCC
TGCTCTCCGCACCCGCTTCCTCCCGACCCCAGGACCAGGCTACTTCTCCCCTCCTCTTGCC
TCCCTCCTGCCCCTGCTGCCTCTGATCGTAGGAATTGAGGAGTGTCCCGCCTTGTGGCTGA
GAACTGGACAGTGGCAGGGGCTGGAGATGGGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTGTG
TGTGCGCGCGCGCCAGTGCAAGACCGAGATTGAGGGARAGCATGTCTGCTGGGTGTGACCA
TGTTTCCTCTCAATAAAGTTCCCCTGTGACACTCAAARAANDAAARDEA

SEC. ID N°: 14
ADNCc 14-3-3 zeta (NM_145690) 2876 nt

GCCTGTGAGCAGCGAGATCCAGGGACAGAGTCTCAGCCTCGCCGCTGCTGCCGCCGCLGCC
GCCCAGAGACTGCTGAGCCCGTCCGTCCGCCGCCACCACCCACTCCGGACACAGAACATCC
AGTCATGGATAAAAATGAGCTGGTTCAGAAGGCCAAACTGGCCGAGCAGGCTGAGCGATAT
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GATGACATGGCAGCCTGCATGAAGTCTGTAACTGAGCAAGGAGCTGAATTATCCAATGAGG
AGAGGAATCTTCTCTCAGTTGCTTATAARAATGTTGTAGGAGCCCGTAGGTCATCTTGGAG
GGTCGTCTCAAGTATTGAACAAAAGACGGAAGGTGCTGAGAARARACAGCAGATGGCTCGA
GAATACAGAGAGAAAATTCAGACGGAGCTAAGAGATATCTGCAATGATGTACTGTCTCTTT
TGGAMAAGTTCTTGATCCCCAATGCTTCACAAGCAGAGAGCAAAGTCTTCTATTTGAARAT
GAAAGGAGATTACTACCGTTACTTGGCTGAGGTTGCCGCTGGTGATGACAAGAAAGGGATT
GTCGATCAGTCACAACAAGCATACCAAGAAGCTTTTGAAATCAGCARARAGGAAATGCAAC
CAACACATCCTATCAGACTGGGTCTGGCCCTTAACTTCTCTGTGTTCTATTATGAGATTCT
GAACTCCCCAGAGAAAGCCTGCTCTCTTGCAAAGACAGCTTTTGATGAAGCCATTGCTGAA
CTTGATACATTAAGTGAAGAGTCATACARAGACAGCACGCTAATAATGCAATTACTGAGAG
ACAARCTTGACATTGTGGACATCGGATACCCAAGGAGACGAAGCTGAAGCAGGAGAAGGAGG
GGAAAATTAACCGGCCTTCCAACTTTTGTCTGCCTCATTCTAAAATTTACACAGTAGACCA
TTTGTCATCCATGCTGTCCCACARATAGTTTTTTGTTTACGATTTATGACAGGTTTATGTT
ACTTCTATTTGAATTTCTATATTTCCCATGTGGTTTTTATGTTTAATATTAGGGGAGTAGA
GCCAGTTAACATTTAGGGAGTTATCTGTTTTCATCTTGAGGTGGCCAATATGGGGATGTGG
AATTTTTATACAAGTTATAAGTGTTTGGCATAGTACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAAAAG
GGCCAGTGTAAAACTGCTTCCATGTCTAAGCAAAGRARACTGCCTACATACTGGTTTGTCC
TGGCGGGGAATARAAGGGATCATTGGTTCCAGTCACAGGTGTAGTAATTGTGGGTACTTTA
AGGTTTGGAGCACTTACAAGGCTGTGGTAGAATCATACCCCATGGATACCACATATTAAAC
CATGTATATCTGTGGAATACTCAATGTGTACACCTTTGACTACAGCTGCAGAAGTGTTCCT
TTAGACAAAGTTGTGACCCATTTTACTCTGGATAAGGGCAGAAACGGTTCACATTCCATTA
TTTGTAAAGTTACCTGCTGTTAGCTTTCATTATTTTTGCTACACTCATTTTATTTGTATTT
AAMATGTTTTAGGCAACCTAAGAACAAATGTAAAAGTAAAGATGCAGGAAAAATGAATTGCT
TGGTATTCATTACTTCATGTATATCAAGCACAGCAGTAAARACAAAAACCCATGTATTTAAC

TTTTTTTTAGGATTTTTGCTTTIGTGATTTITTTTTTTTTTTTTTGATACTTGCCTAACAT
GCATGTGCTGTAAARAATAGTTAACAGGGAAATAACTTGAGATGATGCGCTAGCTTTGTTTAA
TGTCTTATGAAATTTTCATGAACAATCCAAGCATAATTGTTAAGAACACGTGTATTAAATT
CATGTAAGTGGAATAAAAGTTTTATGAATGGACTTTTCAACTACTTTCTCTACAGCTTTTC
ATGTAAATTAGTCTTGGTTCTGAAACTTCTCTAAAGGAAATTGTACATTTTTTGAAATTTA
TTCCTTATTCCCTCTTGGCAGCTAATGGGCTCTTACCAAGTTTAARCACAARATTTATCAT
ARCAAAAATACTACTAATATAACTACTGTTTCCATGTCCCATGATCCCCTCTCTTCCTCCC
CACCCTGAAARAAAATGAGTTCCTATTTTTTCTGGGAGAGGGGGGGATTGATTAGRAAAARA

