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DESCRIPCION
Procedimiento de diagnoéstico de una esclerodermia sistémica o de una hipertension arterial pulmonar

La invencién se refiere a un procedimiento in vitro de deteccion de una esclerodermia sistémica (ScS) o de una
hipertension arterial pulmonar asociada a una esclerodermia (HTAP-ScS), o de una hipertensién arterial pulmonar
idiopatica (HTAPI) en un sujeto, que comprende la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de anticuerpos
en una muestra biolégica procedente de un paciente, como se describe en las reivindicaciones.

Estado de la técnica

La esclerodermia sistémica (ScS) es una enfermedad rara que se caracteriza por la aparicion de lesiones fibrosas
que afectan a la piel y a ciertas visceras como el pulmén, el tubo digestivo y el corazén, asi como una
hiperreactividad vascular que es causa de un fenédmeno de Raynaud y de manifestaciones severas como la crisis
renal y la hipertension arterial pulmonar (HTAP). La fisiologia de la ScS es compleja y parcialmente comprendida. La
aparicién de una ScS resulta de la disfuncion de tres tipos de células, los linfocitos B y T responsables de una
desregulacion inmunitaria, las células endoteliales responsables de anomalias vasculares y los fibroblastos
responsables de lesiones fibrosas.

El noventa por ciento de los pacientes esclerodérmicos tienen anticuerpos antinucleares (AAN) en su suero. Ciertos
auto-anticuerpos son muy especificos de la ScS y mutuamente excluyentes, como los anticuerpos anti-
topoisomerasa | (anti-SCI-70) (ATA) (Tamby et al., 2007), presentes con mayor frecuencia en las formas difusas de
la enfermedad, los anticuerpos anti-centromero (ACA), asociados en general a las formas cutaneas limitadas (Moroi
et al., 1980), o los anticuerpos anti-ARN polimerasa Ill asociados a las formas cutdneas difusas y a la aparicion de
una crisis renal (Bunn et al., 1998). Los AAN no tienen ningun papel patégeno demostrado en el curso de la ScS
pero su deteccién constituye una ayuda para el diagndstico precoz de la ScS. Otros auto-anticuerpos no especificos
de la ScS como los anticuerpos anti-ribonucleoproteina, anti-SSA y anti-SSB, los anticuerpos anti-cardiolipina o el
factor reumatoide se encuentran algunas veces en el curso de la ScS. Los anticuerpos anti-células endoteliales
(AECA) se pueden detectar en el 28 a 54 % de los pacientes esclerodérmicos. Estos autoanticuerpos son capaces
de inducir la expresion de moléculas de adhesion y de provocar una apoptosis de las células endoteliales en
presencia de células citotoxicas naturales (« natural killer ») (Bordron et al., 1998). Las dianas de los AECA en el
curso de la ScS todavia son mal conocidas y a fecha de hoy no se ha identificado el antigeno especifico de la célula
endotelial. En cambio, la ADN topoisomerasa 1 (Garcia de la Pena-Lefebvre et. al., 2004) y la proteina centromérica
B (Servettaz et al., 2006) han sido identificadas como las dianas de los AECA en los enfermos esclerodérmicos. Los
anticuerpos anti-fibroblastos (AFA) han sido identificados en los pacientes esclerodérmicos. Estos anticuerpos son
capaces de activar los fibroblastos, de aumentar la expresion de moléculas de adhesién como la molécula-1 de
adhesion inter-celular (ICAM) y pro-inflamatorios (aumento de los niveles de ARNm, de IL-1a, de IL-18 y de IL-6) asi
como la sintesis de colageno (Chizzolini et al., 2002). Se ha demostrado recientemente que los AFA se pueden fijar
sobre la topoisomerasa 1 adsorbida en la superficie de los fibroblastos (Henault et al., 2006). En el ensayo ELISA
(ensayo de inmunoabsorbente ligado a enzimas), los AFA se han encontrado en el 30 % de los pacientes que
presentan una HTAP asociada a una ScS (Tamby et al., 2006).

La hipertension arterial pulmonar (HTAP) es una patologia rara responsable de la aparicion de una
descompensacion cardiaca derecha que puede llevar a la muerte. El diagnéstico de HTAP se establece mediante un
cateterismo derecho que permite la medida de la presion arterial pulmonar media superior o igual a 25 mm de Hg en
reposo en ausencia de elevacion de la presion capilar pulmonar (Rubin, 1997). La aparicion de una HTAP es la
consecuencia de una obstruccion crénica de las pequefias arterias pulmonares secundaria a la proliferacion de
células endoteliales, de células musculares lisas vasculares y de fibroblastos (Dorfmuller et al, 2003). En particular,
la neo-muscularizacién de las pequefias arterias pulmonares periféricas normalmente no musculares es una
caracteristica comun a todas las formas de remodelado asociadas a la HTAP.

La HTAP puede ser idiopatica, es decir esporadica, pero también familiar, asociada a la toma de anorexigenos
(dexfenfluramina), o asociada a un cierto nimero de patologias incluyendo la infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH). La HTAP puede estar asociada también a colagenosis como la ScS (Hachulla et
al, 2005), el sindrome de Sharp (0 conectivitis mixta), o mas raramente el lupus eritematoso sistémico.
Aproximadamente 8 a 12 % de los pacientes esclerodérmicos desarrollan una HTAP, causa de una mortalidad
elevada. Ademas, en el curso de la HTAP idiopética, se encuentran de vez en cuando sefiales de auto-inmunidad, a
saber anticuerpos anti-nucleares o anticuerpos anti-tiroglobulina. La presencia de anticuerpos anti-células
endoteliales (Tamby et al, 2005) y de anticuerpos anti-fibroblastos (Tamby et al, 2006) ha sido descrita en el curso
de la HTAP idiopatica o asociada a la ScS. Sin embargo, no ha sido estudiado el valor predictivo de estos
anticuerpos en la aparicion de la HTAP y el papel potencial de los fendmenos auto-inmunes en la patogenia de la
HTAP idiopatica permanece incierto (Mouthon et al, 2005).

En la mayor parte de los casos, la HTAP se detecta cuando el paciente presenta una disnea de grado Ill o IV.
Cuando el paciente es atendido por una enfermedad crénica como la ScS, la HTAP se detecta por una ecografia
cardiaca anual. La solicitud de patente US 2002/0009749 describe la deteccion de anticuerpos anti-HMG-1 (proteina
1 del grupo de alta movilidad) y anti-HMG-2 para el diagnostico de enfermedades auto-inmunes, entre otras la
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esclerodermia sistémica. Terrier et al., han identificado los antigenos de anticuerpos anti-fibroblastos presentes en
los pacientes afectados de hipertension arterial pulmonar (Terrier et al., 2008). Sigue haciendo falta un ensayo
sencillo y fiable para la deteccién de una ScS y/o de una HTAP, que seria valioso para un diagndstico lo mas precoz
posible y que permitiria poner en marcha rapidamente estrategias terapéuticas para mejorar el estado del paciente y
sus posibilidades de sobrevivir. La invencion tiene por objeto un ensayo de ese tipo.

Resumen de lainvenciéon

La invencion proporciona ahora un procedimiento in vitro de deteccién de una esclerodermia sistémica (ScS) o de
una hipertension arterial pulmonar asociada a una esclerodermia (HTAP-ScS) o de una hipertension arterial
pulmonar idiopatica (HTAPi) en un sujeto, que comprende la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de al
menos un anticuerpo elegido del grupo constituido por los anticuerpos anti-galectina-1, anti-proteina FAM10A4, anti-
fosfoproteina 1 inducida por el estrés, y anti-precursor de la proteina de 78 kDa regulada por la glucosa, en una
muestra biolégica procedente de un paciente,

siendo indicativa de una ScS o de una HTAPI, la presencia de un anticuerpo anti-precursor de la proteina de 78 kDa
regulada por la glucosa;

siendo indicativa de una HTAP-ScS o de una HTAPI, la presencia de un anticuerpo anti-proteina FAM10A4;
siendo indicativa de una ScS, la presencia de un anticuerpo anti-galectina-1;

o siendo indicativa de una ScS, de una HTAP-ScS o de una HTAPI, la presencia de una cantidad superior a un valor
control de un anticuerpo anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés.

Descripcion detallada de la invencién

La esclerodermia sistémica (ScS) y la hipertension arterial pulmonar (HTAP) se caracterizan las dos por la presencia
de autoanticuerpos (AAc) en el suero de los pacientes, en particular AAc dirigidos contra las células endoteliales y
los fibroblastos. Antes de los trabajos presentados a continuacion, ningin AAc dirigido contra las células musculares
lisas vasculares (CMLV) habia sido puesto en evidencia. La caracterizacion por los inventores de dichos anticuerpos
dirigidos contra las CMLV es de una importancia capital, especialmente teniendo en cuenta el papel clave de estas
células en la fisiopatologia de la ScS, con o sin HTAP, y de la HTAPI.

Los inventores se han propuesto identificar los anticuerpos dirigidos contra las CMLV y caracterizar las dianas
antigénicas. Para hacer esto, los inventores han utilizado las CMLV de las arterias mamarias internas como fuente
de antigenos y han analizado los sueros de pacientes de fenotipo idéntico (pacientes que tienen una ScS sin o con
HTAP, pacientes que tienen una HTAP idiopatica, o HTAPI, y sujetos sanos). Se han buscado los anticuerpos con
ayuda de una técnica de inmunotransferencia en dos dimensiones seguida de una identificacion de los antigenos por
espectrometria de masas (véase la seccion « Ejemplos » mas adelante).

Los inventores han podido demostrar asi numerosas reactividades de 1gG de las que algunas son muy intensas con
el conjunto (pool) de los sueros de pacientes analizados en inmunotransferencia en una dimension, mientras que los
sujetos sanos no expresaban casi ninguna reactividad de 1gG. Los inventores han caracterizado, en
inmunotransferencia en dos dimensiones, varias manchas proteicas reconocidas por al menos el 80 % de las IgG de
los conjuntos de sueros de un grupo de pacientes dados, y no por las IgG séricas de un conjunto de sujetos sanos y
otras manchas proteicas reconocidas por la gran mayoria de las IgG séricas de los conjuntos de enfermos con una
intensidad mayor que la de las IgG séricas del conjunto de sujetos sanos.

Definiciones:

El término « muestra bioldgica » se refiere a cualquier muestra biolodgica procedente de un paciente. Los ejemplos
de muestras incluyen los liquidos bioldgicos y las biopsias de tejidos. Los fibroblastos de pacientes esclerodérmicos
cultivados a partir de biopsias de la piel constituyen igualmente un ejemplo de muestra biolégica. De manera
preferente, la muestra puede ser de sangre, suero, saliva, orina, semen. De manera ventajosa preferida, la muestra
bioldgica es una muestra de sangre o de suero.

El término « paciente » se refiere a cualquier sujeto susceptible de ser sometido a ensayo. Con preferencia se trata
de un ser humano, pero el término incluye cualquier otro mamifero, tal como perros, gatos, roedores, ganado,
caballos, monos etc. El paciente puede ser sometido a ensayo independientemente de su sexo o edad. El paciente
puede ser un sujeto en riesgo, puede ser asintomatico o puede presentar signos precoces o avanzados de una ScS
y/o de una HTAP. Por ejemplo el paciente puede ser un sujeto predispuesto a desarrollar una ScS y/o una HTAP, en
particular un sujeto que es portador de una o varias mutaciones en el gen que codifica BMPRII, endoglina o ALK1.

El término « diagndstico » significa la identificacion de la patologia o la evaluacion del estado de gravedad de la
patologia.

El término « prondstico » significa la evaluacion del riesgo de empeoramiento y de sus consecuencias.
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El término « valor control » se refiere a un valor basal que corresponde a la media de los valores obtenidos con la
muestra bioldgica de sujetos sanos, no afectados por una ScS o una HTAP o una enfermedad susceptible de
provocar una HTAP. Se puede tratar de un valor estadistico de referencia.

Para evaluar la evolucion de la patologia, puede ser (til someter a ensayo a un paciente y controlar el efecto de un
tratamiento o la evolucion de la patologia, sometiendo de nuevo a ensayo al paciente, por ejemplo con varios meses
de intervalo. En este caso, los resultados de la segunda prueba se comparan con los resultados de la primera
prueba, y también frecuentemente con el valor denominado « control ».

Una cantidad de anticuerpos « superior al valor control » significa generalmente un aumento estadisticamente
significativo, por ejemplo de al menos dos desviaciones estandar por encima de la media de las densidades opticas
de las reactividades de IgG del conjunto de los sujetos sanos.

Por « antigeno de captura », se entiende un antigeno, con preferencia fijado a una base sélida, que es capaz de
retener dicho al menos un anticuerpo, presente en una muestra biolégica, por unién por afinidad. El antigeno de
captura puede ser marcado. El término « marcado » se refiere también tanto a un marcaje directo (por medio de
enzimas, radioisétopos, fluorocromos, compuestos luminiscentes, etc.) como a un marcaje indirecto (por ejemplo,
por medio de anticuerpos marcados ellos mismos de manera directa o con la ayuda de reactivos de una " pareja de
afinidad " marcada, tal como, pero no exclusivamente, la pareja avidina marcada-biotina, etc.).

Anticuerpos identificados:

Como se indica en la seccion « Ejemplos », los inventores han identificado varios anticuerpos anti-CMLV en los
enfermos que tienen una ScS con o sin HTAP, o que tienen una HTAPI.

La deteccion y/o la cuantificacién de estos anticuerpos se pueden utilizar para detectar una ScS y/o una HTAP, para
realizar el prondstico o el seguimiento de estas patologias, o para evaluar la eficacia de un tratamiento contra estas
patologias.

Los antigenos reconocidos por los anticuerpos identificados se enumeran mas adelante. El nombre y los niUmeros de
acceso que corresponden a estos antigenos en la base de datos de secuencias proteicas SWISSPROT se dan en
las tablas 1 y 2 de la seccion « Ejemplos ».

Los inventores han caracterizado varias reactividades contra las CMLV en los sueros de pacientes que no se
encuentran en los sueros de sujetos sanos. Los anticuerpos identificados son los anticuerpos anti-precursor de la
proteina de 78 kDa regulada por la glucosa, anti-caldesmona, anti-proteina FAM10A4, anti-zixina, anti-galectina 1,
anti-precursor A3 de la proteina disulfuro-isomerasa, anti-desmina, anti-periferina, anti-ribonucleoproteina H nuclear
heterogénea, anti-cadena beta de la tubulina y anti-polimerasa | y factor de liberacién de transcripcion. En un modo
particular de realizacion, el procedimiento descrito en este documento comprende la determinacion de la presencia
de al menos un anticuerpo elegido del grupo constituido por los anticuerpos anti-precursor de la proteina de 78 kDa
regulada por la glucosa, anti-caldesmona, anti-proteina FAM10A4, anti-zixina, anti-galectina 1, anti-precursor A3 de
la proteina disulfuro-isomerasa, anti-desmina, anti-periferina, anti-ribonucleoproteina H nuclear heterogénea, anti-
cadena beta de la tubulina y anti-polimerasa | y factor de liberacién de transcripcion en una muestra bioldgica
procedente de un paciente, siendo indicativa la presencia de dicho al menos un anticuerpo, de una esclerodermia
sistémica y/o de una hipertension arterial pulmonar o de un riesgo de desarrollar una esclerodermia sistémica y/o
una hipertension arterial pulmonar.

Los inventores han caracterizado igualmente varias reactividades que tienen una intensidad significativamente
mayor en los pacientes que en los sujetos sanos. Estas reactividades corresponden a los anticuerpos anti-vimentina,
anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés, anti-a-enolasa, anti-triosafosfato isomerasa, anti-precursor de la albumina
sérica, anti-lsozima L1 de la carboxilo-terminal hidrolasa de ubiquitina, anti-actina citoplasmica 2, anti-
peroxiredoxina-6, anti-proteina 2 de unién al elemento aguas arriba Far (o anti-proteina 2) anti-precursor de la
reticulocabina-1, anti-y-enolasa, anti-precursor mitocondrial de la peréxido reductasa dependiente de la tioredoxina,
anti-proteina de activacion de GTPasa especifica de Ran y anti-proteina B1 del grupo de alta movilidad. En un modo
particular de realizacion, los anticuerpos que corresponden a las reactividades que tienen mayor intensidad en los
pacientes que en los sujetos sanos se utilizan en un procedimiento descrito en este documento que comprende la
comparacion de la cantidad de al menos un anticuerpo elegido del grupo constituido por los anticuerpos anti-
vimentina, anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés, anti-a-enolasa, anti-triosafosfato isomerasa, anti-precursor de
la albumina sérica, anti-lIsozima L1 de la carboxilo-terminal hidrolasa de ubiquitina, anti-actina citoplasmica 2, anti-
peroxiredoxina-6, anti-proteina 2 de unién al elemento aguas arriba Far (o anti-proteina 2) anti-precursor de la
reticulocabina-1, anti-y-enolasa, anti-precursor mitocondrial de la peréxido reductasa dependiente de la tioredoxina,
anti-proteina de activacion de GTPasa especifica de Ran y anti-proteina B1 del grupo de alta movilidad en una
muestra biolégica procedente de un paciente, con un valor control, siendo indicativa la presencia de dicho al menos
un anticuerpo en una cantidad superior al valor control, de una esclerodermia sistémica y/o de una hipertension
arterial pulmonar o de un riesgo de desarrollar una esclerodermia sistémica y/o una hipertension arterial pulmonar.

La invencién se refiere por tanto a la utilizacion de al menos un anticuerpo dirigido contra las CMLV, en un
procedimiento, con preferencia in vitro, de deteccion de una ScS y/o de una HTAP.
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Con preferencia, los anticuerpos dirigidos contra las CMLV utilizados en los procedimientos descritos, se eligen del
grupo constituido por los anticuerpos anti-precursor de la albimina sérica, anti-zixina, anti-galectina-1, anti-lsozima
L1 de la carboxilo-terminal hidrolasa de ubiquitina, anti-caldesmona, anti-proteina FAM10A4, anti-proteina 2 de union
al elemento aguas arriba Far, anti-actina citoplasmica 2, anti-y-enolasa, anti-precursor A3 de la proteina disulfuro-
isomerasa, anti-desmina, anti-periferina, anti-ribonucleoproteina H nuclear heterogénea, anti-fosfoproteina 1
inducida por el estrés, anti-triosafosfato isomerasa, anti-peroxiredoxina-6, anti-reticulocabina-1, anti-peroxiredoxina-
2, anti-precursor mitocondrial de la peréxido reductasa dependiente de la tioredoxina, anti-proteina de activacion de
GTPasa especifica de Ran, anti-proteina B1 del grupo de alta movilidad, anti-cadena beta de la tubulina y anti-
polimerasa | y factor de liberacion de transcripcion.

En un modo particular de realizacion, los anticuerpos dirigidos contra las CLMV utilizados en los procedimientos
descritos, se eligen del grupo constituido por los anticuerpos anti-precursor de la albimina sérica, anti-zixina, anti-
galectina-1, anti-lsozima L1 de la carboxilo-terminal hidrolasa de ubiquitina, anti-caldesmona, anti-proteina
FAM10A4, anti-proteina 2 de unién al elemento aguas arriba Far, anti-actina citoplasmica 2, anti-y-enolasa, anti-
precursor A3 de la proteina disulfuro-isomerasa, anti-desmina, anti-periferina, anti-ribonucleoproteina H nuclear
heterogénea, anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés, anti-triosafosfato isomerasa, anti-peroxiredoxina-6 y anti-
reticulocabina-1.

Los anticuerpos identificados por los inventores se pueden utilizar en los procedimientos descritos solos o en
combinacion. La deteccién y/o la cuantificacion se pueden realizar con respecto a uno solo de los anticuerpos
identificados, o pueden implicar a una pluralidad de anticuerpos. Se puede componer asi la realizacion del
procedimiento sobre un soporte sélido, por ejemplo una microplaca, sobre la cual se disponen de manera definida y
ordenada los antigenos que corresponden a la pluralidad de anticuerpos a detectar y/o cuantificar.

Segun un modo de realizacién de la invencion, los procedimientos descritos utilizan la deteccion de un anticuerpo
anti-galectina 1 o anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés.

Segun un modo de realizacion de la invencion, los procedimientos descritos utilizan la detecciéon de un anticuerpo
anti-galectina 1 para el diagnostico, el prondstico o el seguimiento de la ScS. En efecto, los inventores han podido
demostrar que este anticuerpo es especifico de la ScS, teniendo en cuenta su presencia en los sueros de pacientes
de ScS con o sin HTAP asociada, y su ausencia en los sueros de pacientes que sufren de HTAPI.

Segun otro modo de realizacion de la invencion, los procedimientos descritos utilizan la deteccion de un anticuerpo
anti-precursor de la proteina de 78 kDa regulada por la glucosa para el diagndstico, el prondstico o el seguimiento de
la ScS o de la HTAPI.

Segun otro modo de realizacion de la invencion, los procedimientos descritos utilizan la deteccion de un anticuerpo
anti-proteina FAM10A4 para el diagnostico, el prondstico o el seguimiento de la HTAP, ya sea idiopatica o asociada
a una ScS.

Valoracion de los anticuerpos:

La muestra bioldgica es con preferencia una muestra de suero, con preferencia diluido 1/100, o mas, por ejemplo
1/200 o 1/400.

De manera ventajosa, la cantidad de anticuerpos se puede determinar mediante un inmunoensayo.

La muestra biolégica se puede tratar opcionalmente en una etapa preliminar, o se puede poner directamente en
presencia de al menos un antigeno de captura.

El procedimiento segun la invencion se puede realizar segun diversos formatos bien conocidos por los expertos en la
técnica: en fase soélida o en fase homogénea; en un tiempo o en dos tiempos; en método competitivo, a titulo de
ejemplos no limitativos.

Seguln un modo de realizacion preferido, el antigeno de captura se inmoviliza sobre una fase sélida. Se pueden
utilizar, a titulo de ejemplos no limitativos de fase solida, las microplacas, especialmente microplacas de poliestireno,
tales como las comercializadas por la empresa Nunc, Dinamarca. También se pueden utilizar particulas o perlas
sélidas, perlas paramagnéticas, tales como las suministradas por Dynal o Merck-Eurolab (Francia) (bajo la marca
Estapor™) o también tubos de ensayo de poliestireno o polipropileno, etc.

