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DESCRIPCION
Marcadores para la deteccion del cancer gastrico.
Campo de la invencion

Esta invencion se refiere a la deteccién del cancer. De modo especifico, esta invencién se refiere al uso de un
marcador de proteina para la deteccion del cancer gastrico.

Antecedentes

La supervivencia de los pacientes con cancer aumenta enormemente cuando el cancer se detecta y se trata de
forma temprana. En el caso del cancer gastrico, los pacientes diagnosticados con la enfermedad en un estadio
temprano tienen una tasa de supervivencia a los 5 afios del 90%, comparado con aproximadamente 10% para los
pacientes diagnosticados con la enfermedad avanzada. Sin embargo, la gran mayoria de los pacientes con cancer
gastrico en la actualidad se presentan con la enfermedad avanzada. Por tanto, los avances que conducen a un
diagnostico temprano del cancer gastrico pueden conducir a una mejor prognosis para los pacientes.

La identificacion de marcadores asociados al cancer especificos en muestras bioldgicas, que incluyen fluidos
corporales, por ejemplo, sangre, orina, lavados peritoneales y extractos de deposiciones pueden proporcionar una
estrategia valiosa para el diagnéstico temprano del cancer, que conducirian a un tratamiento temprano y una mejor
prognosis. Los marcadores del cancer especificos también pueden proporcionar un medio para controlar el avance
de la enfermedad, que permitiria seguir la eficacia de tratamientos quirirgicos, radioterapéuticos vy
quimioterapéuticos. Sin embargo, para una serie de canceres importantes, los marcadores disponibles tienen poca
sensibilidad y especificidad. Por ejemplo, los marcadores que se emplean con mas frecuencia para el cancer
gastrico, ca19-9, ca72-4 y el antigeno carcinoembrionario (CEA) detectan solo aproximadamente 15-50% de los
tumores gastricos de cualquier estadio, disminuyendo hasta aproximadamente 2-11% para la enfermedad en estadio
temprano. Por tanto, hay una frecuencia muy alta de ensayos falsos negativos que puede conducir a que los
pacientes y los profesionales sanitarios crean que no existe enfermedad, cuando, de hecho, el paciente puede
padecer un cancer grave que necesite de una atencién inmediata. Ademas, estos marcadores pueden producir
sefiales de falso positivo en hasta 1/3 de los individuos afectados por una enfermedad gastrica benigna.

El documento WO 2005/010213 describe marcadores para la deteccién del cancer gastrico. El documento WO
02/100336 describe proteinas de la membrana endotelial especificas de tejido. Liang et al. (Proceedings of the
American Associate for Cancer Research Annual Meeting, vol. 46, abril, 2005, p. 452) describen la pérdida de ZG16
en el cancer colorrectal.

El set Affymetrix Gene Chip Human Genome U133 (http://www.helmholtz-hzi.de/fileadmin/user
upload/research/Research/Programme/Technological-platforms/Gene Expression
Analysis/Service/humangenomeu133) describe secuencias oligonucleotidicas para un chip de genes Affymetrix.

Resumen de lainvencién

En la presente se describen métodos, composiciones y dispositivos que pueden proporcionar la deteccion del cancer
en un estadio temprano y disminuir la frecuencia de resultados del ensayo falsos positivos y falsos negativos.

Los analisis moleculares pueden emplearse para identificar genes que son altamente expresados en tejidos de
tumor gastrico, pero que no estén necesariamente sobreexpresados, comparado con tejido gastrico no maligno.
Estos andlisis incluyen métodos de micromatrices de DNA (“microarrays”) y de reaccion en cadena de polimerasa
cuantitativa (QPCR). Los genes del cancer, los ARN y las proteinas codificadas por estos genes se denominan en la
presente marcadores de tumores malignos gastricos (GTM). Debe entenderse que el término GTM no necesita que
el marcador sea especifico solo para los tumores géastricos. Por el contrario, la expresiéon de GTM puede estar
aumentada en otros tipos de tumores, que incluyen tumores malignos o no malignos, que incluyen canceres
gastricos, de vejiga, colorrectales, pancreaticos, de ovario, de piel (por ejemplo, melanomas), de higado, esofagicos,
endometriales y de cerebro, entre otros. Sin embargo, debe entenderse que el término GTM no incluye los
marcadores de la técnica anterior, tales como CA19-9, CA72-4, pepsinégeno y CEA, o cualquier otro marcador que
haya sido previamente identificado como indicativo de tumores gastricos. Algunos GTM se segregan o escapan de
los tumores a unos niveles suficientes como para ser un diagndstico del cancer gastrico con un alto grado de
fiabilidad y, en otros casos, las mediciones de dos 0 mas GTM pueden proporcionar un diagnéstico fiable del cancer
gastrico.

Las proteinas que son segregadas o escindidas de las células, solas o en combinacion entre si, tienen utilidad como
marcadores séricos o de fluidos corporales para el diagnéstico del cancer gastrico, o como marcadores para
controlar el avance de una enfermedad establecida. La deteccion de marcadores de proteinas puede realizarse
empleando métodos conocidos en la técnica e incluye el uso de anticuerpos monoclonales, antisuero policlonal y
similares.

En la presente se describe un método para detectar el cancer gastrico, que comprende:
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(i) proporcionar una muestra bioldgica; y
(i) detectar los niveles de proteina del granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16") en dicha muestra.