19



ES 2407975 T3

TGTAGTGTGTTCCATTTAARRATTTTGGCATATGGCATTTTCTAACTTAGGAAGCCACAATG
TTCTTGGCCCATCATGACATTGGGTAGCATTAACTGTAAGTTTTGTGCTTCCARATCACTT
TTTGGTTTTTAAGAATTTCTTGATACTCTTATAGCCTGCCTTCAATTTTGATCCTTTATTC
TTTCTATTTGTCAGGTGCACAAGATTACCTTCCTGTTTTAGCCTTCTGTCTTGTCACCAAC
CATTCTTACTTGGTGGCCATGTACTTGGARAAAGGCCGCATGATCTTTCTGGCTCCACTCA
GTGTCTAAGGCACCCTGCTTCCTTTGCTTGCATCCCACAGACTATTTCCCTCATCCTATTT
ACTGCAGCAAATCTCTCCTTAGTTGATGAGACTGTGTTTATCTCCCTTTARAACCCTACCT
ATCCTGAATGGTCTGTCATTGTCTGCCTTTAAAATCCTTCCTCTTTCTTCCTCCTCTATTC
TCTAAATAATGATGGGGCTAAGTTATACCCAAAGCTCACTTTACAARAATATTTCCTCAGTA
CTTTGCAGAAAACACCARACAARAATGCCATTTTAAAAAAGGTGTATTTTTTCTTTTAGAA
TGTAAGCTCCTCAAGAGCAGGGACAATGTTTTCTGTATGTTCTATTGTGCCTAGTACACTG
TAAATGCTCAATAAATATTGATGATGGGAGECAGTGAGTCTTGATGATAAGGGTGAGAAAC

TGAAATCCC
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REIVINDICACIONES

1. Un método de prueba in vitro que comprende:

en una muestra de suero o liquido sinovial obtenida de un sujeto mamifero que tiene, o corre riesgo de tener una
artritis, determinar la presencia, la ausencia o la cantidad de una proteina 14-3-3 eta en la muestra, en la que 14-
3-3 eta esta presente en mayores niveles en el suero o el liquido sinovial de los pacientes con artritis en
comparacion con los pacientes normales.

2. Un método de diagnéstico in vitro que comprende determinar la presencia, la ausencia o la cantidad de una
proteina 14-3-3 eta en el liquido sinovial o el suero de un sujeto mamifero y evaluar el estado de una enfermedad
artritica basandose al menos en parte en la presencia, la ausencia o la cantidad de la proteina, donde 14-3-3 eta
esta presente en mayores niveles en el suero o el liquido sinovial de los pacientes con artritis en comparacion con
los pacientes normales.
3. Un método para evaluar in vitro la eficacia de un medicamento para la artritis, que comprende:
determinar la presencia, la ausencia o la cantidad de una proteina 14-3-3 eta en el liquido sinovial o el suero de
un sujeto mamifero sometido a una tanda de tratamiento con el medicamento; y evaluar la eficacia del
medicamento basandose al menos en parte en la presencia, la ausencia o la cantidad de la proteina, donde eta
14-3-3 esta presente en mayores niveles en el suero o el liquido sinovial de los pacientes con artritis en
comparacién con los pacientes normales.
4. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde el sujeto es un ser humano.
5. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, donde la artritis es artritis reumatoide.

6. El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el sujeto esta recibiendo un tratamiento para la
artritis.

7. El método de la reivindicaciéon 6, donde el tratamiento es un tratamiento anti-TNF.
8. El método de la reivindicacion 6, donde el tratamiento es una terapia modificadora de la enfermedad para artritis.

9. El uso de un compuesto que se une a la proteina 14-3-3 eta para diagnosticar el estado de una enfermedad
artritica en un sujeto mamifero, donde el uso es in vitro.

10. El uso de un compuesto que se une a la proteina 14-3-3 eta para seguir la evolucién del estado de una
enfermedad artritica en un sujeto mamifero, donde el uso es in vitro.

11. El uso de acuerdo con la reivindicacion 9 o 10, donde el compuesto es un anticuerpo.
12. El uso de un juego compuesto por un anticuerpo especifico para la isoforma eta de las proteinas 14-3-3 para
usar en la deteccion de una proteina 14-3-3 eta en una muestra de un paciente segun el método de cualquiera de

las reivindicaciones 1 a 3.

13. El uso de acuerdo con la reivindicacion 12 donde el juego comprende ademas el uso de un anticuerpo que se
une a las metaloproteinasas de matriz (MMP).
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