Es igualmente posible un formato de inmunoensayo para la deteccion de anticuerpos por competicion. También son
posibles otras modalidades de inmunoensayo y son bien conocidas por los expertos en la técnica.

Las valoraciones por ELISA, radioinmunoensayos, o cualquier otra técnica de deteccidon se pueden utilizar para
revelar la presencia de los complejos de antigeno-anticuerpo formados.

Segun un modo particular de realizacion preferido, el antigeno de captura corresponde a una proteina completa o a

un fragmento de dicha proteina. Por ejemplo, el procedimiento de la invencién comprende poner en contacto una

muestra biolégica con una proteina completa reconocida por el anticuerpo que se va a detectar y/o cuantificar. A
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titulo ilustrativo, la invencién comprende poner en contacto una muestra de sangre o de suero con la galectina 1 o la
fosfoproteina 1 inducida por el estrés completa, para la detecciéon y/o la cuantificacion de los anticuerpos anti-
galectina o anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés, en dicha muestra.

En un ejemplo particular, el antigeno de captura se puede acoplar a una glutation S transferasa (GST), antes de ser
depositado sobre una microplaca.

A titulo ilustrativo, las muestras de suero que se van a someter a ensayo, por ejemplo, diluidas 1/100, se incuban
sobre la microplaca. Después de lavado, se afiaden anticuerpos anti-Fcy humanos marcados (por ejemplo, con una
fosfatasa alcalina), siendo revelados los complejos (por ejemplo, mediante la adicién de un sustrato de la fosfatasa
cuya escision se puede detectar mediante la lectura de la absorbancia).

Pacientes diana:
Los pacientes diana son aquellos susceptibles de desarrollar una ScS y/o una HTAP.

Se puede tratar de un paciente que sufre una HTAP asociada a una conectivitis, tal como una esclerodermia
sistémica, al sindrome de Sharp (que es una conectivitis mixta), 0 a un lupus eritematoso sistémico.

El paciente puede sufrir igualmente una HTAP idiopatica o familiar.

Mas generalmente, todo paciente afectado de una enfermedad vascular pulmonar puede ser sometido de forma
ventajosa al procedimiento de deteccion de una HTAP tal como se define en la invencion.

Ademas, la HTAP detectada puede ser también una hipertension porto-pulmonar (es decir una HTAP asociada a
una hipertension portal), o estar asociada a una cardiopatia congénita, o a una infeccion por el virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), o también puede ser una hipertension pulmonar post-embdlica, que complica la
evolucion de una bronquitis cronica obstructiva o de una cardiopatia ciandgena.

Otros pacientes diana son los expuestos a ciertos medicamentos supresores del apetito como la fenfluramina cuya
prescripcion puede contribuir a la aparicion de una HTAP.

Otras personas susceptibles de beneficiarse de este tipo de ensayo son las portadoras de una mutacion en el gen
gue codifica BMPRII, endoglina o ALK1, y que eventualmente no presentan HTAP detectable en la ecografia, con el
fin de detectar los individuos susceptibles de desarrollar posteriormente una HTAP.

Evaluacién de la eficacia de un tratamiento:

Otro objeto de este documento es un procedimiento in vitro de evaluacién de la eficacia de un tratamiento contra una
ScS y/o una HTAP, que comprende la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de al menos un anticuerpo
tal como se ha definido antes en una muestra bioldgica procedente de un paciente, a diferentes tiempos antes, en el
curso de o después del tratamiento, siendo indicativa de una mejoria de la ScS o de la HTAP, la disminucion de la
cantidad de dicho al menos un anticuerpo a lo largo del tiempo.

El tratamiento clasico actual de la HTAP asocia un tratamiento sintomético y un tratamiento vasodilatador. El
tratamiento sintomatico asocia anti-coagulantes, una oxigenoterapia y diuréticos. El tratamiento vasodilatador se
apoya sobre las siguientes moléculas: blogqueadores de los canales de calcio, epoprostenol (prostaciclina) prescrito
por via intravenosa en perfusion continua, los inhibidores de los receptores de la endotelina, selectivos o no, en
particular el bosentén, el sitaxentan y el ambrisentan, los inhibidores de las fosfodiesterasas de tipo 5 en particular el
sildenafilo, el taladafilo, siendo administrado el conjunto de estos medicamentos por via oral, y el iloprost inhalado,
analogo de la prostaciclina, administrado por inhalacién. Estos tratamientos se pueden combinar opcionalmente. En
caso de fracaso de estas terapias, se puede proponer un trasplante pulmonar o de corazén-pulmones. En el curso
de la ScS es clasico prescribir vasodilatadores, en primer lugar los inhibidores calcicos en el tratamiento del
fenébmeno de Raynaud, los inhibidores de la bomba de protones y un procinético, la domperidona, en el tratamiento
del reflujo gastro-esofagico. Los otros tratamientos dependen de las afecciones presentadas por el paciente:
colchicina o corticoides en dosis bajas en caso de afeccion articular inflamatoria, inhibidores de la enzima de
conversién en caso de crisis renal, ciclofosfamida en caso de neumopatia infiltrante difusa evolutiva, tratamiento
vasodilatador de una hipertension arterial pulmonar.

Las figuras y ejemplos que siguen ilustran la invencion sin limitar su alcance.
Leyendas de las figuras

La figura 1 corresponde a una inmunotransferencia en una dimensién que muestra las reactividades de las 1gG
séricas de pacientes esclerodérmicos con HTAP (n=3) o sin HTAP (n=6), de pacientes que tienen una HTAP
idiopatica (n=6) y de sujetos sanos (n=4) con respecto a las proteinas de células musculares lisas vasculares. La
HTAP estaba documentada por cateterismo derecho en el conjunto de los pacientes. ScS: esclerodermia sistémica;
HTAP: hipertensién arterial pulmonar; HTAPI: hipertension arterial pulmonar idiopatica; HTAP-ScS: hipertension
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arterial pulmonar asociada a una esclerodermia; C: control interno (HTAP-ScS); PBS: solucion salina tamponada con
fosfato.

La figura 2 corresponde a un gel de referencia en dos dimensiones de un extracto proteico total de células
musculares lisas vasculares, tefiido con nitrato de plata. La primera dimensién (eje horizontal): pH 3-10, segunda
dimensién (eje vertical): gradiente de acrilamida 7-18 %, permiten el recuento de 880 manchas proteicas.

La figura 3 es un gréafico que muestra el nimero de manchas proteicas reconocidas por las IgG de 15 conjuntos de 3
sueros de pacientes fenotipicamente idénticos que tienen una esclerodermia sistémica y/o una HTAP y por un
conjunto de 12 sujetos sanos después de ajuste sobre el gel de referencia. La escala de las ordenadas indica el
numero de reactividades de IgG.

La figura 4 muestra la proporcién de las manchas de reactividad reconocidas por las IgG de los sueros de los
conjuntos de 3 pacientes en el seno de cada grupo (reconocidas o no por los sujetos sanos). 20 %, 40 %, 60 %, 80
%, 100 %: numero de manchas proteicas reconocidas respectivamente por 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5 de los conjuntos de
pacientes en un grupo dado.

La figura 5 representa el nimero de manchas reconocidas por las IgG de los sueros de los conjuntos de pacientes
de cada grupo y no reconocidas por los sueros de los sujetos sanos. 20 %, 40 %, 60 %, 80 %, 100 %: nimero de
manchas proteicas reconocidas respectivamente por 1/5, 2/5, 3/5, 4/5, 5/5 de los conjuntos de pacientes en un grupo
dado.

La figura 6 muestra la localizacion de las manchas proteicas candidatos sobre el gel de electroforesis en dos
dimensiones de un extracto proteico total de células musculares lisas vasculares, tefiido con nitrato de plata. Primera
dimensién (eje horizontal): pH 3-10, segunda dimension (eje vertical): gradiente de acrilamida 7-18 %.

La figura 7 muestra la intensidad de las reactividades de las IgG de los 15 conjuntos de 3 sueros de pacientes y del
conjunto de sueros de sujetos sanos dirigidas contra la a-enolasa y la fosfoproteina 1 inducida por el estrés sobre
membranas de PVDF de los diferentes grupos de enfermos. La zona de membrana de PVDF representada para
cada uno de los grupos corresponde a un pHi comprendido entre 6,6 y 7,9 y pesos moleculares comprendidos entre
51y 70 kDa.

La figura 8 es una representacion gréfica de la deteccion de anticuerpos anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés
(stress induced phosphoprotein 1 o STIP1) por ELISA en los sueros de pacientes que sufren una ScS, una HTAPI,
una HTAP asociada a una ScS y en los sueros de sujetos controles sanos (HC). Los datos registrados corresponden
a la densidad Optica de las proteinas a 405 nm (DO405), habiéndose restado el ruido de fondo (DO405 del tampdn
de bicarbonato). Cada punto representa la reactividad de una muestra de suero. Las barras horizontales Unicas
indican la media y las barras horizontales dobles indican la desviacion estdndar. Las muestras se consideran
positivas cuando la densidad Optica es superior o igual a la media + 2 desviaciones estandar del control (2 et).

La figura 9 muestra el efecto del suero y de las 1gG purificadas de pacientes que tienen una ScS, una ScS-HTAP o
una HTAPI, sobre la contraccién de una matriz de colageno por las CMLV de la aorta. Se ha seguido durante 4 dias
la contraccion de matrices de coldgeno sembradas con las CMLYV, en presencia de SVF (suero de ternera fetal), de
suero, o de IgG purificadas de pacientes que tienen una ScS, ScS-HTAP, o una HTAPI. A: fotografias de 4 matrices
que corresponden a las 4 condiciones patolégicas, incubadas con el suero (Al) o con las IgG purificadas (A2), en los
dias 0 y 4 (JO y J4). B: representacion grafica de la cinética de contraccion de matrices de coldgeno incubadas con
el suero (Al) o con las IgG purificadas (A2) de pacientes ScS, ScS-HTAP o HTAPI, o de sujetos sanos emparejados.
Para cada condicion, se han utilizado 10 sueros o IgG purificadas. "Sueros: Sanos/ScS p = 0,012; IgG purificadas
Sanos/HTAPi p = 0,001.

La figura 10 muestra el efecto del suero y de las 1gG purificadas de pacientes que tienen una ScS, una ScS-HTAP, o
una HTAPI, sobre la contraccion de una matriz de colageno por las CMLV activadas por el TNF-a. La contraccion de
matrices de colageno sembradas con las CMLV se ha seguido durante dos dias (sueros) o tres dias (IgG
purificadas), en presencia de SVF, de suero, o de IgG purificadas de pacientes que tienen una ScS, una ScS-HTAP,
o una HTAPI. A: fotografias de 4 matrices que corresponden a las 4 condiciones patoldgicas, incubadas con el suero
(A1) o con las IgG purificadas (A2), los dias 0y 2 (suero) o el dia 3 (IgG purificadas). B: representacion grafica de la
cinética de contraccion de matrices de colageno incubadas con el suero (B1) o con las IgG purificadas (B2) de
pacientes ScS, ScS-HTAP o HTAPI, o de sujetos sanos emparejados. Para cada condicion, se han utilizado 10
sueros o IgG purificadas. "Sanos/HTAPI p = 0,001; Sanos/ScS-HTAP p = 0,029

Ejemplo 1
Materiales y métodos
Sueros

Los inventores han utilizado los sueros de pacientes que tienen una HTAPI 0 una ScS con o sin HTAP. La HTAP era
detectada por una ecografia cardiaca trans-toracica y confirmada por un cateterismo derecho. Los pacientes
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esclerodérmicos respondian a los criterios de la Asociacién Americana de Reumatologia (ARA) y/o a los criterios de
Leroy y Medsger. Los sueros se recogian y conservaban a -80 °C antes de su utilizacién. Todos los pacientes
habian firmado un consentimiento informado en el marco del estudio de HTAP-Ig (Contrato de Investigacion y de
Investigacion Clinica 2005 N° CRC 05066, promotor Assistance Publiqgue-Hopitaux de Paris).

En un primer tiempo los sueros de 15 pacientes que tienen una HTAPI, 15 pacientes que tienen una HTAP-ScS, 15
pacientes que tienen una ScS sin HTAP y de 12 sujetos sanos, han sido sometidos a ensayo en experimentos de
inmunotransferencia 1D (1 dimensién). En un segundo tiempo, los mismos sueros han sido sometidos a ensayo en
la forma de conjuntos de 3 sueros de pacientes que tienen un fenotipo similar. Un conjunto de 12 sueros de sujetos
sanos, diferentes de los utilizados en 1D se ha utilizado como testigo en los experimentos de inmunotransferencia en
2D (2 dimensiones).

Células

Las CMLV humanas obtenidas a partir de las arterias mamarias en los pacientes que han sufrido un puente
aortocoronario han sido proporcionadas por el Dr. Babett Weksler (Institut Cochin, Paris). Estas células han sido
inmortalizadas después de la transduccién secuencial lentiviral de la subunidad catalitica de la holoenzima humana
telomerasa transcriptasa inversa y del antigeno T del poliomavirus SV40 (Virus del simio 40) en un cultivo primario
de CMLV adultas (Weksler et al., 2005). Estas células han sido cultivadas en frascos de 175 cm? en el medio de
cultivo Medio 2 de crecimiento de células del musculo liso (PromoCell, Heidelberg, Alemania) suplementado con 5 %
de suero de ternera fetal descomplementado (SVF), 0,5 ng/ml de Factor de crecimiento epitelial (EGF), 2 ng/ml de
Factor de crecimiento de fibroblastos basico, 5 pg/ml de insulina, 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de
ciprofloxacino. Estas células han sido utilizadas para los experimentos de inmunotransferencia en 1D y 2D.

Las CMLV de aorta humana (Cambrex) han sido utilizadas en los experimentos que evaltian el efecto del suero y de
las 1gG purificadas de pacientes que tienen una ScS, una ScS-HTAP, o una HTAPI, sobre la contraccién de una
matriz de colageno por las CMLV no activadas o activadas por el TNF-a

Extraccion de las proteinas
Electroforesis en una dimensién

Las CMLV llegadas a la confluencia se despegaban con tripsina, se lavaban con solucién salina tamponada con
fosfato (PBS) y después se centrifugaban a 1600 rpm. a 20 °C. El sedimento celular se recuperaba a continuacion
en un tampodn que contiene dodecilsulfato de sodio al 2 % (SDS), Tris 62,5 mM pH 6,8, B-mercaptoetanol al 5 % en
presencia de inhibidores de proteasas: 1 pg/ml de pepstatina, de aprotinina, de leupeptina y fluoruro de
fenilmetilsulfonilo 1 mM (PMSF). Se sometia enseguida la mezcla a sonicacién en 4 ciclos de 30 segundos en hielo
a 4 °C a una potencia de 25 W y después se calentaba durante 10 min a 100 °C. Los extractos proteicos eran
divididos seguidamente en alicuotas y conservados a -80 °C hasta utilizacion.

Electroforesis en dos dimensiones

Las CMLV llegadas a la confluencia se lavaban 2 veces en PBS desprovisto de Mg2+ y de ca®, después se
despegaban y se recuperaban en una solucion isotonica en ausencia de la enzima que contiene agentes quelantes
como EDTA (tampén de disociacion de células libre de enzimas basado en PBS, Invitrogen, Carlsbad, CA, Estados
Unidos). Se recogian las células y después se centrifugaban durante 5 min a 1300 rpm a 20 °C. Después de un
lavado en una solucion isoténica de NacCl, se realizaba una segunda centrifugacién. Después de haber repetido esta
operacion por segunda vez, el sedimento celular se congelaba a -80 °C en presencia de PMSF 1 mM y de un cdctel
de inhibidor de proteasas (Complete Mini, Roche Diagnéstico, Meylan, Francia).

En un segundo tiempo, las proteinas se extraian después de tres sonicaciones de 30 s cada una a 4 °C en un
tampon compuesto de urea 5 M, tiourea 2 M, sulfonato de 3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-1-propano (CHAPS) al
2 %, Tris 40 mM y anfolitos Bio-Lyte 3/10 al 0,2 % (ReadyPrep Sequential Extraction Reagent 3, Bio-Rad, Hercules,
CA, Estados Unidos). A continuacion se realizaban dos ultracentrifugaciones a 150 000 g durante 25 min cada una a
4 °C (Optima LE-80K, Beckman, Fullerton, CA, Estados Unidos). Con el fin de evitar la perturbacion artefactual del
ADN liberado a lo largo de la sonicacion, se realizaba una congelacion a -80 °C con el fin de hacer precipitar el ADN.
El extracto se descongelaba a continuacion, se centrifugaba y se recuperaba el sobrenadante. Finalmente, se media
la concentracion en proteinas por el método de Lowry (RC DC Protein Assay, Bio-Rad, Richmond, Estados Unidos).
Se afiadia ditiotreitol (DTT) al extracto a una concentracion final 64 mM antes de la congelacién a -80 °C.

Inmunotransferencia 1D
Separacion de las proteinas por electroforesis monodimensional

Las proteinas de la muestra eran separadas segin su peso molecular (PM) sobre geles de poliacrilamida
desnaturalizantes en presencia de SDS (SDS-PAGE) con acrilamida al 10 % (acrilamida al 10 %, bisacrilamida al
0,27 %, Tris/HCI 0,375 M pH 8,8, SDS al 0,1 %, persulfato de amonio al 0,1 %, 0,04 % de tetrametiletilendiamina
(TEMED) (Biorad, Hercules, CA, Estados Unidos)). Se depositaban ciento veinte microlitros de proteinas en lo alto
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de cada gel y se efectuaba la migracion en un tampoén de migracién (Tris /HCI 25 mM, glicina 192 mM, SDS al 0,1
%) a 25 mA por gel en amperaje constante con un dispositivo mini-PROTEAN Il (Bio Rad) durante
aproximadamente 50 min.

Electrotransferencia a partir de geles en una dimension

Les proteinas asi separadas se transferian del gel sobre una membrana de nitrocelulosa (Immunetics Inc., Boston,
Massachusetts, Estados Unidos) gracias a un médulo de electrotransferencia semi-seco (Semi Dry Electroblotter A
ANCOS, Hoejby, Dinamarca) durante 1 h a 50 mA por médulo de transferencia. Las membranas eran bloqueadas a
continuacién durante 1 h 30 min en el PBS-Tween 20 al 0,2 % (Sigma) e incubadas durante toda la noche en
presencia de sueros que pertenecen a uno de los tres grupos siguientes: ScS asociada 0 no a una HTAP, HTAPiI.
Los sueros de 12 sujetos sanos eran utilizados como controles y el PBS-Tween al 0,2 % solo sin Ac era utilizado
como testigo negativo.. Cada suero de pacientes se diluia a 1/2 en el PBS-Tween al 0,2 % y los sueros de sujetos
sanos se diluian a 1/100.

Después de 5 lavados cortos de 20 s y 5 lavados largos de 5 min en una solucién de PBS-Tween al 0,2 %, las
membranas eran incubadas durante 1 h 30 min a 20 °C con un Ac secundario anti-lgG humanas especifico del
fragmento Fcy humano (Ac anti-Fcy humano) conjugado con la fosfatasa alcalina (Dako, Glostrup, Dinamarca).
Después de 5 lavados cortos y 1 lavado largo en PBS-Tween al 0,2 %, las membranas han sido lavadas en una
solucién salina tamponada con Tris (TBS: Tris 24 mM, NaCl 136,9 mM, KCI 18,6 mM, pH 8) y las reactividades eran
reveladas con ayuda del sustrato de la fosfatasa alcalina (bromo-cloro-indolil-fosfato y nitroazul de tetrazolio
(Sigma)) en un tampon que contiene Tris 100 mM, NaCl 100 mM, MgCI 2 5 mM (VWR internacional). La reaccién se
paraba por los lavados con agua bidestilada, y las membranas se secaban y después se sometian a un barrido con
ayuda de un escaner de alta resolucion (Perfection 12008 Seiko Epson Corporation, Hirooka, Japon).

Inmunotransferencia 2D
Isoelectroenfoque (IEF)

El isoelectroenfoque permite la separacion de las proteinas segun su pH isoeléctrico (pHi). Esta etapa se realizaba
en gradiente de pH inmovilizado (IPG), es decir que se llevaba a cabo sobre un gel de acrilamida vertido sobre una
banda rigida (tira) en la que se habia preformado un gradiente de pH, aqui, un gradiente de 3 a 10 (ReadyStrip 17
cm, pH 3-10, Bio-Rad). Las bandas eran colocadas en una cuba horizontal Bio-Rad tipo célula Protean IEF a
temperatura ambiente. Cada banda se colocaba en una ranura en presencia de una mezcla que contiene tampén de
rehidratacion y 100 ug de extractos proteicos de CMLV; era recubierto todo con 2 ml de aceite mineral con el fin de
limitar la evaporacion. El tampon de rehidratacidon estaba constituido por urea de alta pureza 7 M (VWR, Fontenay-
Sous-Bois, Francia), tiourea 2 M (Sigma), CHAPS al 4 % (Sigma), triton X100 al 0,002 % (Sigma), DTT (Sigma), azul
de bromofenol, y anfolitos Pharmalytes 3-10 (Amersham Biosciences, Uppsala, Suecia).

El isoelectroenfoque comprendia una hidratacion pasiva de 9 h seguida de una hidratacién activa de 12 h de las
bandas bajo una tensién de 50 V. A continuacion, se realizaba el isoelectroenfoque como sigue: 1 h a 200 V
(eliminacion del exceso de sales), después subida lineal de la tensiéon durante 1 h hasta 1000 V, después durante 6
h hasta 10.000 V y después durante 1 h hasta 10.000 V.

Separacion de las proteinas en gel de acrilamida (SDS-PAGE)

Esta segunda etapa permitia la separacion de las proteinas segun su peso molecular (PM). Doce geles de 20 x 20 x
0,1 cm con un gradiente de acrilamida de 7 a 18,5 % eran vertidos simultineamente en una cuba multi-geles
(Protean Plus Multi-Casting Chamber, Bio- Rad) asegurando una reproductibilidad 6ptima y permitiendo la
separacion de proteinas con un PM comprendido entre 10 y 250 kDa. Antes de realizar la segunda dimension, las
bandas obtenidas al final de la etapa precedente eran puestas en presencia de 2 tampones de equilibrio con el fin de
reducir y alcalinizar los grupos sulfhidrilo de las cisteinas. El primer tampén de equilibrio se componia de Tris 50 mM,
urea 6 mM, glicerol al 40 %, SDS 52 mM y DTT 32,4 mM. El segundo tampo6n estaba compuesto de Tris 50 mM,
urea 6 mM, glicerol al 40 %, SDS 52 mM y yodoacetamida 86,5 mM. A continuacion, las bandas se mantenian en
contacto con los geles de acrilamida en una solucién de agarosa al 1 % (Agarosa de bajo punto de fusion ultrapura,
Gibco BRL Invitrogen) que contiene azul de bromofenol para seguir el frente de la migracion. Se habian dispuesto
marcadores de PM a ambas partes de la banda. La migracion duraba alrededor de 30 h en un tampo6n de migracion
(Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS 3,5 mM, tiosulfato de sodio 1,25 mM (Sigma)) mantenido a 10 °C (Cuve Protean
Plus Dodeca Cell Bio-Rad, Cryostat MultiTemp Ill Amersham Biosciences) a amperaje constante; 40 V durante 1 h
después 80 V durante 1 h y finalmente 15 mA/gel hasta que el frente de migracién se habia salido de los geles.

Al final de la migracion en la segunda dimension, 11 geles eran transferidos sobre las membranas de fluoruro de
polivinilideno (PVDF) (membranas de transferencia Immobilon-P, poros de 0,45 um, Millipore, Bedford, MA, Estados
Unidos), mientras que el Gltimo gel era tefiido con nitrato de plata.
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Electrotransferencia

La transferencia semiseca se efectuaba a 4 °C durante 1 h 30 min a amperaje constante (320 mA). Al final de la
transferencia, las membranas se sumergian durante 5 min en una solucién de PBS compuesta de NaCl 148 mM,
NaH2P04,2H,0 3,5 mM, NazHPO4,12H,0 17,6 mM, y después se secaban.

Tincién de los geles no transferidos

El gel no transferido (llamado también gel de referencia) se tefiia con nitrato de plata (Rabilloud et al., 1990) en 5
etapas; fijacion (etanol absoluto al 30 %, acido acético al 5 %), lavado (nitrato de plata 11,8 mM (Sigma),
formaldehido 3,45 mM (Sigma), tincién (nitrato de plata al 0,02 %) y finalmente revelado (formaldehido al 37 %,
carbonato de sodio, tiosulfato). El gel era conservado a continuacion en una solucién de conservacion
(dimetilsulféxido al 2 % (Sigma), acido acético al 10 % antes de ser barrido con ayuda de un densitémetro (GS-800,
Bio-Rad).

Incubacion de las membranas de PVDF con los sueros y revelado de las reactividades

Las membranas de PVDF inicialmente bloqueadas con PBS-Tween al 0,2 % se incubaban toda la noche en
presencia de sueros de pacientes que pertenecen a uno de los tres grupos descritos precedentemente: HTAPI,
HTAP-ScS o ScS sin HTAP. Para cada membrana, se utilizaba un conjunto de tres sueros que pertenecen a un
mismo grupo diluido a 1/100 en una solucién de PBS-Tween al 0,2 %. Para cada experimento, se incubaba una
membrana con un conjunto de 12 sueros de sujetos sanos diluido en el mismo tampon a 1/100. El revelado de las
reactividades se efectuaba como precedentemente en el caso de la inmunotransferencia 1D (Ac anti-Fcy humano
conjugado con fosfatasa alcalina, revelado de las reactividades con ayuda del sustrato de la fosfatasa alcalina)
después se secaban las membranas y se fotografiaban con ayuda de un densitometro (GS-800, Bio-Rad). Las
membranas se tefiian a continuacién con oro coloidal (Protogold®, BioCell, Cardiff, GB) con el fin de revelar el
conjunto de las proteinas transferidas a la superficie de las membranas. A continuacién se efectuaba una nueva
adquisicion densitométrica.

Analisis informatico

El analisis informatico de los geles y membranas era realizado con ayuda de un programa concebido especialmente
para el analisis de los geles bidimensionales (Image Master 2D® Platinum 6.0, Buckinghamshire, Inglaterra). La
primera etapa consistia en una deteccion automatica de las manchas proteicas en funcion de los parametros que se
han elegido (numero de operaciones efectuadas para eliminar el ruido de fondo, umbral Laplacien y superficie
minima de las manchas a detectar). Las manchas detectadas se controlaban visualmente con ayuda de
procedimientos de reconstruccion en 3 dimensiones, con el fin de eliminar los falsos positivos y ver las manchas de
reactividad no detectadas por el programa. A continuacion, cada mancha proteica reconocida por las IgG de un
individuo era emparejada con la proteina correspondiente con ayuda de la fotografia densitométrica de la misma
membrana realizada después de la tincion con oro coloidal. Esta etapa se realizaba para cada una de las 16
membranas. Finalmente, las proteinas transferidas sobre las membranas se emparejaban con las proteinas del gel
elegido como gel de referencia. Esto permitia recoger todas las informaciones sobre el gel de referencia y poder
comparar a continuacion las manchas proteicas reconocidas por los sujetos sanos y por los pacientes en el seno de
los diferentes grupos estudiados.

Espectrometria de masas

Las manchas proteicas reconocidas como dianas antigénicas eran extraidas por taladro de un nuevo gel de
acrilamida cargado con 400 ug de extractos proteicos y coloreado con azul de Coomassie. Cada mancha extraida
era colocada en el pocillo de una placa de 96 pocillos y digerida en presencia de tripsina (Promega, Francia) durante
toda una noche. Las muestras digeridas eran transferidas seguidamente a otra placa de 96 pocillos depositada
después a 4 °C antes del andlisis por espectrometria de masas tipo 'Desorcién-ionizacion mediante laser asistida por
matriz-Tiempo de vuelo' (MALDI- TOF) (PerSeptive Biosystems Framingham, MA, Estados Unidos).

Valoracién de anticuerpos anti-STIP1 por ELISA

La fosfoproteina 1 inducida por el estrés (STIP1) ha sido obtenida de la sociedad Tebu-bio (Tebu-bio, Maryland,
USA), se ha diluido en un tampén de bicarbonato y se ha depositado sobre placas de 96 pocillos (Maxisorb,
NalgeNunc Int. Rochester, NY, USA) a una concentracion final de 3 ug/mL a 4 °C. La reactividad de las IgG séricas
obtenidas a partir de 75 pacientes esclerodérmicos sin HTAP, 74 afectados de HTAPI, 37 pacientes esclerodérmicos
con HTAP (ScS-HTAP), y 70 sujetos sanos (HC) ha sido analizada por ELISA contra STIP-1. Los pocillos han sido
lavados cinco veces con tampdn fosfato (PBS) y bloqueados con ayuda de una solucion PBS-seroalbimina bovina
al 1 % durante una hora a 37 °C. Los sueros han sido diluidos a 1/100 en PBS, introducidos por duplicado e
incubados durante una hora a temperatura ambiente. Anticuerpos policlonales de ratones anti-STIP-1 (Tebu-bio,
Maryland, USA) han sido diluidos a 1/500 y utilizados como control positivo. Las placas se han lavado como se ha
mencionado antes, y los anticuerpos de conejo anti-Fcy humano conjugados con fosfatasa alcalina (Tebu-bio,
Maryland, USA,; diluidos a 1/1000), con los anticuerpos de asno anti-lgG de conejo (Jackson ImmunoResearch, West
Baltimore Pike, USA; diluidos a 1/10000) se han incubado durante una hora a temperatura ambiente. Las
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reactividades se han revelado por la adiciéon de p-nitrofenilfosfato (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) y se ha medido la
absorbancia (DO) a 405 nm. El ruido de fondo de densidad Optica (pocillos recubiertos de tampoén bicarbonato
Unicamente) se ha restado del valor de la DO obtenido con las proteinas. Las muestras se han considerado positivas
cuando la densidad 6ptica era superior o igual a la media + 2 desviaciones estandar del control (2et).

Estudio del efecto de los sueros o de las IgG purificadas de pacientes frente a sujetos sanos sobre la contraccién de
las CMLV o de los fibroblastos

Sueros e IgG purificadas

Los inventores han utilizado los sueros de 10 pacientes esclerodérmicos sin HTAP (denominados en lo sucesivo
ScS), 10 pacientes esclerodérmicos con HTAP (ScS-HTAP), y 10 pacientes afectados de HTAPI. Diez sujetos sanos
emparejados en cuanto a sexo y edad han sido igualmente sometidos a ensayo. Los pacientes esclerodérmicos
responden a los criterios de la Asociacion Americana de Reumatologia (ARA) y/o a los criterios de Leroy y Medsger.
Los sueros se conservaban a -80 °C antes de su utilizacién. Todos los pacientes y los sujetos sanos han firmado un
consentimiento informado en el marco del estudio HTAP-Ig (Contrato de Investigacién y de Investigacion Clinica
2005 N° CR C 05066, promotor Assistance Publique-Hépitaux de Paris; investigador coordinador Luc Mouthon;
centro de gestion URC Cochin).

Las IgG han sido purificadas del suero de los pacientes y de los sujetos sanos sobre una columna de proteina G
sefarosa. Las IgG purificadas han sido cuantificadas por espectrofotometria a 260 y 280 nm. La pureza de las
preparaciones de 1gG purificadas ha sido determinada por SDS-PAGE.

Cultivo celular

Las CMLV humanas obtenidas a partir de las arterias mamarias de los pacientes que han sufrido un puente
aortocoronario inmortalizadas después de la transduccion secuencial lentiviral de la subunidad catalitica de la
holoenzima humana telomerasa transcriptasa inversa (hTERT) y del antigeno T del poliomavirus SV40 (Virus del
simio 40) en un cultivo primario de CMLV adultas (Weksler et al., 2005) han sido proporcionadas por el Dr. Babett
Weksler (Institut Cochin, Paris). Estas células han sido cultivadas en medio de cultivo DMEM (Gibco BRL
Invitrogen™ Cergy Pontoise, Francia) suplementado con 10 % de suero de ternera fetal (SVF) filtrado y
descomplementado, con 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de ciprofloxacino.

Las CMLV humanas de la aorta (PromoCell, Heidelberg, Alemania) han sido cultivadas en el medio de cultivo Medio
2 de crecimiento de células del musculo liso (PromoCell, Heidelberg, Alemania) suplementado con 5 % de suero de
ternera fetal descomplementado (SVF), 0,5 ng/ml de Factor de crecimiento epitelial (EGF), 2 ng/ml de Factor de
crecimiento de fibroblastos basico (bFGF), 5 pg/ml de insulina, 1 % de penicilina/estreptomicina y 1 % de
ciprofloxacino.

Contraccion de una matriz de colageno

Las CMLV han sido recogidas con tripsina al 0,25 % EDTA 1 mM (Gibco BRL Invitrogen™ Cergy Pontoise, Francia)
neutralizada por 5 % de SVF. Las matrices de colageno han sido preparadas en placas de 35 mm con 1 ml de medio
sin SVF que contienen 500.000 CMLV, 1,65 ml de medio 1 % de suero (SVF, suero de paciente o suero sano) o 128
ug/ml de IgG purificadas, y 1 ml de colageno a 3,35 mg/ml (BD Biosciences, Franklin Lakes, Estados Unidos). Para
el ensayo de contraccion con activacion de las CMLV, se han afiadido 40 ng/ml de TNF-a (R&D Systems, Abingdon,
England). Después de una incubacion de 1 h a 37 °C que permite la polimerizacién, se han despegado las matrices
dando golpecitos suaves sobre los bordes de la placa, con el fin de iniciar la contraccion. Para determinar el grado
de contraccion del gel, se han realizado fotografias los dias 2 y 4, con el fin de medir la superficie de la matriz. Se
han comparado los resultados obtenidos con los sueros de sujetos sanos y de pacientes. Se han analizado veinte
sueros en cada experimento; los diferentes ensayos de contraccion se han verificado gracias al SVF y a un suero de
referencia utilizado por duplicado. Este control permitia verificar la buena reproductibilidad del ensayo. Las medidas
se han efectuado gracias al programa Image J (Nacional Institute of Health NIH, Estados Unidos).

Resultados
Inmunotransferencia 1D

En un primer tiempo, los inventores han ensayado por separado las reactividades de IgG de los sueros de 15
pacientes en cada grupo y de 15 sujetos sanos en inmunotransferencia 1D a una diluciéon de 1/100. Se han puesto
en evidencia numerosas reactividades con los sueros de pacientes (ScS, HTAP-ScS, HTAPI) de las cuales algunas
eran muy intensas en comparacion con los sueros de sujetos sanos que no presentaban casi ninguna banda de
inmunorreactividad de IgG. El nimero de las bandas de reactividad era mas importante en el caso de los pacientes
esclerodérmicos con o sin HTAP que en el caso de los pacientes que tienen una HTAPi. Ademas, ciertas bandas de
reactividades parecian especificas de un grupo de enfermos dado, en particular una banda de aproximadamente 90
kDa en ciertos pacientes esclerodérmicos con o sin HTAP (Figura 1). Con el fin de identificar las dianas antigénicas
de las IgG anti-CMVL de los pacientes, los inventores han efectuado después las inmunotransferencias 2D.
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Cartografia de las proteinas de CMLV después de la separacion en dos dimensiones

Después de haber hecho migrar 100 pg de extractos proteicos de CMLV preparados como se describe en la seccion
Materiales y métodos, los inventores han podido separar y después tefiir con nitrato de plata 880 manchas proteicas
y obtener el gel representado en la figura 2. Los inventores han podido estimar el PM y el pHi de cada una de estas
manchas proteicas después de un analisis informatico segun su disposicion en el gel y con ayuda de marcadores de
PM; las manchas tenian mayoritariamente un PM comprendido entre 10 y 125 kDa y un pHi comprendido entre 3 y
8.

Inmunotransferencia 2D de las IgG séricas de sujetos sanos y de pacientes con respecto a proteinas de células
musculares lisas vasculares

Se han identificado 635 reactividades después del emparejamiento de las reactividades presentes sobre cada una
de las dieciséis membranas de PVDF con el gel de referencia, considerando las reactividades de las IgG séricas de
los conjuntos de tres pacientes y las del conjunto de sujetos sanos adicionadas.

Sujetos sanos

Se han mezclado los sueros de 12 sujetos sanos y se han analizado sus reactividades. Las IgG de estos sujetos
reconocian 150 manchas proteicas de CMVL (Figura 3). Veintiuna manchas proteicas eran especificas de los
sujetos sanos (no reconocidas por los pacientes).

Pacientes esclerodérmicos

Los 5 conjuntos de 3 sueros de pacientes afectados de ScS sin HTAP reconocian una media de 127 + 26 manchas
proteicas (figura 3) y un total de 367 manchas diferentes. El 71 % de estas manchas no eran reconocidas por los
sujetos sanos. Entre estas 367 manchas, 13 eran comunes a los 5 conjuntos de pacientes esclerodérmicos (de las
cuales una sola no era reconocida por los sujetos sanos), 18 comunes a 4 conjuntos sobre 5 (de las cuales 7 no
eran reconocidas por los sujetos sanos) y 39 comunes a 3 conjuntos sobre 5 (de las cuales 19 no eran reconocidas
por los sujetos sanos) (figura 4).

Las manchas proteicas comunes a los 5 conjuntos de pacientes ScS sin HTAP eran todas igualmente reconocidas
por ciertos conjuntos de pacientes afectados de HTAPi y de HTAP-ScS. Sobre las 18 manchas proteicas
reconocidas por 4/5 de los conjuntos de pacientes ScS, 9 eran igualmente reconocidas por al menos 3/5 de los
conjuntos de pacientes de cada uno de los otros dos grupos de enfermos (de las cuales 3 no eran reconocidas por
los sujetos sanos), 5 eran reconocidas por al menos 3/5 de los conjuntos de los pacientes HTAP-ScS (de las cuales
una no era reconocida por los sujetos sanos), y 3 eran reconocidas por al menos 3/5 de los conjuntos de los
pacientes HTAPI (de las cuales 2 no eran reconocidas por los sujetos sanos). Una mancha (5325) era reconocida
por un solo conjunto de pacientes HTAP-ScS, por ningln conjunto de pacientes HTAPi y por ningdn conjunto de
sujetos sanos.

Las IgG de los 5 conjuntos de 3 sueros de pacientes afectados de HTAP-ScS reconocian una media de 145 + 48
manchas proteicas (figura 4). En total, 264 manchas proteicas diferentes eran reconocidas por las IgG séricas de
estos pacientes, de las cuales el 77 % no eran reconocidas por las IgG de los sujetos sanos. Entre estas 264
manchas proteicas, 19 eran comunes a los 5 conjuntos de pacientes HTAP-ScS (de las cuales 2 no eran
reconocidas por los sujetos sanos), 29 comunes a 4/5 de los conjuntos (de las cuales 9 no eran reconocidas por los
sujetos sanos) y 47 comunes a 3/5 de los conjuntos (de las cuales 30 no eran reconocidas por los sujetos sanos)
(figura 4).

Las manchas proteicas comunes a los 5 conjuntos de pacientes HTAP-ScS eran igualmente mayoritariamente
reconocidas por los pacientes afectados de HTAPi y de HTAP-ScS. Mas precisamente, 16 manchas eran
reconocidas por al menos 3/5 de los conjuntos de pacientes de los otros dos grupos (de las cuales 1 sola no era
reconocida por los sujetos sanos), 3 eran reconocidas por al menos 3/5 de los conjuntos de pacientes HTAPi (de las
cuales 1 sola no era reconocida por los sujetos sanos) y 1 mancha era reconocida por al menos 3/5 de los conjuntos
de pacientes ScS.

Contrariamente a los pacientes afectados de ScS, la mayoria de las manchas reconocidas por 4/5 de los conjuntos
de pacientes HTAP-ScS eran reconocidas por menos de 40 % de los enfermos de los otros dos grupos. Mas
precisamente, 12 manchas eran reconocidas por menos de 40 % de los enfermos de los otros dos grupos, de las
cuales 5 manchas no eran reconocidas por los pacientes ScS (4658, 5206, 4831, 4707, 4659) y 3 manchas no eran
reconocidas por los pacientes HTAPi (4656, 5190, 4707). 9 manchas eran reconocidas por al menos 3/5 de los
conjuntos de los pacientes ScS y HTAPi (de las cuales 2 no eran reconocidas por los sujetos sanos), 5 eran
reconocidas por al menos 3/5 de los pacientes HTAPI (de las cuales 1 no era reconocida por los sujetos sanos) y 3
eran reconocidas por al menos 3/5 de los pacientes ScS (estas 3 manchas eran todas igualmente reconocidas por
los sujetos sanos).
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Pacientes afectados de HTAP idiopatica

Las IgG de los 5 conjuntos de 3 sueros de pacientes afectados de HTAPI reconocian una media de 130 + 25
manchas proteicas (figura 3). En total, 356 manchas proteicas diferentes eran reconocidas por las IgG de estos
pacientes, y el 70 % no eran reconocidas por las IgG de los sujetos sanos. Entre estas 356 manchas proteicas, 12
eran comunes a los 5 conjuntos de pacientes (pero todas eran reconocidas por los sujetos sanos), 24 comunes a 4/5
de los conjuntos (de las cuales 7 no eran reconocidas por los sujetos sanos) y 54 comunes a 3/5 de los conjuntos
(de las cuales 31 no eran reconocidas por los sujetos sanos) (figura 4).

Las manchas proteicas comunes a los 5 conjuntos de pacientes HTAPi eran igualmente mayoritariamente
reconocidas por los conjuntos de pacientes afectados de HTAPi o de HTAP-ScS. Mas precisamente, 10 eran
igualmente reconocidas por al menos 3/5 de los conjuntos de los pacientes ScS y de los pacientes HTAP-ScS, una
era reconocida igualmente por al menos 3/5 de los conjuntos de los pacientes ScS y otra por al menos 3/5 de los
conjuntos de los pacientes HTAP-ScS.

Las manchas proteicas reconocidas por 4/5 de los conjuntos de sueros de pacientes HTAPi eran mayoritariamente
compartidas con los otros 2 grupos de enfermos. Mas precisamente, 15 manchas eran igualmente reconocidas por
al menos 3/5 de los conjuntos de los pacientes ScS y 3/5 de los conjuntos de los pacientes HTAP-ScS (de las cuales
4 no eran reconocidas por los sujetos sanos), 3 manchas eran igualmente reconocidas por al menos 3/5 de los
conjuntos de los pacientes ScS (de las cuales una no era reconocida por los sujetos sanos) y una era también
reconocida por al menos 3/5 de los conjuntos de los pacientes HTAP-ScS (y por los sujetos sanos). 5 manchas eran
reconocidas por menos del 40 % de los conjuntos de los pacientes ScS o HTAP-ScS (de las cuales 4 no eran
reconocidas por los sujetos sanos). Entre estas 4 manchas, una no era reconocida por los pacientes ScS (4735).

Comparacion de las reactividades de las IgG de pacientes esclerodérmicos con o sin HTAP, de pacientes que tienen
una HTAP idiopatica y de sujetos sanos e identificacién de los antigenos especificos de un grupo de enfermos

Los inventores han comparado los perfiles de reactividad de las IgG del conjunto de sueros de sujetos sanos y de
los conjuntos de sueros de pacientes con respecto a las proteinas de CMLV. Cualquiera que sea el grupo de
pacientes, la mayor parte de las manchas proteicas no reconocidas por las IgG de sujetos sanos lo eran por un
Unico grupo de pacientes sobre 5 (figura 5). Seleccionando las manchas proteicas reconocidas por al menos 3/5 de
los conjuntos de sueros de pacientes de un grupo dado y no por el conjunto de los sujetos sanos, los inventores han
identificado 21 manchas proteicas de interés (tabla 1). Aunque el resultado de todas las manchas proteicas digeridas
no se ha obtenido todavia, se han podido identificar 13 manchas proteicas interesantes. La localizacion de estas
manchas proteicas sobre el gel de referencia esté indicada en la figura 6. Dos manchas (5190, 5325) parecen
especificas de la ScS puesto que son reconocidas respectivamente por 3/5y 4/5 de los conjuntos de pacientes ScS
y 4/5 y 1/5 de los conjuntos de pacientes HTAP-ScS, pero por ningdn conjunto de pacientes HTAPi. Una de ellas
(5325) ha sido identificada como la galectina.
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Tabla 1: Identificacion de las manchas proteicas reconocidas por las IgG de al menos 4/5 de los conjuntos de
pacientes de un grupo dado y no por las IgG del conjunto de sujetos sanos. La identificacion de un mismo antigeno
candidato para manchas diferentes corresponde a la deteccion de isoformas de la proteina.

NUmero de conjuntos de
pacientes que reconocen
Mancha | pHi | PM (kDa) Antigeno candidato el antigeno Nombre y nimero de
ScS | HTAP- | HTAPI | acceso Swissprot de los
(n=5) | ScS | (n=5) antigenos candidatos
(n=5)
Precursor de la proteina GRP78_HUMAN
4484 6,7 82 de 78 kDa regulada por la 4 0 3 P11021
glucosa (SEQ. ID. NO: 18)
CALD1_HUMAN
4488 6,8 81 Caldesmona 2 2 4 Q05682
(SEQ. ID. NO: 5)
F10A4_HUMAN
4735 55 51 Proteina FAM10A4 0 2 4 Q81zP2
(SEQ. ID. NO: 6)
Actina ACTG_HUMAN
4787 5,7 46 citoplasmica 2 3 3 4 P63261
(SEQ. ID. NO: 8)
Precursor A3 de la PDIA3_HUMAN
proteina disulfuro- P30101
isomerasa, (SEQ. ID. NO: 10)
Desmina, DESM_HUMAN
4660 6,2 60 1 4 1 P14661
(SEQ. ID. NO: 11)
Periferina PERI_HUMAN
P41219
(SEQ. ID. NO: 12)
Ribonucleoproteina H HNRH1_HUMAN
4691 6,4 56 nuclear heterogénea 1 4 1 P31943
(SEQ. ID. NO: 13)

Identificacion de los antigenos diana de las IgG anti-CMLV reconocidos con una intensidad significativamente mayor
en los enfermos que en los sujetos sanos

En un segundo tiempo los inventores han identificado las manchas proteicas de CMLV reconocidas por las IgG de
conjuntos de 3 sueros de pacientes y por las IgG del conjunto de sujetos sanos, con la condicidon que estas manchas
proteicas sean reconocidas con una gran intensidad por las IgG de un gran nimero de conjuntos de 3 sueros de
pacientes y con una intensidad mayor que los sujetos sanos. Veintisiete manchas proteicas han respondido a estos
criterios (Tabla 2). Las reactividades de las IgG séricas de los diferentes grupos de enfermos con respecto a las
manchas proteicas 4576, 4570 y 4576 identificadas como las isoformas de la fosfoproteina inducida por el estrés y
con respecto a la mancha 4738 identificada como la a-enolasa se representan en la figura 7. La region seleccionada
se representa en la figura 6.
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Tabla 2: Identificacion de las manchas proteicas reconocidas con una intensidad significativamente mayor en los
pacientes que en los sujetos sanos

NUmero de conjuntos de

Mancha | pHi | PM (kDa) Antigeno candidato pacientes que reconocen el | Nombre y nimero de acceso
antigeno Swissprot de los antigenos
ScSs HTAP- | HTAPI candidatos
(n=5) ScS (n=5)
(n=5)
VIME_HUMAN
4757 5.2 49 Vimentina 5 4 5 P08670
(SEQ. ID. NO: 19)
Fosfoproteina 1 STIP1_HUMAN
4576 6,9 70 inducida por el estrés 5 4 5 P31948
(SEQ. ID. NO: 14)
Fosfoproteina 1 STIP1_HUMAN
4570 7,1 70 inducida por el estrés 5 5 5 P31948
(SEQ. ID. NO: 14)
Fosfoproteina 1 STIP1_HUMAN
4575 6,8 70 inducida por el estrés 5 4 5 P31948
(SEQ. ID. NO: 14)
ENOA HUMAN
4538 7.4 51 a-enolasa 5 5 5 P06733
(SEQ. ID. NO: 20)
TPIS_HUMAN
5052 6,7 27 Triosafosfato isomerasa 3 2 2 P60174
(SEQ. ID. NO: 15)
Precursor de la albumina ALBU_HUMAN
4536 6,1 74 sérica 4 4 4 P02768
(SEQ. ID. NO: 1)
Isozima L1 de la carboxilo- UCHL1_HUMAN
5063 5,8 26 terminal hidrolasa de 4 1 3 P09936
ubiquitina (SEQ. ID. NO: 4)
Isozima L1 de la carboxilo- UCHL1_HUMAN
5064 5,9 26 terminal hidrolasa de 4 1 4 P09936
ubiquitina (SEQ. ID. NO: 4)
ZYX_HUMAN
4463 6,7 85 Zixina 4 3 4 Q15942
(SEQ. ID. NO: 2)
Precursor de la albdmina ALBU_HUMAN
4539 6,2 73 sérica 4 4 4 P02768
(SEQ. ID. NO: 1)
LEG1 _HUMAN
5325 54 15 Galectina-1 4 0 1 P09382
(SEQ. ID. NO: 3)
ENOA HUMAN
4734 7,0 51 a-enolasa 4 1 5 P06733
(SEQ. ID. NO: 20)
PRDX6_HUMAN
5047 6,8 27 Peroxiredoxina-6 2 5 4 P30041
(SEQ. ID. NO: 16)
Proteina 2 (proteina 2 de FUBP2_HUMAN
4441 7.4 89 union al elemento aguas 3 4 3 Q92945
arriba Far) (SEQ. ID. NO: 7)
Proteina 2 (proteina 2 de FUBP2_HUMAN
4446 7,2 89 union al elemento aguas 3 4 2 Q92945
arriba Far) (SEQ. ID. NO: 7)
Precursor de la RCN1_HUMAN
4833 49 43 reticulocalbina-1 2 3 5 Q15293
(SEQ. ID. NO: 17)
y-enolasa ENOG_HUMAN
P009104
(SEQ. ID. NO: 9)
4747 52 50 1 3 5
Vimentina VIME_HUMAN
P08670
(SEQ. ID. NO: 19)
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Valoracién con ELISA de anticuerpos anti-STIP1

Los inventores han puesto en evidencia que 56/75 (74,6 %) pacientes esclerodérmicos, 24/74 (32,4 %) pacientes
con una HTAPI, 27/37 (73 %) pacientes con una HTAP-ScS y 2/70 (2,8 %) sujetos sanos tenian anticuerpos anti-
STIP1. Por lo tanto casi las tres cuartas partes de los pacientes esclerodérmicos, tuvieran o no una HTAP y casi un
tercio de los pacientes afectados de HTAPI tenian anticuerpos anti-STIP1, mientras que por regla general estos
anticuerpos estaban ausentes en los sujetos sanos.

Efecto de los sueros o de las IgG purificadas de pacientes frente a sujetos sanos sobre la contraccién de las CMLV o
de los fibroblastos

Los inventores han determinado si los sueros y/o las IgG séricas de pacientes que tienen una ScS y/o una HTAP
tenian un efecto sobre la contraccion de las CMLV y de los fibroblastos, fenémeno implicado en el remodelado
vascular y en la movilidad de las células. Para esto, se han sembrado las células en una matriz de colageno, y se
han incubado en presencia de 1 % de SVF, de sueros, o de IgG purificadas de pacientes que tenian una ScS y/o
una HTAP frente a los de sujetos sanos. La retraccidon cuantificable de la matriz de colageno refleja la actividad
contractil de las células. El experimento se ha realizado a partir de células sanas y no activadas. Se ha seguido la
cinética de contraccién de las matrices de colageno durante 4 dias para las CMLV y durante 7 dias para los
fibroblastos. Los resultados obtenidos con las CMLV se presentan en la figura 9.

CMLV

Para estas células, se han analizado los sueros de 15 pacientes de cada condicion patolégica (ScS, HTAPi, ScS-
HTAP) y de 15 sujetos sanos asi como las IgG purificadas de 10 de estos 15 pacientes y de 10 de estos 15 sujetos
sanos. El SVF utilizado por duplicado, ha permitido ponderar entre si los diferentes ensayos. La cinética de
contraccion de las matrices de coldgeno se ha seguido durante 4 dias, los experimentos preliminares habian puesto
en evidencia que las modificaciones observadas mas alla de esto eran minimas (Figura 9B); las superficies de las
matrices de colageno se han medido los dias 2 y 4 con ayuda del programa Image J y se han calculado en
porcentaje de la superficie de la matriz inicial.

El dia 4 (J4), la media de las superficies de las 15 matrices (en % de la superficie inicial) incubadas con el suero era
de 27,8 % £ 6,0 para los ScS, 31,1 % + 8,3 para los HTAPI, 29,4 % + 4,7 para los ScS-HTAP, y 34,3 % + 7,1 para
los sujetos sanos. Las 15 superficies de las matrices de colageno incubadas con el suero de los pacientes ScS
diferian significativamente en comparacion con las superficies de las 15 matrices incubadas con el suero de los
sujetos sanos (p = 0,012). En cambio, las diferencias entre las superficies obtenidas en presencia de los otros dos
grupos de sueros de pacientes (HTAPI, ScS-HTAP) y el grupo de sueros de los sujetos sanos no eran significativas.

El dia 4, la media de las superficies de las 10 matrices (en % de la superficie inicial) incubadas con las IgG
purificadas era de 53,9 % + 8,2 para los ScS, 48,0 % + 3,2 para los HTAPI, 55,8 % * 8,9 para los ScS-HTAP, y 34,3
% + 8,6 para los sujetos sanos. Se nota una diferencia significativa entre las matrices incubadas con las IgG
purificadas de pacientes HTAPi y las incubadas con las 1gG de sujetos sanos (p = 0,001).

Si se comparan entre si los dos experimentos (Figura 9B1 vs 9B2), se observa que las matrices incubadas con las
IgG purificadas se retraian menos que las incubadas con los sueros.

Ejemplo 2

Los inventores han sometido las muestras de los pacientes afectados de una ScS, de una HTAP-ScS o de una
HTAPI, asi como las muestras de sujetos sanos, a otro analisis de sus reactividades con el fin de afinar los
resultados obtenidos y de identificar otros anticuerpos anti-CMLV.

Este estudio ha permitido poner en evidencia reactividades contra la peroxirredoxina-2 (mancha 5122; Swissprot:
PRDX2_HUMAN, n°P32119; SEQ ID NO:21), el precursor mitocondrial de la perdéxido-reductasa dependiente de la
tioredoxina (Precursor mitocondrial de la perdxido-reductasa dependiente de la tioredoxina; mancha 5096;
Swissprot: PRDX3_HUMAN, n°P30048; SEQ ID NO:22), de la proteina de activacién de GTPasa especifica de Ran
(Proteina de activacién de GTPasa especifica de Ran; mancha 5024; Swissprot: RANG_HUMAN, n°P43487; SEQ ID
NO:23) y de la proteina B1 del grupo de alta movilidad (mancha 5011; Swissprot: HMGB1_HUMAN, n°P09429; SEQ
ID NO:24). Las reactividades contra la cadena beta de la tubulina y contra la polimerasa | y factor de liberacion de la
transcripcidn en la mancha 4672. Entre estas reactividades, las dirigidas contra la peroxiredoxina-2, la cadena beta
de la tubulina y la polimerasa | y factor de liberacién de la transcripcién estan especificamente presentes en las IgG
de los conjuntos de pacientes, y no en las IgG del conjunto de sujetos sanos. Las reactividades contra el precursor
mitocondrial de la perdxido-reductasa dependiente de la tioredoxina, la proteina de activacion de GTPasa especifica
de Rany la proteina B1 del grupo de alta movilidad han sido identificadas en los conjuntos de pacientes y de sujetos
sanos, pero de manera significativamente mas elevada en los pacientes.

Ademas, los resultados que se presentan en el ejemplo 1 han podido ser afinados. Los inventores han podido
demostrar asi que los anticuerpos anti-actina citoplasmica 2 estan presentes en los conjuntos de pacientes y de
sujetos sanos, pero de manera significativamente mas elevada en los pacientes. Han podido demostrar igualmente
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la existencia de reactividad contra la galectina 1 y la zixina en las IgG de los conjuntos de pacientes, y no en las IgG
del conjunto de sujetos sanos.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> ASSISTANCE PUBLIQUE - HOPITAUX DE PARIS UNIVERSITE RENE DESCARTES - PARIS 5
UNIVERSITE PARIS-SUD 11

<120> Procedimiento de diagnéstico de una esclerodermia sistémica o de una hipertensién arterial pulmonar
<130> B762PC00

<160> 24

<170> Patentln versién 3.3

<210>1

<211> 609

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400>1

Met Lys Trp Val Thr Phe Ile Ser Leu Leu Phe Leu Phe Ser Ser Ala
1 5 10 15

Tyr Ser Arg Gly Val Phe Arg Arg Asp Ala His Lys Ser Glu Val Ala
20 25 30

His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu Glu Asn Phe Lys Ala Leu Val Leu
35 40 45

Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln Gln Cys Pro Phe Glu Asp His Val
50 55 00

Lys Leu Val Asn Glu Val Thr Glu Phe Ala Lys Thr Cys Val Ala Asp
] 70 75 80

Glu Ser Ala Glu Asn Cys Asp Lys Ser Leu His Thr Leu Phe Gly Asp
85 90 95

Lys Leu Cys Thr Val Ala Thr Leu Arg Glu Thr Tyr Gly Glu Met Ala
100 105 110

Asp Cys Cys Ala Lys Gln Glu Pro Glu Arg Asn Glu Cys Phe Leu Gln
115 120 125

His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu Pro Arg Leu Val Arg Pro Glu Val
130 135 140

Rsp Val Met Cys Thr Ala Phe His Asp Asn Glu Glu Thr Phe Leu Lys
145 150 155 160
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Lys

Glu

Cys

Leu

Ala

225

Ala

Lys

Asp

Cys

Lys

305

Glu

Lys

Met

Leu

Cys
385

Tyr

Leu

Gln

Arg

210

Ser

Arg

Leu

Leu

Glu

290

Pro

Met

Asp

Phe

Leu

370

Ala

Leu

Leu

Ala

195

Asp

Leu

Leu

val

Leu

275

Asn

Leu

Fro

Val

Leu

355

Leu

Ala

Tyr

Phe

180

Ala

Glu

Gln

Ser

Thr

260

Glu

Gln

Leu

Ala

Cys

340

Tyr

Arg

Ala

Glu

165

Phe

Asp

Gly

Lys

Gln

245

Asp

Cys

Asp

Glu

Asp

325

Lys

Glu

Leu

Asp

Ile

Ala

Lys

Lys

Phe

230

Arg

Leu

Ala

Ser

Lys

310

Leu

Asn

Tyr

Ala

Pro
390

Ala

Lys

Ala

Ala

215

Gly

Phe

Thr

Asp

Tle

285

Ser

Pro

Tyr

Ala

Lys

375

His

Arg

Arg

Ala

200

Ser

Glu

Pro

Lys

Asp

280

Ser

His

Ser

Ala

Arg

360

Thr

Glu
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Arg

Tyr

185

Cys

Ser

Arg

Lys

Val

285

Ser

Cys

Leu

Glu

345

Arg

Tyr

Cys

His

170

Lys

Leu

Ala

Ala

Ala

250

His

Ala

Lys

Ile

Ala

330

Ala

His

Glu

Tyr

Pro

Ala

Leu

Lys

Phe

235

Glu

Thr

Asp

Leu

Ala

315

Ala

Lys

Pro

Thr

Ala
395

19

Tyr

Ala

Pro

Gln

220

Lys

Phe

Glu

Leu

Lys

300

Glu

Asp

Asp

Asp

Thr

380

Lys

Phe

Phe

Lys

205

Arg

Ala

Ala

Cys

Ala

285

Glu

Wal

Fhe

val

Tyr

365

Leu

Val

Tyr

Thr

190

Leu

Leu

Trp

Glu

Cys

270

Lys

Cys

Glu

Val

Fhe

350

Ser

Glu

Phe

Ala

175

Glu

Asp

Lys

Ala

Val

255

His

Tyr

Cys

Asn

Glu

335

Leu

Val

Lys

Asp

Pro

Cys

Glu

Cys

Val

240

Ser

Gly

Ile

Glu

Asp

320

Ser

Gly

Val

Cys

Glu
400



Phe

Glu

Val

Glu

Pro

465

Leu

Val

Ser

Glu

Arg

545

Fro

Ala

Ala

Leu

Lys

Leu

Arg

Val

450

Glu

Asn

Thr

Ala

Thr

530

Gln

Lys

Phe

Glu

<210> 2
<211> 572

<212> PRT

FPro

Phe

Tyr

435

Ser

Ala

Gln

Lys

Leu

515

Phe

Ile

Ala

Val

Glu
595

Leu

Glu

420

Thr

Arg

Lys

Leu

Cys

500

Glu

Thr

Lys

Thr

Glu

580

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 2

Val

405

Gln

Lys

Asn

Arg

Cvys

485

Cys

Val

Phe

Lys

Lys

565

Lys

Lys

Glu

Leu

Lys

Leu

Met

470

Val

Thr

Asp

His

Gln

550

Glu

Cys

Lys

Glu

Gly

Val

Gly

455

Pro

Leu

Glu

Glu

Ala

535

Thr

Gln

Cys
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Prc

Glu

Fro

440

Lys

Cys

His

Ser

Thr

520

Asp

Ala

Leu

Lys

Val
200

Gln

Tyr

425

Gln

Val

Ala

Glu

Leu

505

Tyr

Ile

Leu

Lys

2la

585

Ala

Asn

410

Lys

Val

Gly

Glu

Lys

490

Val

Val

Cys

Val

Ala

570

Asp

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

Asp

475

Thr

Asn

Pro

Thr

Glu

555

Val

Asp

Ser

20

Ile

Gln

Thr

Lys

460

Tyr

Proc

Arg

Lys

Leu

540

Leu

Met

Lys

Gln

Lys

Asn

Pro

445

Cvs

Leu

Val

AYJg

Glu

525

Ser

Val

Asp

Glu

Ala
605

Gln

Rla

430

Thr

Cys

Ser

Ser

Pro

510

Phe

Glu

Lys

Asp

Thr

520

Ala

Asn

415

Leu

Leu

Lys

Val

Asp

495

Cys

Asn

Lys

His

Phe

575

Cys

Leu

Cys

Leu

Val

His

Val

480

Arg

Phe

Ala

Glu

Lys

560

Ala

Phe

Gly
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Met Ala Ala Pro Arg Pro Ser Pro Ala Ile Ser Val Ser Val Ser Ala

Pro Ala Phe Tyr Ala Pro Gln Lys Lys Phe Gly Pro Val Val Ala Pro
20 25 30

Lys Pro Lys Val Asn Pro Phe Arg Pro Gly Asp Ser Glu Pro Pro Pro
35 40 45

Ala Pro Gly 2la Gln Arg Ala Gln Met Gly Arg Val Gly Glu Ile Pro
30 55 60

Pro Pro Pro Pro Glu Asp Phe Pro Leu Pro Pro Pro Pro Leu Ala Gly
65 70 75 80

Asp Gly Asp Asp Ala Glu Gly Ala Leu Gly Gly Ala Phe Pro Pro Pro
85 90 95

Proc Pro Pro Ile Glu Glu Ser Phe Pro Pro Ala Pro Leu Glu Glu Glu
100 105 110

Ile Phe Pro Ser Pro Pro Pro Pro Prc Glu Glu Glu Gly Gly Pro Glu
115 120 125

Ala Pro Ile Pro Pro Pro Pro Gln Pro Arg Glu Lys Val Ser Ser Ile
130 135 140

Asp Leu Glu Ile Asp Ser Leu Ser Ser Leu Leu Asp Asp Met Thr Lys
145 150 155 160

Asn Asp Pro Phe Lys Ala Arg Val Ser Ser Gly Tyr Val Pro Pro Pro
165 170 175

Val Ala Thr Pro Phe Ser Ser Lys Ser Ser Thr Lys Pro Ala Ala Gly
180 185 190

Gly Thr Ala Pro Leu Prc Pro Trp Lys Ser Pro Ser Ser Ser Gln Pro
195 200 205

Leu Pro Gln Val Pro Ala Pro Ala Gln Ser Gln Thr Gln Phe His Val
210 215 220

Gln Pro Gln Pro Gln Pre Lys Pro Gln Val Gln Leu His Val Gln Ser
225 230 235 240
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Gln

Ala

Phe

Gly

Gly

305

Glu

Gln

Leu

Asp

Gly

385

Leu

Gln

Cys

Glu

Pro
4165

Thr

Ser

Thr

Ser

290

Thr

Lys

Asn

Lys

Met

370

Arg

Gly

Gln

Glu

Pro

450

His

Gln

Ser

Pro

275

Gln

Gly

Pro

Gln

Glu

355

Glu

Cys

Gln

Leu

Gly

435

Ile

Cys

Pro

Pro

260

Val

Pro

Ser

Arg

Asn

340

Val

His

His

Leu

Gln

420

Cys

Thr

Phe

Val

245

Ala

Ala

Asn

Pro

Val

325

Gln

Glu

Pro

Gln

Phe

405

Gly

Tvyr

Asp

Thr

Pro

Ser

Gln

Gln

310

Gln

Val

Glu

Gln

Pro

390

His

Gln

Thr

Arg

Cys
470

Leu

Ala

Lys

Lys

295

Pro

Glu

Arg

Leu

Arg

375

Leu

Tle

Gln

Asp

Met

455

Val

Ala

Pro

Phe

280

Leu

Pro

Lys

Ser

Glu

360

Gln

Ala

Ala

Phe

Thr

440

Leu

Val
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Asn

Lys

265

Ser

Gly

Ser

Gln

Fro

345

Gln

Asn

Arg

Cys

Tyr

425

Arg

Cys

Thr

250

Phe

Pro

His

Phe

His

330

Gly

Leu

Val

Ala

Phe

410

Ser

Glu

Ala

Ala

Gln

Ser

Gly

Pro

Thr
315

Pro 3

Ala

Thr

Ala

Gln

395

Thr

Leu

Lys

Thr

Arg
475

22

Pro

Pro

2la

Glu

300

Tyr

Pro

Gln

Val

380

Pro

Cys

Glu

Cys

Gly

460

Pro

Arg

Val

Pro

285

Ala

Ala

Pro

Gly

Gln

365

Asn

Ala

His

Gly

Asn

445

Lys

Leu

Glvy

Thr

270

Gly

Leu

Gln

Pro

Pro

350

Leu

Glu

Val

Gln

Ala

430

Thr

Ala

Glu

Pro

255

Pro

Gly

Ser

Gln

Pro

335

Leu

Met

Leu

Arg

Cys

415

Pro

Cys

Tyr

Gly

Pro

Lys

Ser

Ala

Arg

320

Ala

Thr

Gln

Cys

Ala

400

Ala

Tyr

Gly

His

Thr
480
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Val

Glu

Ala

525

Gly

Asp

Leu Lys Pro

Ala Lys Ser

30

Leu His Phe

Val Cys Asn

2la Val Phe

Phe Asp Gln

Lys Phe Pro

110

Asp Gly Asp

Ser Phe Tle Val Asp Gln Ala Asn Arg Pro His Cys
485 490
His Lys Gln Tyr Ala Pro Arg Cys Ser Val Cys Ser
500 505
Pro Glu Pro Gly Arg Asp Glu Thr Val Arg Val Val
515 520
Asn Phe His Met Lys Cys Tyr Lys Cys Glu Asp Cys
530 535 540
Ser Ile Glu Ala Asp Asp Asn Gly Cys Phe Pro Leu
545 350 555
ILeu Cys Arg Lys Cys His Thr Ala Arg Ala Gln Thr
565 570
<210> 3
<211> 135
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 3
Met Ala Cys Gly Leu Val Ala Ser Asn Leu Asn
1 5 10
Cys Leu Arg Val Arqg Gly Glu Val Rla Pro Asp
20 25
Leu Asn Leu Gly Lys Asp Ser Asn Asn Leu Cys
35 40 45
Arg Phe Asn Ala His Gly ARsp Ala Asn Thr Ile
50 55 60
Asp Gly Gly Ala Trp Gly Thr Glu Gln Arg Glu
65 70 75
Gln Pro Gly Ser Val Ala Glu Val Cys Ile Thr
85 30
Leu Thr val Lys Leu Prc Asp Gly Tyr Glu Phe
100 105
Leu Asn Leu Glu Ala Ile Asn Tyr Met Ala Ala
115 120 125
Ile Lys Cys Val Ala Phe Asp
130 135
<210> 4

23

Pro

Pro
510

Leu

Lys

Gly

Gly

15

Phe

Asn

Ser

Pro

Ala

95

Asn

Phe

Asp
495

Ile

Asp

Pro

His

Glu

Vval

Pro

Lys

Fhe

80

Asn

Arg

Lys

Tyr

Met

Lys

Leu

Val
560
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<211> 223
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4
Met Gln Leu Lys Proc Met Glu Ile Asn Pro Glu Met Leu Asn Lys Val
1 5 10 15

Leu Ser Arg Leu Gly Val Ala Gly Gln Trp Arg Phe Val Asp Val Leu
20 25 30

Gly Leu Glu Glu Glu Ser Leu Gly Ser Val Pro Ala Pro Ala Cys Ala
35 40 45

Leu Leu Leu Leu Phe Pro Leu Thr Ala Gln His Glu Asn Phe Arg Lys
50 55 60

Lys Gln Ile Glu Glu Leu Lys Gly Gln Glu Val Ser Pro Lys Val Tyr
05 70 75 80

Phe Met Lys Gln Thr Ile Gly Asn Ser Cys Gly Thr Ile Gly Leu Ile
85 90 95

His Ala Val Ala Asn Asn Gln Asp Lys Leu Gly Phe Glu Asp Gly Ser
100 105 110

Val Leu Lys Gln Phe Leu Ser Glu Thr Glu Lys Met Ser Pro Glu Asp
1153 120 125

Arg Ala Lys Cys Phe Glu Lys Asn Glu Ala Ile Gln Ala Ala His Asp
130 135 140

2la val 2la Gln Glu Gly Gln Cys Arg Val Asp Asp Lys Val Asn Phe
145 150 155 160

Hig Phe Ile Leu Phe Asn Asn Val Asp Gly His Leu Tyr Glu Leu Asp
165 170 175

Gly Arg Met Pro Phe Pro Val Asn His Gly Ala Ser Ser Glu Asp Thr

180 185 190
Leu Leu Lys Asp Ala Ala Lys Val Cys Arg Glu Phe Thr Glu Arg Glu

185 200 205

Gln Gly Glu Val Arg Phe Ser Ala Val Ala Leu Cys Lys Ala Ala
210 215 220

<210>5
<211>793
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

1

Glu

Asp

Arg

Gln

65

Thr

Leu

Glu

Ser

Glu

145

Glu

Trp

Asp

Met

Glu

Leu

50

Val

Thr

Glu

Ala

Leu

130

Thr

Ile

Arg

Asp

Arqg

Glu

35

Arg

Glu

Thr

Arg

Leu

115

Ser

Thr

Glu

ASP

Phe

Leu

20

Glu

Gln

Val

Thr

Leu

100

Glu

Leu

Glu

Glu

Ala
180

Glu

Glu

Ala

Lys

Asn

Asn

85

Ala

Arg

Pro

Lys

Thr

165

Glu

Arg

Ala

Ala

Gln

Ala

70

Thr

Arg

Gln

Ser

Glu

120

Glu

Glu

Arg

Glu

Arg

Glu

55

Gln

Gln

Arg

Lys

Arg

135

Glu

Thr

Asn
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Arg

Arg

Glu

40

Glu

Asn

Val

Glu

Glu

120

Arg

Lys

Val

Lys

Glu

Ile

25

Arg

Glu

Ser

Glu

Glu

105

Phe

Met

Ser

Thr

Lys
185

Leu

10

Ala

Arg

Ser

Val

Gly

90

Arg

Asp

Gln

Glu

Lys

170

Glu

25

Arg

Tyr

Arg

Leu

Pro

75

Asp

Arg

Pro

Asn

Ser

155

Ser

Asp

Arg

Gln

Arg

Gly

60

Asp

Asp

Gln

Thr

Asp

140

Arg

Tyr

Lys

Gln

Arg

Ala

45

Gln

Glu

Glu

Lys

Ile

125

Thr

Gln

Gln

Glu

Lys

Asn

30

Arg

Val

Glu

Ala

Arg

110

Thr

Ala

Glu

Lys

Lvs
190

Arg

15

Asp

Gln

Thr

Ala

Ala

95

Leu

Asp

Glu

Arg

Asn

175

Glu

Glu

Asp

Glu

Asp

Lys

80

Fhe

Gln

Ala

Asn

Tyr

160

Glu



Glu

Glu

Val

225

Glu

Met

Glu

Ala

Glu

305

Glu

Arg

Ala

Glu

Glu

385

Glu

Trp

Glu

Val

210

Met

Glu

Glu

Ala

Asp

2920

Arg

Lys

Ala

Glu

Arg

370

Gln

Thr

Val

Glu

195

Met

Ser

Glu

Glu

Glu

275

Glu

Glu

Arg

aAla

Glu

355

Gln

Lys

Lys

Asn

Glu

Val

Leu

Arg

Glu

260

Glu

Arg

Arg

Ala

Glu

340

Arg

Arg

Arg

Ile

Glu
420

Lys

Glu

Lys

Glu

245

Asp

Arg

Ala

Arg

Ala

325

Glu

Gln

Ala

Asn

Lys

405

Lys

Pro

Glu

Asn

230

Gln

Lys

Glu

Arg

Glu

310

Glu

Arg

Arg

Arg

Lys

390

Gly

Lys

Lys

Lys

215

Gly

Glu

Arg

Ile

295

Ala

Glu

Gln

Ile

Ala

375

Gln

Glu

Ala
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Arg

200

Thr

Gln

Ser

Arg

Ile

280

Glu

Glu

Arg

Arg

Lys

360

Glu

Leu

Lys

Gln

Gly

Thr

Ile

Lsp

Ala

265

Lys

Ala

Glu

Gln

Ile

345

Glu

Glu

Glu

val

Glu
425

Ser

Glu

Ser

Glu

250

Glu

Ala

Glu

Arg

Arg

330

Lys

Glu

Glu

Glu

Glu

410

Asp

26

Ile

Ser

Ser

235

Ile

Ala

Glu

Glu

Glu

315

Ile

Glu

Glu

Glu

Lys

395

Gln

Lys

Gly

Gln

220

Glu

Ser

Glu

Gln

Lys

300

Arg

Lys

Glu

Lys

Lys

380

Lys

Lys

Leu

Glu

205

Glu

Glu

His

Arg

Asp

285

Ala

Met

Glu

Glu

Arg

365

Ala

Arg

Ile

Gln

Asn

Glu

Pro

His

Ala

270

Lys

Ala

Arg

Glu

Lys

350

Ala

Lys

Ala

Glu

Thr
4130

Gln

Thr

Lys

Glu

255

Arg

Lys

Ala

Glu

Glu

335

Arg

Ala

Val

Met

Gly

415

Ala

Val

Val

Gln

240

Lys

Leu

Ile

Gln

Glu

320

Lys

Ala

Glu

Glu

Gln

400

Lys

Val



Leu

Glu

Rsp

465

Phe

Glu

Pro

Gln

Glu

545

Ala

Lys

Arg

Glu

Asp

625

Gly

Val

Lys

Lys

450

Glu

Met

Phe

Gly

Val

530

Thr

Ala

Val

Lys

Arg

610

Gly

Ser

Gln

Lys

435

Leu

Lys

Asp

Met

Gly

515

Glu

Glu

Leu

Leu

Leu

595

Arg

Leu

Ser

Lys

Gln

Gln

Ile

Arg

Thr

500

Arg

Ala

Ser

Glu

Glu

580

Arg

Arg

Ser

Leu

Ser
660

Gly

Glu

Lys

Lys

485

His

Ala

Gly

Glu

Leu

565

Glu

Glu

Ala

Asp

Lys

645

Ser

Glu

Asp

Lys

470

Lys

Lya

Ser

Lys

Glu

550

Glu

Glu

Glu

Glu

Asp

630

Tle

Gly

Glu

Lys

455

Asp

Gly

Leu

Val

Arg

535

Phe

Glu

Glu

Glu

Ala

615

Lys

Glu

Val

ES 2535719713

Lys

440

Pro

Lys

Phe

Lys

Asp

520

Leu

Glu

Leu

Gln

Glu

600

Ala

Lys

Glu

Lys

Gly

Thr

Glu

Thr

His

505

Thr

Glu

Lys

Lys

Arg

585

Lys

Glu

Pro

Arg

Ser
665

Thr

Phe

Pro

Glu

490

Thr

Lys

Glu

Leu

Lys

570

Arg

Arg

Lys

Phe

Ala

650

Thr

Lys

Lys

Lys

475

Val

Glu

Glu

Leu

Lys

555

Lys

Lys

Arg

Arg

Lys

635

Glu

His

27

Val

Lys

460

Glu

Lys

Asn

Ala

Arg

540

Gln

Arg

Gln

Leu

Gln

620

Cys

Fhe

Gln

Gln

445

Glu

Glu

Ser

Thr

Glu

525

Arg

Lys

Glu

Glu

Lys

605

Lys

Phe

Leu

Ala

Ala

Glu

Val

Gln

Phe

510

Gly

Arg

Gln

Glu

Glu

590

Glu

Met

Thr

Asn

Ala
&70

Lys

Tle

Lys

Asn

495

Ser

Ala

Arg

Gln

Arg

575

Ala

Glu

Pro

Pro

Lys

655

Ile

Arg

Lys

Ser

480

Gly

Arg

Pro

Gly

Glu

560

Arg

Bap

Tle

Glu

Lys

640

Ser

Val
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Ser

Thr

Pro

705

Val

Glvy

Thr

Pro

Asp
785

Lys

Lys

690

Ala

Phe

Leu

Pro

Gly

770

Lys

<210> 6
<211> 240

<212> PRT

Ile

675

Ser

Glu

Ser

Lys

AsSp

755

Asp

Val

Asp

Ala

Gly

Ser

Val

740

Gly

Val

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 6

Met Asp

1

Lys

Glu

Glu

Leu

65

Lys

Lys

Trp

Glu

50

Lys

Glu

Pro

Asp

Val

35

Asn

Ala

Gly

Arg

Pro

20

Glu

Thr

Asp

Val

Ser

Lys

Val

Pro

725

Gly

Asn

Ser

Ser

Lys

Ser

Ser

Lys

Glu

Ile
85

Arg

Pro

Arg

710

Thr

Val

Lys

Ser

Fro
790

Val

Ile

Met

Glu

Pro

70

Glu

Leu

Thr

695

Asn

Ala

Ser

Ser

Lys

775

Thr

Asn

Leu

Gly

Glu

25

Ser

Pro

ES 2535719713

Glu

680

Lys

Ile

Ala

Ser

Pro

760

Arg

Lys

Glu

His

Gly

40

Lys

Ser

Asp

Gln

Pro

Lys

Gly

Arg

745

Ala

Asn

Val

Leu

Thr

25

Thr

Pro

Glu

Thr

Tyr

Ala

Ser

Thr

730

Ile

Pro

Leu

Arg

10

Gln

Ala

Asp

Glu

Asp
90

28

Thr

Ala

Met

715

Pro

Asn

Lys

Trp

Ala

Glu

Thr

Ser

Ser

-

Ala

Ser

Ser

700

Asn

Glu

Pro

Glu
780

Phe

Met

Gln

Lys

60

Asp

Proc

Ala

685

Asp

Glu

Lys

Trp

Ser

765

Lys

Val

Arg

Lys

45

Val

Leu

Gln

Ile

Leu

Lys

Glu

Leu

750

Asp

Gln

Lys

Phe

30

Ala

Glu

Glu

Glu

Glu

Pro

Gly

Thr

735

Thr

Leu

Ser

Met

15

Leu

Lys

Glu

Ile

Met
95

Gly

Val

Asn

720

Ala

Lys

Arg

Val

Cys

Arg

Ser

Asp

AsSpP

80

Gly
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ASD

Tys

Ala

Ile

145

Asn

Ser

His

Tyr

Gln
225

Glu

Lys

Ile

130

Leu

Ala

Ala

Trp

Asp

210

Lys

<210>7
<211>710

<212> PRT

Asn

Val

115

Asp

Tyr

ala

Gln

Glu

195

Glu

Ile

Ala

100

Ala

Leu

Ala

Ile

Pro

180

Glu

ASpP

Ala

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met
1

Ser

Asp

Tyr

Ala Gly Gly Gly

Gly Pro

Gly Pro

50

Pro
35

Gly

20

Gly

Gly

Glu

Ala

Phe

Lys

Arg

165

Tyr

Ala

Ala

Glu

Ser

Gly

Ala

Gly

Ile

Ile

Thr

Arg

150

Aszp

Lys

Ala

Ser

His
230

Thr

Gly

Gly

Ser

Thr

Glu

Asp

135

Ala

Cys

Arg

His

Ala

215

Gln

Gly

Ala

Asp

Ala
55

ES 2535719713

Glu

Ala

120

Ala

Ser

Asp

Arg

Asp

200

Met

Arg

Gly

Gly

Arg

40

Gly

Glu

105

Leu

Ile

Val

Arg

Gly

185

Leu

Leu

Lys

Pro

Gly

25

Gly

Gly

Val

Asn

Lys

Phe

2la

170

Lys

Ala

Lys

Tyr

Pro

10

Ala

Gly

Pro

Met

Asp

Leu

Val

155

Ile

Ala

Leu

Glu

Glu
235

Pro

Gly

Gly

Ser

29

Asp

Gly

Asn

140

Lys

Glu

His

Ala

Val

220

Arg

Gly

Gly

Gly

Gln
60

Gln

Glu

125

Pro

Leu

Ile

Arg

Cvys

205

Gln

Lys

Pro

Gly

Pro

45

Pro

Ala

110

Leu

Arg

Gln

Asn

Leu

120

Lys

Pro

Arg

Pro

Pro

30

Cys

Pro

Asn

Gln

Leu

Lys

Pro

175

Leu

Phe

Arg

Glu

Pro

15

FPro

Gly

Gly

AsSp

Lys

Ala

Pro

160

Asp

Gly

Asp

Ala

Glu
240

Pro

Pro

Gly

Gly



Gly
65

2la

Glu

Ser

Mel

145

Gly

Lys

Ser

ASpP

AsSp

225

Pro

Lys

Gly

Pro

Glu

Gly

Arg

Asp

Ile

130

The

Arg

Val

Asp
210

Asn

Ala

Gln

Tyr
290

Arg

Pro

Gln

Gly

118

Ser

Glu

Gly

Gln

Thr

195

Ile

Ala

Gly

Leu

Asp

Ile

Thr

100

Asp

Glu

Gly

Ile

180

Gly

Val

Asn

Lys

Gln

260

Asn

Val

Gln

Tle

Ala

85

DPro

Gln

Gln

Ty

Glu

165

Ser

Ala

Gly

Ala

245

Glu

Thr

Gln

Gly

Arg
70

Ala

Pro

Leu

Arg

150

Gln

Pro

Pro

Arg

Gly

230

Glvy

Arg

Gln

Gly

Lys

Lys

Phe

Val

Ile

Asp

Leu

Ala

Val

Ala

295

Phe

Asp

I1le

Gly

Ser

120

Pro

Pro

Asn

Ser

Ser

200

Arg

Val

Gly

Gly

ES 2535719713

Ala

Gly

Phe

105

Lys

Ile

Asp

Lys

Gly

185

val

Gly

Gly

Ile

Val

265

Gla

ASD

Phe

Gly

90

Gly

Lys

His

Gly

Ile

170

Gly

Gln

Gly

Thr

Gly

250

Lys

Preo

Met

Arg

Ala

75

Asp

Gly

Leu

Pro

Mel

155

Gln

Leu

Lys

Pro

Val

235

Lys

Met

Leu

val

Asn

30

Asp

Ala

Gln

Ala

2ro

140

Val

Gln

2ro

Ala

Gln

Gly

Ile

Arg

Met

300

Glu

Ala

Ala

Lys

Ser

125

Pro

Gly

Asp

Glu

Lys

205

Gly

Glu

Gly

Leu

Ile
285

Tyr G

Val

Tar

Arg

110

Gln

Arg

Leu

Ser

Arg

190

Met

51ln

Ile

Glu

Ile

270

Ile

Tle

Gln

Thr

95

Gln

Gly

Thr

Ile

Gly

178

Ser

Met

Phe

Met

Thr

2585

Gln

Gly

Leu

Arg

80

Val

Leu

AsD

Ser

Ile

160

Cys

val

Leu

His

Ile

240

Ile

Arg

Arg



305

Tle

Val

Gly

Ile

Ile

385

Pro

Gln

Thr

Pro

465

Pro

Gly

Gly

Gly

Gln
545

Gly

Val

Ala

370

Il=

Gly

Gly

His

Tle

450

Pro

Gln

Pro

Pro

Ala

530

Gly

Gly

Gly

Arg

355

Hisg

Asn

Gly

Asn

Asn

ASN

Gln

Met
515

Pro

Trp

Glvy

Arg

340

Ile

Ile

Asp

Pro

Trp
420

5 Cys

Gln

Gly

Ilc

Cys

500

Gly

Pro

Gly

Tle

325

Ser

Gln

Met

Leu

Gly

405

Gly

Cly

Gln

Asp

Asp

485

Pro

Pro

His

Asn

310

Asp

Gly

Phe

Gly

Leu

390

Met

Pro

Leu

Thr

Fro

470

Val

Phe

Ala

Thr
550

Val

Glu

Lys

Fro

375

Gln

Pro

Fro

val

Gly

4455

ASD

Ala

Cly

ASTL

Cly

535

Tyr

Pro

Met

Gln

360

Pro

Ser

Pro

Gly

Ile

440

Ala

Phe

Pro

Pro

520

Gly

Pro

ES 2535719713

Val

Ile

345

Asp

Asp

Leu

Gly

Gly

425

Cly

Phe

Lys

Gln

Gly

505

Gly

Pro

Gln

Pro

330

Lys

Asp

Arg

Arg

Gly

410

Glu

Arg

Val

Leu

Leu

490

Pro

Pro

Pro

Trp

313

Arg

Lys

Gly

Cys

Ser

395

Arg

Met

Clvy

Glu

Ilc

Gly

Phe

Pro

Gln
555

31

His

Ile

Thr

Glu

380

Gly

Gly

Thr

Cly

Tle

£60

Ile

Glu

Gly

Asn

His

540

Pro

Ser

Gln

Gly

365

His

Pro

Arg

Fhs

Clu

445

Ser

Il

4]

Glu

Pro

Gln

525

Gln

Pro

Va_

Asn

350

Pro

Ala

Fro

Gly

Ser

430

Arc

Lys

Gly

510

Glvy

Tyr

Ala

Gly

335

Asp

Glu

Ala

Gly

Arg

415

Ile

Val

Gln

Gly

Ilec

485

Pro

Pro

Pro

Pro

322

Val

Ala

Arg

FPro

4073

Gly

Pro

Ser

480

Gla

Ala

Pro

Pro

His
560
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Asp Pro Ser

Ala Ala Tyr

Gly Pro Ala
595

Gln Pro Pro
610

Tyr Tyr Lys
25

Gln Gln Asp

Gln Val Ala

Asp Tyr Ser
675

Tyr Gly Gln
690

Gly Gln Gln
705

<210>8
<211> 375
<212> PRT

Lys

Tyr

580

Pro

Pro

Lys

Tyr

Thr

660

Ala

Thr

Gln

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Glu Glu
1

Cys Lys Ala

Ser Ile Val
35

Glu

Gly
20

Gly

Ala Ala

365

Ser His

Ala Pro

Thr Gly

Ile Gly

630

Thr Lys

645

Gly Gly

Ala Trp

Pro Val

Ala Gln
710

Ile Ala

Phe Ala

Arg Pro

Ala

Tyr

Ala

Gln

615

Gln

Ala

Gly

Ala

Pro
695

Ala

ES 2535719713

Ala

Tyr

Ala

600

Ser

Gln

Trp

Pro

Glu

680

Gly

Leu

Gly Asp

Arg His

40

Ala

Gln

585

Pro

Asp

Pro

Glu

Gly

665

Tyr

Pro

val

25

Gln

Ala

570

Gln

Pro

Tyr

Gln

Glu

6350

Ala

Tyr

Gln

Ile
10

Ala

Gly

32

Asp

Pro

Ala

Thr

Gln

635

Tyr

Pro

Arg

Pro

Pro

Pro

Gln

Lys

620

Pro

Tyr

Pro

Gln

Pro
700

Asp Asn

Pro Arg

Vval Met

Asn

Gly

Gly

605

Ala

Gly

Lys

Gly

Gln

685

Pro

Gly

Ala

val
45

Ala

Pro

590

Glu

Ala

Lys

Ser

70

Ala

Thr

Ser

Val
30

Gly

Ala

575

Val

Pro

Glu

Pro

Gln

655

Gln

Ala

Gln

Trp

Pro

Pro

Glu

Pro

640

Ala

Pro

Tyr

Gln

Gly Met

15

Phe Pro

Met Gly



Gln

Leu

65

Asp

Ala

Lys

Thr

Ser

145

His

Arg

Leu

Val

Gln

225

Glu

Cly

Tle

Lys

50

Thr

Met

Pro

Ala

Pro

130

Gly

Thr

Len

Thr

Arg

210

Glu

Pro

Ile

Arg

Asp

Leu

Glu

Glu

Asn

1t

Ala

Arg

Val

Asp

Glu

© 95

Asp

Met

Pro

Glu

Ser

Lys

Glu

100

Ary

Met

Thr

Pro

Leu

180

Aryg

Ile =

Ala

Asp

Ala
260

iz Glu

Asp

Tyr

Tvyr

Ile

85

His

Glu

Tyr

Thr

Ile

165

Ala

Gly

Thr

Gly

245

Zeu

Thr

_eu

Val

Pro

70

Trpe

Fro

Lys

Val

Gly

150

Tyr

Gly

TyY

Glu

Ala

230

Gln

Phe

Thr

Tyr

Gly

55

Ile

His

Val

Met

Ala

135

Ile

Glu

Arg

Lys
215

Ala

Val

Phe

Ala

Asp

Glu

His

Leu

Tkr

1z0

Ile

Val

Gly

Asp

Pre

200

Teu

Ser

Ile

Pro

Acn

280

Asn

ES 2535719713

Glu

Thr

Len

105

Gln

Gln

Met

Tyr

Lenu

185

Thr

Cys

Ser

Thr

Ser

262

Ser

Thr

Ala

s Cly

Phe

30

Thr

Ile

Ala

Asp

Ala

170

Thr

Thr

Tyr

Ser

Ile

250

Phe

Ile

Val

Gln

Ile

75

Tyr

Glu

Met

Val

Ser

155

Leu

Asp

Thr

Val

Ser

235

Gly

Leu

Met

Leu

33

Ser

60

Val

Ala

Phe

Leu

140

Gly

Pro

Tyr

Ala

Ala

220

Leu

Asn

Gly

Lys

Thr

Glu

Pro

Glu

125

Ser

Esp

His

Leu

Glu

205

Leu

Glu

Glu

Met

Cys

285

Gly

Arg

Leu

Leu

110

Tar

Leu

Gly

2la

Me

190

Arg

Lys

Aryg

Glu

270

Gly

Gly

Trp

Arg

95

Asn

Phe

Tyr

Val

Glu

Phe

Ser

255

Ser

Val

Thr

Ile

Val

Pro

Asn

Ala

Thr

160

Leu

Il=

Ile

Glu

Tvyr

240

Arg

Thr
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Met

305

Ala

Tyr

Gln

Ile

290

Tyr

Pro

Ser

Gln

Val
370

<210>9
<211>434

<212> PRT

Pro

Ser

Val

Met

355

His

Gly

Thr

Trp

340

Trp

Arg

<213> Homo sapiens

<400>9

Met

1

Asn

Ala

Leu

Ala

65

Gly

Leu

Gly

Ser

Pro

Ala

Arg

50

Val

Leu

Asp

Val

Tle

Thr

Val

35

Rsp

Asp

Ser

Gly

Ser
115

Glu

Val

20

Pro

Gly

His

Val

Thr

100

Leu

Ile

Met

325

Ile

Ile

Lys

Lys

Glu

Ser

Asp

Tle

Val

85

Glu

Ala

Ala

310

Lys

Glvy

Ser

Cys

Tle

Val

Gly

Lys

Asn

70

Glu

Asn

Val

ES 2535719713

285

Asp Arg

Ile Lys

Gly Ser

Lys Gln

360

Phe
375

Trp Ala

Asp Leu

Ala Ser

40

Gln Arg

55

Ser Thr

Gln Glu

Lys Ser

Cys Lys
120

Met

Ile

Ile

345

Glu

Arg

Tyr

25

Thr

Tyr

Tle

Lys

Lys

105

Ala

Gln

Ile

330

Leu

Tyr

Glu

10

Thr

Gly

Leu

Ala

Leu

90

Phe

Gly

Lys

315

Ala

Ala

Asp

Tle

Ala

Ile

Gly

Pro

75

Asp

Gly

Ala

34

300

Glu

Fro

Ser

Glu

Leu

Lys

Tyr

Lys

60

Ala

Asn

Ala

Ala

Ile

Fro

Leu

Ser
365

Asp

Gly

Glu

45

Gly

Leu

Leu

Asn

Glu
125

Thr

Glu

Ser

350

Gly

Ser

Leu

30

Ala

Val

Tle

Met

Ala

110

Arg

Ala

Arg

335

Thr

Pro

Arg

15

Phe

Leu

Leu

Ser

Leu

95

Tle

Glu

Leu

320

Lys

Phe

Ser

Gly

Arg

Glu

Lys

Ser

80

Glu

Leu



Pro

Leu

145

Asn

Ser

Lys

Asp

Glu

225

Val

Tvr

Gly

Val

Ser

302

Thr

Cys

Ala

Leu

130

Proc

Lvys

Phe

Gly

Glu

210

Leu

Ile

AsSp

Asp

Val

290

Lys

Val

Asn

Ile

Tyr

Val

Leu

Arg

Val

195

Gly

Val

Gly

Leu

Gln

275

Ser

Phe

Thr

Cys

Gln
355

Arg

Pro

Ala

Asp

180

Ile

Gly

Lys

Met

Asp

260

Leu

Ile

Thr

Asn

Leu

340

Ala

His

Ala

Met

165

Ala

Lys

Phe

Glu

Asp

245

Fhe

Gly

Glu

Ala

Pro

325

Leu

Cys

Ile

Phe

150

Gln

Met

Asp

Ala

Ala

230

Val

Lys

Ala

ASpP

Asn

310

Lys

Leu

Lys

Ala

135

Asn

Glu

Arg

Lys

Pro

215

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro

295

Val

Arg

Lys

Leu

Gln

Val

Phe

Leu

Tyr

200

Ash

Asp

Ala

Pro

Tyr

280

Phe

Gly

Ile

val

Ala
360

ES 2535719713

Leu

Ile

Met

Gly

185

Gly

Ile

Lys

Ser

Thr

265

Gln

Asp

Tle

Glu

Azn

345

Gln

Ala

Asn

Ile

170

Ala

Lys

Leun

Ala

Glu

250

AsSD

Asp

Gln

Gln

Arg

330

Gln

Glu

Gly

Gly

155

Leu

Glu

Asp

Glu

Gly

235

Phe

Pro

Phe

Asp

Tle

315

Ala

Ile

Aszsn

35

Asn

140

Gly

Pro

Val

Ala

Asn

220

Tyr

Tyr

Ser

Val

Asp

300

Val

Val

Gly

Gly

Ser

val

Tyr

Thr

205

Thr

Arg

Arg

Arg

285

Trp

Gly

Glu

Ser

Trp
365

Asp

His

Gly

His

180

Asn

Glu

Glu

Asp

Tyr

270

Asp

Ala

Asp

Glu

val

350

Gly

Leu

Ala

Ala

175

Thr

Val

Ala

Lys

Gly

255

Ile

Tyr

Ala

Asp

Lys

335

Thr

Val

Ile

Gly

160

Glu

Leu

Gly

Leu

Tle

240

Lys

Thr

Pro

Tro

Leu

320

Ala

Glu

Met
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Val Ser His Arg

370

Val Val Gly Leu

385

Ser Glu Arg Leu

Leu Gly Asp Glu

Val Leu

<210> 10
<211> 505
<212> PRT

420

<213> Homo sapiens

<400> 10

Met Arg
1

Ala Ala
Asp Asn
Leu Val
50

Pro Glu
65

Ala Lys
Val Ser

Gly Ala

Lys Lys
130

Leu

Ala

Phe

35

Glu

Tyr

Val

Gly

Tyr

115

Gln

Arg

Arg

20

Glu

Phe

Glu

Asp

Tyr

100

Asp

Ala

Ser

Cys

Ala

405

Ala

Arg

Leu

Ser

Phe

Ala

Cys

85

Prc

Gly

Gly

Gly

Thr

390

Lys

Arg

Leu

Ala

Arg

Ala

Ala

70

Thr

Thr

Pro

Pro

Glu
375

Gly

Tyr

Ala

Ala

Ile

Pro

55

Ala

Ala

Leu

Arg

Ala
135
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Thr

Gln

Asn

Ala

Leu

Ala

Ser

40

Trp

Thr

Asn

Lys

Thr

120

Ser

Glu

Ile

Gln

Gly
425

Phe

Ser

25

Asp

Cys

Arg

Thr

Ile

105

Ala

Val

Asp

Lys

Leu

410

His

Pro

10

Aszp

Thr

Gly

Leu

Asn

90

Phe

Asp

Pro

Thr

Thr

395

Met

Asn

Gly

Val

Gly

His

Lys

75

Thr

Arg

Gly

Leu

36

Phe

380

Gly

Arg

Phe

Val

Leu

Ser

Cys

Gly

Cys

Asp

Ile

Arg
140

Ile

Ala

Ile

Arg

Ala

Glu

Ala

45

Lys

Tle

Asn

Gly

Val

125

Thr

Ala

Pro

Glu

Asn
430

Leu

Leu

30

Gly

Arg

Val

Lys

Glu

110

Ser

Glu

Asp

Cys

Glu

415

Pro

Leu

15

Thr

Leu

Leu

Pro

Tyr

95

Glu

His

Glu

Leu

Arg

400

Glu

Ser

Leu

Asp

Met

Ala

Leu

80

Gly

Ala

Leu

Glu



Phe

145

Asp

Asn

Val

Ser

Gln

225

Phe

Gly

Ala

Lys

Lys

305

Gly

Val

Leu

Pro

Lys

Azp

Leu

Asn

His

210

Lys

Gly

Lys

Lys

Phe

250

Thr

Glu

Met

Gln

Ile
370

Lys

Ser

Arg

Glu

185

Leu

Met

Tle

Asp

Gly

275

Leu

Phe

Ile

Gln

AsSp

355

Pro

Phe

Phe

Asp

180

Tyr

Thr

Thr

Cys

Leu

260

Ser

Asp

Ser

Pro

Glu

340

Tyr

Glu

Ile

Ser

165

Asn

Asp

Asn

Ser

Fro

245

Leu

Asn

Ala

His

Val

325

Glu

Phe

Ser

Ser

150

Glu

Tyr

Asp

Lys

Gly

230

His

Ile

Tyr

Gly

Glu

310

Val

Phe

Asp

Asn

Asp

Ala

Arg

Asn

Phe

215

Lys

Met

Ela

Trp

His

295

Leu

Ala

Ser

Gly

Asp
375

Lys

His

Phe

Gly

200

Glu

Ile

Thr

Tyr

Arg

280

Lys

Ser

Ile

Arg

Asn

360

Gly

ES 2535719713

Asp

Ser

Ala

185

Glu

Asp

Lys

Glu

Tyr

265

Asn

Leu

Asp

Arg

Asp

345

Leu

Pro

Ala

Glu

170

His

Gly

Lys

Lys

Asp

250

Agp

Arg

Asn

Phe

Thr

330

Gly

Lys

Val

Ser

155

Phe

Thr

Ile

Thr

Phe

235

Asn

Val

Val

Phe

Gly

315

Ala

Lys

Arg

Lys

37

Ile

Leu

Asn

Ile

val

220

Ile

Lys

Asp

Met

Ala

300

Leu

Lys

Ala

Tyr

Val
380

Val

Lys

Val

Leu

205

Ala

Gln

Asp

Iyr

Met

285

Val

Glu

Gly

Leu

Leu

365

Val

Gly

Ala

Glu

130

Phe

Tyr

Glu

Leu

Glu

270

Val

Ala

Ser

Glu

Glu

350

Lys

Val

Phe

2la

175

Ser

Arg

Thr

Asgn

Ile

255

Lys

Ala

Ser

Thr

Lys

335

Arqg

Ser

Ala

Phe

160

Ser

Leu

Fro

Glu

Ile

240

Gln

Asn

Lys

Arg

Ala

320

FPhe

Phe

Glu

Glu



Asn

385

Phe

Lys

Lys

Gly

Lys

465

Gln

Lys

Phe

Tyr

Glu

Met

Phe

450

Lys

Arg

Lys

<210> 11
<211> 470

<212> PRT

Asp

Ala

Leu

Asp

435

Pro

Tyr

Glu

Lys

Glu

Pro

Gly

420

Ala

Thr

Glu

Ala

Lys
500

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met

1

Thr

Pro

Val

Gly

Ser

Ser

Phe

Val

Thr

50

Leu

Ser

Gln

Gly

Phe

35

Ser

Gly

Tyr

Ala

Gly

20

Pro

Arg

Ser

Gly

Ile

Trp

405

Glu

Thr

Ile

Gly

Thr

485

Ala

Tyr

Ala

Arg

Val

Leu

Ala

Val
390

Cys

Lys

Ala

Tyr

Gly

470

Asn

Gln

Ser

Pro

Ala

Tyr

Arg

70

Gly

Asn

Gly

Leu

Asn

Fhe
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Asn

His

Ser

Zsp

Glu

Lys

Asn

Lys

Lys

395

410

425

440

Ser

455

Arg

Pro

Glu

Ser

Gly

Gly

Gln

55

Ala

Glu

Pro

Ser

Phe

Phe

40

Val

Ser

Leu

Glu

Asp

Val

Pro

Leu

Val

Asp

Pro

Ala

Ser

Ile

Asn

Pro

Ser

Asn

Asp

Asp

Asn

Pro

Lys

val

Glu

Ile

Tyr

Leu

Pro

Val

Ile Glu

400

Lys Tyr

415

430

445

460

475

490

Leu

505

Gln

Pro

25

Gly

Ser

Arg

Leu

Arg

10

Leu

Ser

Arg

Asp

Val

Gly

Lys

Thr

Gly

75

Phe

38

Gln

Ser

Ser

Gly

Ser

60

Thr

Ser

Phe

Glu

Ser

Pro

Ser

45

Gly

Thr

Leu

Lys

Ile

Glu

Tyr

Leu

30

Ser

Gly

Arg

2la

Glu

Leu

Ser

Lys

Ile Ala

Val Arg

Asn Pro

Tyr Leu

480

Pro Lys

495

Arg

15

Ser

Ser

Ala

Thr

Asp

Arg

Ser

Ser

Gly

Pro

80

Ala



Val

Gln

Leu

Gly

145

Glu

Lys

Ala

Teu

225

Lys

Gln

Ala

Ile

Gln

305

Met

Asn

Glu

Glu

130

Arg

Leu

Val

Leu

Ala

210

Glu

Val

Gln

Leu

Ser

290

Ala

Met

Gln

Leu

11¢=

Gln

Glu

Arg

Glu

Gln

192

Phe

Arg

Val

Arg

27%

Glu

Ala

Glu

100

Asn

Gln

Pro

Arg

Arg

180

Glu

Arg

Arg

Glu

Gln

260

Asp

Ala

Asn

Iyr

85

Phe

Asp

Asn

Thr

Gln

165

Asp

Glu

Ala

Glu

245

Val

Ile

Glu

Lys

Arg
325

Leu

Arg

2la

Arg

150

Val

Asn

Ile

> Glu

230

Glu

Glu

Arg

Glu

Asn

310

His

Thr

Fhe

Ala

135

Val

Leu

Gln

Val

215

Ile

Met

Ala

Trp

295

Asn

Gln

Thr

Ala

120

Leu

Ala

vVal

Leu

Leu
2C0

Arg

Gln
220

Tyr

lle
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Arg

105

ASD

Ala

Glu

Leu

Asp

185

Lys

Ala

Glu

Met

265

Tyr

Lys

Ala

20

Thr

Tvr

Ala

Leu

Thr

170

Asp

Glu

Ala

Glu

Leu

250

Ser

Glu

Ser

Leu

Ser
330

Asn

Ile

Glu

Tyr

153

Asn

Leu

Glu

Thr

Glu

235

Gln

Lys

Thr

Lys

Arg

315

Iyr

39

Glu

Glu

Val

140

Glu

Gln

Gln

Ala

Leu

220

Tle

Ala

2ro

Tle

Val

300

Gln

Thr

Lys

Lys

125

Asn

Glu

Arg

Arg

Glu

205

Ala

Ala

Gln

Ala

285

Ser

Ala

Cys

Val

110

Val

Arg

Glu

Ala

Leu

1390

Asn

Arg

Phe

Leu

Leu

270

Ala

Asp

Lys

Glu

95

Glu

Arg

Leu

Leu

Arg

175

Lys

Asn

Ile

Teu

Gln

255

Thr

Lys

Leu

Gln

Llle
335

Leu

Phe

Lys

Arg

160

val

Ala

Leu

Tys

240

Glu

Ala

Asn

Thr

Glu

320

ASD



Ala Leu Lys

Glu Asp Arg
355

Arg Leu Glu
370

Leu Arg Glu
385

Glu Ile Ala

Asn Leu Pro

Pro Glu Gln
435

Lys Thr Ile
450

Gln Gln His
465

<210> 12
<211> 470
<212> PRT

Gly

340

Phe

Glu

Tyr

Thr

Tle

420

Arg

Glu

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 12
Met Ser His
1

Tyr Arg Arg

Ser Tyr Ser
35

Ala Ser Pro
50

His

Thr

20

Ser

Ser

Thr

Ala

Glu

Gln

Tyr

405

Gln

Gly

Thr

Val

Pro

Phe

Ser

Ser

Asn

Ser

Tle

Asp

390

Arg

Thr

Ser

Arg

Leu
470

Ser

Gly

Ser

Ser

Asp

Glu

Arg

375

Lys

Tyr

Glu

Asp
455

Gly

Pro

Arg

Val
55
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Ser

Ala

360

His

Leu

Leu

Ser

Val

440

Gly

Leu

Pro

Phe

40

Arg

Leu

345

Ser

Leu

Asn

Leu

Ala

425

His

Glu

Arg

Pro

25

Ser

Leu

Met

Gly

Lys

Val

Glu

410

Leu

Thr

val

Ala Gly Phe

10

Ser Leu Ser

Ser Ser Arg

Gly Ser Phe

Arg

Tyr

Asp

Lys

395

Gly

Asn

Lys

Val

40

Gln

Gln

Glu

380

Met

Glu

Phe

Lys

Ser
460

60

Met

Asp

365

Met

Ala

Glu

Arg

Thr

445

Glu

Ser

Pro

Leu

45

Arg

Arg

350

Asn

Ala

Leu

Ser

Glu

430

val

Ala

Gly
30

Leu

Glu

Tle

Arg

Asp

Arg

415

Thr

Met

Thr

Thr

15

Ala

Gly

FPro

Leu

Ala

His

Val

400

Ile

Ser

Ile

Gln

Ser

Phe

Ser

Arg



Ala

65

Scr

Glu

Glu

Gln

145

Glu

Ala

Ala

Leu

Ile

225

Val

Val

Glu

Ser

Leu

Gly

Mct

Lys

Lys

Ser

130

Gln

Arg

Ala

Glu

[ern

Glu

Lys

Scr

Lys

290

Arg

Ala

Ala

Gln

Val

11%

Gln

Glu

Asp

Leu

Hiz

192

Arg

Phe

Val

Pro

ro H
I
[$2e]

Tyr

Gln

Gly

Glu

Glu

100

Arg

Ala

Leu

Arg

Lys

180

Aan

Leu

Leu

Glu

Glu
260

> Nla

Ala

Ala

Ala

Ala

85

Leu

Fhe

Val

165

Gln

Leu

Glu

Lys

Ser

245

Leu

Ala

Asp

Leu

70

Lcu

Gln

Leu

Cly

Glu

150

Gln

Arg

vVal

Leu

Lys

230

Gln

Thr

Lys

Leu

Gln

Leu 2

Gln

135

Leu

Val

Leu

Leu

Glu

215

Leu

Ala

Ser
2535

Glu

Gln

Leu

Gln

120

Glu

Arqg

Glu

Glu

Pre

200

Arqg

His

Val

Ala

Lcu

280

Met
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Leu

Glu

Asn

105

Gln

Pro

Ary

Arg

Glu

185

Arg

Lys

Glu

Gln

Leu

265

Gln

Ala

Prc

Pheo

90

Asp

Asn

Ala

Glu

Asp

170

Glu

Lys

11le

Glu

Gln

250

Arg

Glu

Glu

Ser

75

Lou

Arg

Ala

Arg

Leu

153

Gly

Thr

ASp

Glu

Glu

235

Val

Asp

Nla

41

Glu

Ala

Phe

Ala

Ala

140

Glu

Leu

Arg

Val

Ser

220

Leu

Glu

Ile

Glu

Arg

300

Arg

Arg

Thr

Ala

Leu

125

Asp

Leu

Ala

Lys

ASp

205

Leu

Arg

Val

Arg

Glu

Z85

Asn

Arg

Leu

Arg

Asn

110

Arg

Gln

Leu

Glu

Arg

130

Asp

Met

Asp

Glu

Ala

270

Trp

His

Gln

Asp

Scr

25

Phe

Gly

Leu

Gly

178

Glu

Ala

Asp

Leu

Gln

Tyr

Glu

Ile

Phg
80

Glu

Cys

Arg

160

Leu

Esp

Thr

Glu

Gln

240

Thr

Tyr

Lys

Ala

Gln



305

Ser Leu Thr Cys

Leu Arg Gln Leu
340

Gly Tyr Gln Ala
355

Lys Glu Glu Met
370

vVal Lys Met Ala
385

Glu Gly Glu Glu

Leu Asn Ile Lys
420

His Ser Arg Lys
435

Glu Val Val Thr
450

Ser Ser Ala His
4165

<210> 13

<211> 449

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 13
Met Met Leu Gly
1

Gly Leu Pro Trp
20

Asp Cys Lys Ile
35

Glu

325

Arg

Gly

Ala

Leu

Ser

405

Thr

Thr

Glu

Thr

Ser

Gln

310

Val

Glu

EAla

Arg

Asp

3%0

Arg

Thr

Val

Ser

Tyr

470

Glu

Cys

Asn

Asp

Leu

Ala

His

375

Ile

Tle

Val

Leu

Gln
455

Gly

ES 2535719713

Gly

Glu

Arg

360

Leu

Glu

Ser

Pro

Ile

440

Lys

Gly

315

Leu Arg Gly
330

Glu Gln Phe
345

Leu Glu Glu

Arg Glu Tyr

Ile Ala Thr
395

Val Pro Val
410

Glu val Glu
425

Lys Thr Ile

Glu Gln Arg

Thr

Ala

Glu

Gln

380

Tyr

Hig

Fro

Glu

Ser
460

Asn Glu

Leu Glu
350

Leu Arg
365

Glu Leu

Arg Lys

Ser Phe

Pro Gln
430

Thr Arg
445

Glu Leu

Glu Gly Phe Val Val Lys

10

Ser Ala Asp Glu Val Gln Arg Phe

25

Gly Ala Gln Gly Ile Arxg

40

42

30

Phe Ile
45

320

Ala Leu
335

Ala Gly

Gln Leu

Leu Asn

Leu Leu

400

Ala Ser

415

Asp Ser

Asn Gly

Asp Lys

Val Arg
15

Phe Ser

Tyr Thr



Arg

Asp

65

ATrdg

Leu

Val

Gln

Val

145

Ser

Gly

Thr

Pro

Gly

225

Gly

Ser

Asp

Glu

20

Glu

Tyr

Lys

Arg

Phe

130

Asp

Gln

His

His

Tyr

210

Ala

Gly

Asp

His

Gly

Val

Val

His

Leu

115

Phe

FPhe

Glu

Arg

Tyr

195

Asp

Gly

Tyr

Arg

Arg
275

Arg

Lys

Glu

Thr

100

Arg

Ser

Gln

Ile

Tyr

180

Asp

Arg

Phe

Asp

Phe

260

Tyr

Pro

Leu

Val

85

Gly

Gly

Gly

Gly

Ala

165

Ile

Pro

Pro

Glu

Asp

245

Gly

Gly

Ser

Ala

70

Phe

Pro

Leu

Leu

Arg

150

Glu

Glu

Pro

Gly

Arg

230

Tyr

Arg

Asp

Gly

Leu

Lys

Asn

Pro

Glu

135

Ser

Lys

Ile

Arg

Ala

215

Met

Asn

Asp

Gly

Glu

Lys

Ser

Ser

Phe

120

Thr

Ala

Phe

Lys

200

Gly

Arg

Gly

Leu

Gly
280
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Ala

Lys

Asn

Pro

105

Gly

Val

Gly

Leu

Lys

185

Leu

Arg

Arg

Tyr

Asn

265

Ser

Phe

RAsp

Aszn

20

Asp

Cys

Pro

Glu

Lys

170

Ser

Met

Gly

Gly

Asn

250

Tyr

Thr

Val

Arg

75

Val

Thr

Ser

Asn

Ala

155

Lys

Ser

Ala

Tyr

Ala

235

Asp

Cys

Phe

43

Glu

60

Glu

Glu

Ala

Lys

Gly

140

Phe

His

Arg

Met

Asn

220

Tyr

Gly

Phe

Gln

Leu

Thr

Met

Asn

Glu

125

Ile

Val

Lys

Ala

Gln

205

Ser

Gly

Tyr

Ser

Ser
285

Glu

Met

Asp

Asp

110

Glu

Thr

Gln

Glu

Glu

190

Arg

Ile

Gly

Gly

Gly

270

Thr

Ser

Gly

Trp

95

Gly

Ile

Leu

Phe

Arg

175

Val

Pro

Gly

Gly

Phe

255

Met

Thr

Glu

His

80

Val

Fhe

Val

Pro

Ala

160

Tle

Arg

Gly

Arg

Tyr

240

Gly

Ser

Gly
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His Cys Val His Met Arg Gly Leu Pro Tyr Arg Ala Thr Glu Asn Asp
290 295 300

Ile Tyr Asn Phe Phe Ser Pro Leu Asn Pro Val Arg Val His Ile CGlu
305 310 315 320

Ile Gly Proc Asp Gly Arg Val Thr Gly Glu Ala Asp Val Glu Phe Ala
325 330 335

Thr His Glu Asp Ala val Ala Ala Met Ser Lys Asp Lys Ala Asn Met
340 345 350

Gln His Arg Tyr Val Glu Leu Phe Leu Asn Ser Thr Ala Gly Ala Ser
355 360 365

Gly Gly Ala Tyr Glu His Arg Tyr Val Glu Leu Phe Leu Asn Ser Thr
370 375 380

Ala Gly Ala Ser Gly Gly Ala Tyr Gly Ser Gln Met Met Gly Gly Met
385 390 395 400

Gly Leu Ser Asn Gln Ser Ser Tyr Gly Gly Pro Ala Ser Gln Gln Leu
405 410 415

Ser Gly Gly Tyr Gly Gly Gly Tyvr Gly Gly Gln Ser Ser Met Ser Gly
420 425 430

Tyr Asp Gln Val Leu Gln Glu Asn Ser Ser Asp Phe Gln Ser Asn Ile
435 440 445

Ala

<210> 14

<211> 543

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Glu Gln Val Asn Glu Leu Lys Glu Lys Gly Asn Lys Ala Leu Ser
1 5 10 15

Val Gly Asn Ile Asp Asp Ala Leu Gln Cys Tyr Ser Glu Ala Ile Lys
20 25 30

Leu Asp Pro His Asn His Val Leu Tyr Ser Asn Arg Ser Ala Ala Tyr
35 40 45

44



Ala

Val

65

Ala

Glu

Gln

Asn

Thr

145

Asn

Thr

Glu

Thr

Ala

225

Phe

Thr

Gly

Lys

50

Asp

Leu

Gly

Asn

Met

130

Leu

Lys

Thr

Glu

Lys

210

Leu

Asp

Asn

Asp

Lys

Leu

Glu

Leu

Met

115

Pro

Leu

Pro

Leu

Glu

195

Pro

Lys

Thr

Met

Tyr
275

Gly Asp

Lys

Phe

Lys

100

Glu

Asn

Ser

Ser

Ser

180

Ile

Glu

Glu

Ala

Thr

200

Asn

Pro

Leu

His

Ala

Leu

Asp

Asp

165

Val

Ala

Pro

Lys

Leu

245

Tyr

Lys

Tyr

Asp

70

Glu

Arg

Tyr

Pro

150

Leu

Leu

Thr

Met

Glu

230

Lys

Ile

Cys

Gln

55

Trp

Arg

Ala

Leu

Gln

135

Thr

Gly

Leu

Pro

Glu

215

Leu

His

Thr

Arg

Lys

Gly

Phe

Asn

Ala

120

Lys

Tyry

Thr

Gly

Pro

200

Glu

Gly

Tyr

Asn

Glu
280
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Ala

Lys

Glu

Asn

105

Glu

Leu

Arg

Lys

Val

185

Pro

Asp

Asn

Asp

Gln

265

Leu

Tyr

Gly

Glu

Pro

Arg

Glu

Glu

Leu

170

Asp

Pro

Asp

Lys

250

Ala

Cys

Glu

Tyr

75

Ala

Gln

Lys

Ser

Leu

155

Gln

Leu

Pro

Pro

Ala

235

Ala

Ala

Glu

45

Asp

Ser

Lys

Leu

Phe

Asp

140

Ile

Asp

Gly

Pro

Glu

220

Tyr

Lys

val

Lys

Gly

Arg

Arg

Lys

Met

125

Pro

Glu

Pro

Ser

FPro

205

Asn

Lys

Glu

Tyr

Ala
285

Cys

Lys

Thr

Glu

110

Asn

Arg

Gln

Arg

Met

190

Lys

Lys

Lys

Leu

Phe

270

Tle

Lys

Ala

Tyr

95

Gly

Pro

Thr

Leu

Ile

175

Asp

Lys

Lys

Lys

Asp

255

Glu

Glu

Thr

Ala

80

Glu

Leu

Phe

Arg

Arg

160

Met

Glu

Glu

Gln

Asp

240

Pro

Lys

Val
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Gly Arg Glu &Asn Arg Glu Asp Tyr Arg Gln Ile Ala Lys Ala Tyr Ala
290 295 300

Arg Ile Gly Asn Ser Tyr Phe Lys Glu Glu Lys Tyr Lys Asp Ala Ile
305 310 315 320

His Phe Tyr Asn Lys Ser Leu Ala Glu His Arg Thr Proc Asp Val Leu
325 330 335

Lys Lys Cys Gln Gln Ala Glu Lys Ile Leu Lys Glu Gln Glu Arg Leu
340 345 350

Ala Tyr Ile Asn Pro Asp Leu Ala Leu Glu Glu Lys Asn Lys Gly Asn
355 360 365

Glu Cys Phe Gln Lys Gly Asp Tyr Pro Gln Ala Met Lys His Tyr Thr
370 375 380

Glu Ala Ile Lys Arg Asn Pro Llys Asp Ala Lys Leu Tyr Ser Asn Arg
385 390 385 400

Ala Ala Cys Tyr Thr Lys Leu Leu Glu Phe Gln Leu Ala Leu Lys Asp
405 410 415

Cys Glu Glu Cys Ile Gln Leu Glu Pro Thr Phe Ile Lys Gly Tyr Thr
420 425 430

Arg Lys Ala Ala Ala Leu Glu Ala Met Lys Asp Tyr Thr Lys Ala Met
435 440 445

Asp Val Tyr Gln Lys Ala Leu Asp Leu Asp Ser Ser Cys Lys Glu Ala
450 455 460

Ala Asp Gly Tyr Gln Arg Cys Met Met Ala Gln Tyr Asn Arg His Asp
465 470 475 480

Ser Pro Glu Asp Val Lys Arg Arg Ala Met Ala Zsp Pro Glu Val Gln
485 490 495

Gln Ile Met Ser Asp Pro Ala Met Arg Leu Ile Leu Glu Gln Met Gln
500 505 510

Lys Asp Pro Gln Ala Leu Ser Glu His Leu Lys Asn Pro Val Ile Ala

515 520 525
Gln Lys Ile Gln Lys Leu Met Asp Val Gly Leu Ile Ala Ile Arg
530 535 540
<210> 15
<211> 249
<212> PRT
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<213> Homo sapiens

<400> 15

Met

1

Gly

Lys

Ile

Gln

65

Pro

Ser

Lys

Gly

Phe

145

Val

Ala

Leu

Tyr

Pro
225

Phe

Ala

Arg

Val

Asp

50

Asn

Gly

Glu

Val

Glu

130

Glu

Val

Thr

Lys

Gly
210

Asp

val

Pro

Lys

Pro

35

Phe

Cys

Met

Arg

Ala

115

Lys

Gln

Leu

Pro

Ser

155
Gly

Val

Asp

Ser

Gln

20

Ala

Ala

Tyr

Ile

Arg

100

His

Leu

Thr

Ala

Gln

180

Asn

Ser

AsSp

Ile

Arg

Ser

Asp

Arg

Lys

Lys

85

His

Ala

Asp

Lys

Tyr

165

Gln

Val

Val

Gly

I1le
245

Lys Phe

Leu Gly

Thr Glu

Gln Lys

55

Val Thr
70

Asp Cys

Val Phe

Leu Ala

Glu Arg

135

Val Ile

150

Glu Pro

Ala Gln

Ser Asp

ES 2535719713

Phe

Glu

Val

40

Leu

Asn

Gly

Gly

Glu

120

Glu

Ala

Val

Glu

Ala
200

Thr Gly Ala

215

Phe Leu Val

230

Lsn Ala Lys

Val

Leu

25

Val

Asp

Gly

Ala

Glu

105

Gly

Ala

Asp

Trp

Val

185

Val

Gly

10

Ile

Cys

Pro

Ala

Thr

90

Ser

Leu

Gly

Asn

Ala

170

His

Ala

Gly

Gly

Ala

Lys

Phe

75

Trp

Asp

Gly

Ile

Val

155

Ile

Glu

Gln

Asn

Thr

Pro

Ile

60

Thr

Val

Glu

Val

Thr

140

Lys

Gly

Lys

Ser

Trp

Leu

Pro

45

Ala

Gly

Val

Leu

Ile

125

Glu

Asp

Thr

Leu

Thr
205

Lys

Asn

30

Thr

Val

Glu

Leu

Ile

110

Ala

Lys

Trp

Gly

Arg

190

Arg

Met

15

2la

Ala

Ala

Tle

Glvy

95

Gly

Cvys

Val

Ser

Lys

175

Glvy

Tle

Asn

Ala

Tyr

Ala

Ser

80

His

Gln

Ile

Val

Lys

160

Thr

Trp

Tle

Thr Cys Lys Glu Leu Ala Ser Gln

220

Gly Gly Ala Ser Leu Lys Pro Glu

Gln

235

a7

240



10

<210> 16
<211> 224
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16
Met Pro

1

Asn Thr

Trp Gly

Thr Glu
50

Asn Val
65

Ala Trp

Lys Leu

Leu Leu

Val Thr
130

Leu Ser
145
Leu Arg

Thr Proc

Ile Pro

Lys Glu
210

<210> 17
<211>331
<212> PRT

Gly

Thr

Ile

35

Leu

Lys

Ser

Pro

Gly

115

Ala

Ile

Val

Val

Glu

195

Leu

Gly

Val

20

Leu

Gly

Leu

Lys

Phe

100

Met

Arg

Leu

Val

Asp

180

Glu

Pro

Leu

Gly

Phe

Arg

Ile

Asp

85

Pro

Leu

Val

Tyr

Ile

165

Trp

Glu

Ser

Leu

Arg

Ser

Ala

Ala

70

Tle

Ile

Asp

Val

Proc

150
Ser

Lys

Ala

Gly

Leu

Ile

His

Ala

55

Leu

Asn

Ile

Pro

Phe

135

Ala

Leu

Asp

Lys

Lys
215

ES 2535719713

Gly

Arg

Pro

40

Lys

Ser

Ala

AsP

Ala

120

Val

Thr

Gln

Asp

Phe

25

Arg

Leu

Ile

Tyr

Asp

105

Glu

Phe

Thr

Leu

Gly Asp

Lys
200

Lys

185

Leu

Tyr

Val Ala Pro Asn Phe Glu Ala
10 15

His Asp Phe Leu Gly Asp Ser
30

Asp Phe Thr Pro Val Cys Thr
45

Ala Pro Glu Phe Ala Lys Arg
60

Asp Ser Val Glu Asp His Leu
75 80

Asn Cys Glu Glu Pro Thr Glu
90 95

Arg Asn Arg Glu Leu Ala Ile
110

Lys Asp Glu Lys Gly Met Pro
125

Gly Pro Asp Lys Lys Leu Lys
140

Gly Arg Asn Phe Asp Glu Ile

155 160
Thr Ala Glu Lys Arg Val Ala

170 175

Ser Val Met Val Leu Pro Thr
180

Phe Pro Lys Gly Val Phe Thr
205

Leu Arg Tyr Thr Pro Gln Pro
220

48



<213> Homo sapiens

<400> 17

Met

1

Leu

Val

Pro

Gly

65

Lys

Gly

Lys

Arg

Tyr
145

Ala

Leu

Arg

Pro

50

Lys

Glu

FPhe

Arg

Asp

130

Gly

Arg

Ala

Lys

35

Glu

Glu

Arg

Val

Tyr

115

Lys

Tyr

Gly

Leu

20

Glu

Asp

Leu

Thr

100

Ile

Asp

Tyr

Gly

Val

Arg

Asn

Ser

Gly

85

Thr

Phe

Asp

Leu

Arg

Leu

Val

Gln

Lys

70

Lys

Glu

Asp

Lys

Gly
150

Gly

Ala

Val

Ser

55

Thr

Ile

Glu

Asn

Tle

135

Asn

ES 2535719713

Arg

Pro

Arg

40

Phe

Phe

Val

Leu

Val

120

Ser

Pro

Arg

Arg

25

Pro

Gln

Asp

Asp

Lys

105

Ala

Trp

Ala

Leu
10

Val

Asp

Gly

Leu

Ser

Tyr Asp

Gln

Arg
20

Thr

Leu
75

Ile

Trp

Lys Val

Glu

Glu

49

Glu

Phe
155

Leu

Arg

Glu

His

60

Thr

Asp

Tle

Trp

Tyr

140

His

Ala

Ala

Leu

45

Glu

Pro

Asn

Lys

Lys

125

Lys

Asp

Lys

30

Gly

2la

Asp

Asp

Arg

110

Asp

Gln

Gly

Pro

Glu

Phe

Glu

Glvy

95

Val

Tyr

Ala

Ser

Leu

Thr

Arg

Leu

Ser

80

Asp

Gln

Asp

Thr

Asp
160



ES 2535719713

His His Thr Phe Lys Lys Met Leu Pro Arg Asp Glu Arg Arg Phe Lys
165 170 175

Ala Ala Asp Leu Asn Gly Asp Leu Thr &la Thr Arg Glu Glu Phe Thr
180 185 190

Ala Phe Leu His Pro Glu Glu Phe Glu His Met Lys Glu Ile Val Val
195 200 205

Leu Glu Thr Leu Glu Asp Ile Asp Lys Asn Gly Asp Gly Phe Val Asp
210 215 220

Gln Asp Glu Tyr Ile Ala Asp Met Phe Ser His Glu Glu Asn Gly Pro
225 230 235 240

Glu Pro Asp Trp Val Leu Ser Glu Arg Glu Gln Phe Asn Glu Phe Arg
245 250 255

Asp Leu Asn Lys Asp Gly Lys Leu Asp Lys Asp Glu Ile Arg His Trp
260 265 270

Ile Leu Pro Gln Asp Tyr Asp His Ala Gln Ala Glu Ala Arg His Leu
275 280 285

Val Tyr Glu Ser Asp Lys Asn Lys Asp Glu Lys Leu Thr Lys Glu Glu
290 295 300

Ile Leu Glu Asn Trp Asn Met Phe Val Gly Ser Gln Ala Thr Asn Tyr
305 310 315 320

Gly Glu Asp Leu Thr Lys Asn His Asp Glu Leu
325 330

<210> 18

<211> 654

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 18

Met Lys Leu Ser Leu Val Ala Ala Met Leu Leu Leu Leu Ser Ala Ala
1 5 10 15

Arg Ala Glu Glu Glu Asp Lys Lys Glu Asp Val Gly Thr Val Val Gly
20 25 30

50



Ile

Arg

Tyr

65

Arg

Lys

Gln

Ile

145

Leu

Asn

Leu

Tyr

Leu

225

Val

Aso

Val

50

Val

Asn

Leu

Phe

Val

130

Ser

Gly

AsD

Asn

Gly

210

Gly

Phe

Phe

Thr

Leu

Glu

Ala

Gln

Ile

Leu

115

Asp

Ala

Lys

Ala

Val

195

Leu

Gly

Glu

Gly

Gly

Ile

The

Leu

Gly

100

Pro

Ile

Met

Lys

1n

180

Met

Asp

Gly

Val

Gln

200

Lys

Thr

Ile

Thr

Thr

85

Arg

Phe

Gly

Val

Val

165

Arg

Arqg

Thr

Val
245

hrg

Thr

Ala

Pro

70

Ser

Thr

Lys

Gly

Leu

150

Thr

G1ln

Ile

Arg

Phe

230

Ala

Val

Val

Tyr

Asn

55

Glu

Asn

Trp

Val

Gly

135

Thr

His

Ala

Ile

Glu

215

Asp

Thr I

Mct

Arg

Sexr

40

Asp

Gly

Pro

Asn

Val

120

Lys

Ala

Thr

Asn

200

Gly

Val

Glu

Lys

ES 2535719713

Cys

Gln

Glu

Glu

Asp

105

Glu

Thr

Met

Val

Lys

185

Glu

Glu

Ser

Gly

His
265

Val

Gly

Arg

Asn

S0

Pro

Lys

Lys

Lys

Val

170

Asp

Pro

Lys

Leu

Asp

250

Phe

Gly

Leu

75

Thr

Ser

Lys

Thr

Glu

155

Thr

Ala

Thr

Asn

Leu

235

Thr

Ilc

Arg

51

Val

Lrg

&0

Ile

Val

Val

Trhr

PlLe

140

Thr

Val

Gly

Ala

Ile

220

Trr

His

Lys

2Zla

Phe
45

Ile

Gly

Gln

Lys

125

Ala

Ala

Pro

Thr

Ala

205

Leu

Leu

Lcu

Val

Lys

Thr

Asp

Gln

110

2ro

2ro

Glu

Ala

Ile

190

Ala

Val

Asp

Gly

Tyr

270

Gln

Pro

2la

Tyr

Glu

Ala

Tyr

175

Ala

Ile

Phe

Gly
255

Lys

Lya

Gly

2la

80

Lys

Tle

Ile

Gla

Tyr

1603

Phe

Gly

Ala

Asp

Gly

249

Gla



Arg

Ala

305

Tkr

Ser

Lys

Pro

Ser

385

Gln

Mel

Gln

Val

465

Thr

Ile

Ala

Ary

290

Arg

Leu

Thr

Lys
370

Arg

Ala

Thr

Ilz

450

Tyr

Phs

Glu

Glu

Ile

Thr

Met

Asp

355

Ile

Gly

Gly

Val

Lys

435

Phc

Glu

Asp

Val

ASD
515

Val

Glu

Arg

Lys

340

Gln

Ile

Val

Leu

Scr

Gly

Leu

Thr

200

Lys

Gla

Ile

Ala

325

Pro

Asp

Gln

Asn

Pro

Ile

Thr

;311

Thr
485

Phe

Lys

Glu

310

Lys

Val

Glu

Leu

Pro

390

Ser

Pro

Ala

ATrqg

470

Gly

Glu

Thr

Ala

295

Ser

Fhe

Gln

Ile

Val

375

Asp

Gly

Thr

Arqg

Ser !

455

Fro

Ile

Ile

230

Lys

Phe

Lys

Val

380

Lys

Glu

Pro

Asn
520

ES 2535719713

Arg

Tvr

Glu

Val

3453

Leu

Glu

Ala

Gln

Gly

425

Thr

Thr

Pro

Val

505

Lys

Ala

Glu

Leu

330

Leu

Val

Phe

Val

Asp

410

Tle

Val

Gln

Tys

Ala

490

Asn

AZn

Leu

Gly

315

Asn

Glu

Glv

Phe

Ala

395

Thr

Glu

Val

Pro

Asp

473

Pro

Gly

Lys

52

Ser

300

Glu

Met

Asp

Gly

Asn

380

Gly

Thr

Fro

Thr

460

Arg

Ile

lle

Ser

Asp

Asp

Ser

Ser

365

Gly

Gly

Asp

Val

Thr

445

Val

His ~

Gly

Leu

Thr
525

Gln

Phe

Zeu

Asp

350

Thr

Lys

Ala

Leu

Gly

4130

oys

Thr

Val

Ar
510

lle

His

Phe

335

Leu

Arg

Glu

Ala

Val

415

Gly

Lys

Ilc

T.eu

Pro

435

Val

Thr

Gln

- Glu

320

Arg

Lys

Pro

Val

400

Val

Gly

480

Gln

Thr

Asn



Asp Gln
530

Ala Glu
545

Thr Arg

Gly Asp

Thr Met

Gln Asp
610

Glu TIle
625

Pro Pro

<210> 19
<211> 466

<212> PRT

Asn

Lys

Asn

Lys

Glu

595

Ala

Val

Thr

Arg

Phe

Glu

Glu

580

Lys

Asp

Gln

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 19

Met Ser Thr Arg

1

Gly Pro

Thr Ser

Ser Arg
50

Ser Ser
65

Gly

Thr

35

Ser

Ala

Thr

20

Arg

Leu

Val

Leu

Ala

Leu

565

Lys

Ala

Ile

Pro

Glu
645

Ser

Ala

Thr

Tyr

Arg

Thr

Glu

550

Glu

Leu

Val

Glu

Tle

630

Glu

Val

Ser

Tyr

Ala

Leu
70

Pro

535

Glu

Ser

Gly

Glu

AsP

615

Tle

Asp

Ser

Arg

Ser

Ser

55

Arg

ES 2535719713

Glu

Asp

Tyr

Gly

Glu

600

Phe

Ser

Thr

Ser

Pro

Leu

40

Ser

Ser

Glu

Lys

Ala

Lys

585

Lys

Lys

Lys

Ala

Ser
25

Gly

Pro

Ile Glu

Lys Leu
555

Tyr Ser

570

Leu Ser

Ile Glu

Ala Lys

Leu Tyr
635

Glu Lys

650

Ser
10

Ser

Tyr

Ser

Ser Ala

Gly

Val

53

Gly

Pro
75

Arg

540

Lys

Leu

Ser

Lys
620

Gly

Asp

Arg

Arg

Leu

Val

60

Gly

Met

Glu

Lys

Glu

Leu

605

Lys

Ser

Glu

Arg

Ser

Arg

45

Tyr

Val

Val

Arg

Asn

Asp

590

Glu

Glu

Ala

Leu

Met

Tyr

30

Pro

&la

Arg

Asn

Ile

Gln

575

Lys

Ser

Leu

Gly

Phe

15

Val

Ser

Thr

Leu

Asp

Asp

560

I1le

Glu

His

Glu

Pro
040

Gly

Thr

Thr

Arg

Leu
80



Gln

Arg

Lys

Arg

145

Val

Asn

Met

Asp

Glu

225

Glu

Asp

AYg

Glu

Asp

Che

Ile

130

Lau

Asp

Leu

Leu

Val

210

Sar

Ile

Val

Gln

Trp

290

Asn

Gln

Ser

Thr

Ala

115

Leu

Gly

Gln

Ala

Gln

185

Asp

Teu

Gln

Asp

Gln

Tyr

Asp

Val

Val

Arg

100

Leu

Asp

Leu

Glu

180

Arg

Asn

GIn

Glu

Val

260

Tyr

Lys

Ala

Gln S

Asp

Thr

Tyvr

Ala

Leu

Thr

le5

Asp

Glu

Ala

Glu

Leu

245

Ser

Glu

Ser

Leu

Phe

Ile

Glu

Tyr

150

Asn

Ile

Glu

Ser

G711

230

Gln

Lys

Lys

Arg
310

Leu

Ser

Glu

Asp

Met

Ala

Leu

215

Tle

Ala

Pro

Val

Phe

295

Thr

ES 2535719713

Leu

Glu

Glu

Lys

Arg

Glu

200

Ala

Ala

Gln

Asp

Ala

280

Ala

Ala

Cys

Ala

Val
105

2 Val

Gln

Gla

Ala

Lea

185

Asn

Arg

Phea

Ile

Leua

265

Ala

Gla

Asp

Glu

Arg

Leu

Met

Arg

170

Arg

Thr

Len

Teu

Gln

250

Thr

Lys

Leu

Gln

Val

Ala

Lcu

Phe

Lys

Arg

155

Val

Glu

Leu

Asp

Tys

235

Glu

Ala

Asn

Ser

Glu

315

54

Ile

Gln

Leu

Gly

140

Glu

Glu

Lys

Gln

Leu

224

Tys

Gln

Ala

Leu

Glu

300

Ser

Ala

Asn

Glu

Glu

125

Gln

Leu

Val

Leu

Ser

205

[CHRD

T.eu

Eis

Leu

Gln

285

Ala

Thr

Leu

Thr

Lcu
110

Arg

~

Gln
190

Phe Z

Arg

His

Val

Arg

270

Ala

Lys

Glu

95

Gln

Lys

Arg

Glu

Lys=

Glu

Gln

252

Asp

Ala

Tvyr

Gly

Phe

Ser

Gln

160

Asp

Glu

Gln

val

Glu

240

Val

Glu

Arg

Arg

320

Thr



Asn

Val

Ile

Asp

385

Arg

Asn

Leu

Thr

Leu
465

Glu

Glu

Gln

370

Leu

Lys

Phe

Val

Arg

450

Glu

<210> 20
<211> 434

<212> PRT

Ser

Ala

355

Asn

Leu

Leu

Ser

Asp

435

Asp

Leu

340

Ala

Met

Asn

Leu

Ser

420

Thr

Gly

<213> Homo sapiens

<400> 20

Met
1

Asn

Ser

Pro

Ala Ala

Leu Arg

50

Ile

Thr

Val

35

Asp

Leu

Val

20

Pro

Asn

325

Glu

Asn

Lys

Val

Glu

405

Leu

His

Gln

Lys

Glu

Ser

Asp

Arg

Tyxr

Glu

Lys

320

Gly

Asn

Ser

Val

Ile

Val

Gly

Lys

Gln

Gln

Glu

375

Met

Glu

Leu

Lys

Tle
455

His

Asp

Ala

Thr
55

ES 2535719713

Met

Asp

360

Met

Ala

Glu

Arg

Arg

440

Asn

Ala

Leu

Ser

40

Arg

Arg

345

Thr

2Ala

Leu

Ser

Glu

425

Thr

Glu

Arg

Phe

25

Thr

Tyr

330

Glu Met

Glu

Ile Gly Arg

Arg His

Asp Ile

395

Arg Ile

410

Thr Asn

Leu Leu

Thr Ser

Glu Ile

10

Thr Ser

Gly Ile

Met Gly

55

Leu

380

Glu

Ser

Leu

Tle

Gln
460

Phe

Lys

Tyxr

Lys
60

Glu

Leu

365

Arg

Ile

Leu

Asp

Lys

445

His

ASD

Gly

Glu

45

Gly

Asn

350

Gln

Glu

Ala

Pro

Ser

430

Thr

Hisg

Ala

Val

335

Phe Ala

Asp Glu

Tyr Gln

Thr Tyr

400

Leu Pro

415

Leu Pro

Val

Glu

Asp Asp

Arg
15
Phe

Leu

Ser

Gly

Arg

Glu

Lys



Ala

65

Lys

Met

Gly

Pro

Leu

145

Asn

Asn

Lys

Asp

Glu

225

Val

Tyr

Pro

Val

Val

Leu

Asp

val

Leu

130

Pro

Lys

Phe

Asn

Glu

210

Leu

Ile

Asp

Asp

Val
290

Glu

Asn

Gly

Ser

115

Tyr

Val

Leu

Arg

Val

195

Gly

Leu

Gly

Leu

Gln

275

Ser

His

Val

Thr

100

Leu

Arg

Pro

Ala

Glu

180

Ile

Gly

Lys

Met

Asp

260

Leu

Tle

Ile

Thr

85

Glu

Ala

His

Ala

Met

165

Ala

Lys

Phe

Thr

Asp

245

Phe

Ala

Glu

Asn

70

Glu

Asn

Val

Ile

Phe

150

Gln

Met

Glu

Ala

Ala

230

Val

Lys

Asp

Asp

Lys

Gln

Lys

Cys

Ala

135

Asn

Glu

Arg

Lys

Pro

215

Ile

Ala

Ser

Leu

Pro
295

ES 2535719713

Thr

Glu

Ser

Lys

120

Asp

Val

Phe

Ile

Tyr

200

Asn

Gly

Ala

Pro

Tyr

280

Phe

Ile

Lys

Lys

105

Ala

Leu

Tle

Met

Gly

185

Gly

Ile

Lys

Ser

Asp

265

Lys

Asp

Ala

Ile

90

Phe

Gly

Ala

Asn

Ile

170

Ala

Lys

Leu

Ala

Glu

250

Asp

Ser

Gln

56

Pro

15

Asp

Gly

Ala

Gly

Gly

155

Glu

Asp

Glu

Gly

235

Phe

Pro

Phe

Asp

Ala

Lys

Ala

Val

Asn

140

Gly

Fro

Val

Ala

Asn

220

Tyr

Phe

Ser

Ile

Asp
300

Leu

Leu

Asn

Glu

125

Ser

Ser

Val

Tyr

Thr

205

Lys

Thr

Arg

Arg

Lys

285

Trp

val

Met

Ala

110

Lys

Glu

His

Gly

His

190

Asn

Glu

Asp

Ser

Tyr

270

Asp

Gly

Ser

Ile

95

Ile

Gly

Val

Ala

Ala

175

Asn

Val

Glvy

Lys

Gly

255

Ile

Tyr

Ala

Lys

80

Glu

Leu

Val

Ile

Gly

160

Ala

Leu

Gly

Leu

Val

240

Lys

Ser

Pro

Trp



Gln Lys Phe Thr
305

Thr vVal Thr Asn

Cys Asn Cys Leu
340

Ser Leu Gln Ala
355

Val Ser His Axg
370

Val Val Gly Leu
385

Ser Glu Arg Leu

Leu Gly Ser Lys
420

Ala Lys

<210> 21
<211>198

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 21

Met Ala Ser Gly
1

Ala Thr Ala Val
20

Tyr Lys Gly Lys

Phe Val Cys Pro
50

Phe Arg Lys Leu
65

Ala

Pro

325

Leu

Cys

Ser

Cys

Ala

405

2la

Asn

Val

Tyr

Thr

Gly

Ser

310

Lys

Leu

Lys

Gly

Thr

390

Lys

Lys

Ala

AsSp

Val

Glu

Cys
70

Ala

Arg

Lys

Leu

Glu

375

Gly

Tyr

Phe

Arg

Gly

Val

Ile

55

Glu

ES 2535719713

Gly

Ile

Val

Ala

360

Thr

Gln

Asn

Ala

Tle

Ala

Leu

40

Tle

Val

Ile

Ala

Asn

345

Gln

Glu

Ile

Gln

Gly
425

Gly

Phe

25

FPhe

Ala

Leu

Gln

Lys

330

Gln

Rla

Asp

Lys

Leu

410

Arg

Lys

10

Lys

Phe

Phe

Gly

Val

315

Ala

Ile

Asn

Thr

Thr

395

Leu

Asn

Pro

Glu

Tyr

Ser

Val
75

57

Val

Val

Gly

Gly

FPhe

380

Gly

Arg

Phe

Ala

Val

Pro

Asn

60

Ser

Gly

Asn

Ser

Trp

365

Ile

Ala

Ile

Arg

Pro

Lys

Leu

45

Arg

Val

Asp

Glu

Val

350

Gly

Ala

Pro

Glu

Asn
430

AsSp

Leu

30

Asp

Ala

Asp

Asp

Lys

335

Thr

Val

Asp

Cys

Glu

415

Pro

Phe

15

Ser

Phe

Glu

Ser

Leu

320

Ser

Glu

Met

Leu

Arg

400

Glu

Leu

Lys

Asp

Thr

Asp

Gln
80



Phe

Gly

Glu

Leu

Asp

145

Ala

Lys

Tyr

Thr

Prc

Asp

Phe

130

Leu

Phe

Pro

Phe

<210> 22
<211> 256

<212> PRT

His

Leu

Tyr

115

Ile

Pro

Gln

Gly

Ser
195

Leu

Asn

100

Gly

Ile

Val

Tyr

Ser

180

Lys

<213> Homo sapiens

<400> 22
Met Ala Ala Ala

1

Val

Ala

Ser

Val
65

Ser

Ala

Gln

50

Thr

Ala

Cys

35

Ala

Gln

Ile

20

Gly

Lys

His

Ala

85

Ile

Val

Asp

Gly

Thr

165

Asp

His

Val

Pro

Arg

Leu

Ala

Trp

Pro

Leu

Gly

Arg

150

Asp

Thr

Asn

Gly

Trp

Thr

Phe

Pro
70

Ile

Leu

Lys

Lys

135

Ser

Glu

Ile

Arg

Gly

Ser

Ser

55

Tyr
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Asn

Leu

Thr

120

Gly

Val

His

Lys

Leu

Ile

Leu

40

Thr

Phe

Thr

Ala

105

Asp

Val

Asp

Gly

Pro
185

Leu

Ser

25

Thr

Ser

Lys

Pro

90

Asp

Glu

Leu

Glu

Glu

170

Asn

Arg

10

Ala

Asn

Ser

Gly

58

Arg

Val

Gly

Arg

Ala

155

Val

Val

Ala

Thr

Leu

Ser

Thr
75

Lys

Thr

Ile

Gln

140

Leu

Cvs

Asp

Ser

Ala

Leu

Cys

60

Ala

Glu

Arg

Ala

125

Tle

Arg

Pro

ASp

Val

Ala

Cys

45

His

Val

Gly

Arg

110

Tyr

Thr

Leu

Ala

Ser
190

Ala

Leu

30

Ser

Ala

Val

Gly

95

Leu

Arg

Val

Val

Gly

175

Lys

Arg

15

Arg

Gly

Pro

Asn

Leu

Gly

Asn

Gln

160

Trp

Glu

His

Pro

Ser

Ala

Gly
80



Glu Phe Lys Asp

Leu Phe Phe Tyr
100

Val Ala Phe Ser
115

Val Val Ala Val
130

Asn Thr Pro Arg
145

Leu Ser Asp Leu

Glu Gly Ser Gly
180

Gly val Ile Lys
1395

Val Glu Glu Thr
210

His Gly Glu Val
225

Lys Pro Ser Pro

<210> 23

<211> 201

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 23
Met Ala Ala Ala

1

Asn Thr Asp Glu
20

Leu Proc Glu Gln
35

Leu

85

FPro

Asp

Ser

Lys

Thr

165

Leu

His

Leu

Cys

Ala

245

Lys

Ser

Glu

Ser

Leu

Lys

Val

Asn

150

Lys

Ala

Leu

Arg

Pro

230

Ala

Asp

Asn

Ile

Leu

Asp

Ala

Asp

135

Gly

Gln

Leu

Ser

Leu

215

Ala

Ser

Thr

His

Lys
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Asp

Phe

Asn

120

Ser

Gly

Ile

Arg

Val

200

val

Asn

Lys

His

Thr
40

Bsp

Thr

105

Glu

His

Leu

Ser

Gly

185

Asn

Lys

Trp

Glu

Glu

Pro
25

Leu

Phe

90

Phe

Phe

Phe

Gly

Arg

170

Leu

Asp

Ala

Thr

Tyr

250

Asp
10

Gln

Glu

59

Lys

val

His

Ser

His

155

Asp

Phe

Leu

Phe

Pro

235

Phe

His

Phe

Glu

Gly

Cys

Asp

His

140

Met

Tyr

Ile

Fro

Gln

220

Asp

Gln

Asp

Glu

Rsp

Lys

Pro

Val

125

Leu

Asn

Gly

Ile

Vval

205

Tyr

Ser

Lys

Thr

Pro

Glu
15

Tyr

Thr

110

Asn

Ala

Ile

val

Aszp

190

Gly

val

Pro

val

Ser

Ile
30

Glu

Leu

95

Glu

Cys

Trp

Ala

Leu

175

Pro

Arg

Glu

Thr

Asn
255

Thr
15

Val

Glu

Val

Ile

Glu

Tle

Leu

160

Leu

Asn

Ser

Thr

Ile

240

Gln

Glu

Ser

Leu
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Phe Lys Met Arg Ala Lys Leu Phe Arg Phe Ala Ser Glu Asn Asp Leu
50 55 60

Pro Glu Trp Lys Glu Arg Gly Thr Gly Asp Val Lys Leu Leu Lys His
65 70 75 80

Lys Glu Lys Gly Ala Ile Arg Leu Leu Met Arg Arg Asp Lys Thr Leu
85 90 95

Lys Ile Cys Ala Asn His Tyr Ile Thr Pro Met Met Glu Leu Lys Pro
100 105 110

hAsn Ala Gly Ser Asp Arg Ala Trp Val Trp Asn Thr His Ala Asp Phe
115 120 125

Ala Asp Glu Cys Pro Lys Pro Glu Leu Leu Ala Ile Arg Phe Leu Asn
130 135 140

Ala Glu Asn Ala Gln Lys Phe Lys Thr Lys Phe Glu Glu Cys Arg Lys
145 150 155 160

Glu Ile Glu Glu Arg Glu Lys Lys Ala Gly Ser Gly Lys Asn Asp His
165 170 175

Ala Glu Lys Val Ala Glu Lys Leu Glu Ala Leu Ser Val Lys Glu Glu
180 185 190

Thr Lys Glu Asp Ala Glu Glu Lys Gln
195 200

<210> 24

<211> 215

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 24

Met Gly Lys Gly Asp Pro Lys Lys Pro Arg Gly Lys Met Ser Ser Tyr
1 5 10 15

Ala Phe Phe Val GIln Thr Cys Arg Glu Glu His Lys Lys Lys His Pro
20 25 30

Asp Ala Ser Val Asn Phe Ser Glu Phe Ser Lys Lys Cys Ser Glu Arg
35 40 45

60



10

15

20

25

30

35

ES 2535719713

REIVINDICACIONES

1. Procedimiento in vitro de deteccion de una esclerodermia sistémica (ScS) o de una hipertension arterial pulmonar
asociada a una esclerodermia (HTAP-ScS) o de una hipertension arterial pulmonar idiopatica (HTAPi) en un sujeto,
que comprende la determinacion de la presencia y/o de la cantidad de al menos un anticuerpo elegido del grupo
constituido por los anticuerpos anti-galectina-1, anti-proteina FAM10A4, anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés, y
anti-precursor de la proteina de 78 kDa regulada por la glucosa, en una muestra biolégica procedente de un
paciente,

siendo indicativa de una ScS o de una HTAPI, la presencia de un anticuerpo anti-precursor de la proteina de 78 kDa
regulada por la glucosa;

siendo indicativa de una HTAP-ScS o de una HTAPi, la presencia de un anticuerpo anti-proteina FAM10A4;
siendo indicativa de una ScS, la presencia de un anticuerpo anti-galectina-1;

o siendo indicativa de una ScS, de una HTAP-ScS o de una HTAPI, la presencia de una cantidad superior a un valor
control de un anticuerpo anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el cual la muestra biol6gica es una muestra de sangre o de suero.

3. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 o 2, en el cual la cantidad de dicho al menos un anticuerpo se
determina por un inmunoensayo.

4. Procedimiento segun la reivindicacion 3, en el cual el inmunoensayo es una valoracién ELISA.
5. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 4, en el cual el paciente es un ser humano.

6. Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el paciente sufre de una esclerodermia
sistémica, con o sin hipertension arterial pulmonar asociada.

7. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 5, en el cual el paciente sufre de una hipertension arterial
pulmonar idiopatica.

8. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el cual la hipertension arterial pulmonar esta asociada
a una hipertension portal, a una cardiopatia congénita, o a una infeccién por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH), o es una hipertension pulmonar post-embdlica.

9. Procedimiento segun una de las reivindicaciones 1 a 6, en el cual el paciente es un sujeto predispuesto a
desarrollar una esclerodermia sistémica o una hipertension arterial pulmonar asociada a una esclerodermia o una
hipertensién arterial pulmonar idiopatica

10. Procedimiento segun la reivindicacion 9, en el cual el sujeto es portador de una o varias mutaciones en el gen
gue codifica BMPRII, endoglina o ALK1.

11. Procedimiento segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo dicho al menos un
anticuerpo, un anticuerpo anti-galectina 1.

12. Procedimiento segin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, comprendiendo dicho al menos un
anticuerpo, un anticuerpo anti-fosfoproteina 1 inducida por el estrés.
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