La presente invencion proporciona un método para detectar el cancer gastrico, que comprende: (i) proporcionar una
muestra de sangre, plasma o suero; (ii) detectar los niveles de proteina del granulo de zimégeno humana 16
("2G16") en dicha muestra; y (iii) comparar la cantidad de ZG16 en dicha muestra con un valor obtenido a partir de
una o mas muestras control que no presentan cancer gastrico, en el que la sobreexpresion de ZG16 en la muestra
bioldgica es indicativa de cancer gastrico. La presente invencién proporciona ademas el uso de un anticuerpo
especifico para la proteina del granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16") para detectar el cancer gastrico en una
muestra de sangre, plasma o suero.

En un aspecto, la sobreexpresion de ZG16 en un paciente es indicativa de que el paciente tiene cancer gastrico.

Puede seleccionarse otro miembro de la familia de GTM a partir del grupo que consiste en mucina 5AC ("MUC5AC"),
0 mucina 17 ("MUC17"). El método puede implicar la deteccion de ZG16 y MUC5AC, ZG16 y MUC17, o0 ZG16 y
MUC5AC y MUC17.

El otro miembro de la familia de GTM también puede comprender uno o mas de otros miembros de la familia de
GTM, por ejemplo, cualquiera de MUC5AC, MUC17, ZG16, cadena de 83 kDa del polipéptido 2 de la
carboxipeptidasa N (CPN2), metaloproteinasa de matriz 12 (MMP12), inhibina ("INHBA"), factor del crecimiento de
tipo insulinico 7 ("IGFBP7"), gamma-glutamil hidrolasa ("GGH"), proteoglicano enriquecido en leucina y prolina
("LEPRE1"), cistatina S ("CST4"), proteina relacionada con frizzled segregada 4 ("SFRP4"), asporina ("ASPN"),
regulador del crecimiento celular con dominio de mano EF 1 ("CGREF1"), calicreina 10 (KLK10), inhibidor tisular de
metaloproteinasa 1 ("TIMP1"), proteina rica en cisteina acida segregada ("SPARC"), factor del crecimiento
transformante, 13-inducido ("TGFBI"), proteina de la matriz extracelular similar a fibulina que contiene EGF 2
("EFEMP2"), lumicano ("LUM"), estanina ("SNN"), fosfoproteina segregada 1 ("SPP1"), proteoglicano de sulfato de
condroitina 2 ("CSPG2"), N-acilesfingosina amidohidrolasa ("ASAH1"), serina proteasa 11 ("PRSS11"), proteina
relacionada con frizzled segregada 2 ("SFRP2"), fosfolipasa A2, grupo XIIB ("PLA2G12B"), espondina 2, proteina de
la matriz extracelular ("SPONZ2"), olfactomedina 1 ("OLFM1"), repeticion de tromboespondina que contiene 1
("TSRC1"), tromboespondina 2 ("THBS2"), adlicano, cistatina SA ("CST2"), cistatina SN ("CST1"), enzima de tipo lisil
oxidasa 2 ("LOXL2"), tiroglobulina ("TG"), factor del crecimiento transformante beta1 ("TGFB1"), inhibidor de serina o
cisteina proteinasa Clado H, miembro 1 ("SERPINH1"), inhibidor de serina o cisteina proteinasa Clado B, miembro 5
("SERPINB5"), metaloproteinasa de matriz 2 ("MMP2"), proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 5
("PCSK5"), proteina de enlace de glicoproteina de hialuronano 4 ("HAPLN4"), CA19-9, CA72-4, pepsindgeno, CEA,
MUC5AC y MUC17.

Un ejemplo de una combinacién de marcadores de GTM que puede utilizarse segun la presente invenciéon es
MUCS5AC, MUC17, ZG186, cistatina SN, serpina H1 y serpina B5.

En la presente se describe cualquier método adecuado para detectar el nivel de GTM, y puede incluir detectar los
niveles de ARNm de GTM, ADNc de GTM, empleando un oligonucleétido complementario con al menos una porcién
de dicho ADNc de GTM, empleando un método de qRT-PCR que utiliza un cebador directo y un cebador inverso,
detectar los niveles de una proteina de GTM, detectar los niveles de un péptido de GTM, por ejemplo, empleando un
anticuerpo dirigido contra dicho GTM. Puede emplearse cualquier anticuerpo adecuado, y puede ser un anticuerpo
monoclonal o un antisuero policlonal. EI método puede realizarse empleando un método de inmunoensayo de tipo
"sandwich" o empleando un chip de anticuerpos.

En la presente también se describe un dispositivo para detectar un GTM, que comprende: un sustrato que tiene un
reactivo de captura de GTM sobre él; y un detector asociado con dicho sustrato, siendo capaz dicho detector de
detectar un GTM asociado con dicho reactivo de captura.

El reactivo de captura de GTM puede ser un oligonucleétido o un anticuerpo especifico para un oligonucleétido de
GTM, una proteina de GTM o un péptido de GTM.

En la presente se describe ademas un kit para detectar el cancer, que comprende:

un sustrato que tiene un reactivo de captura de GTM sobre él;

un medio para visualizar un complejo de dicho agente de captura de GTM y un GTM; reactivos; e

instrucciones de uso, en el que dicho GTM comprende la proteina del granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16").

El reactivo de captura de GTM es un oligonucleétido especifico de GTM o un anticuerpo especifico de GTM selectivo
para un oligonucleétido de GTM, una proteina de GTM o un péptido de GTM.

En la presente también se describe un método para detectar un cancer gastrico, que comprende las etapas de:
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proporcionar una muestra de ensayo para un paciente en riesgo de padecer cancer gastrico; medir la presencia de
una proteina de GTM en dicha muestra de ensayo; y

comparar la cantidad de GTM presente en dicha muestra de ensayo con un valor obtenido a partir de una muestra
control procedente de un sujeto que no padece cancer gastrico, en el que dicho GTM comprende la proteina del
granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16").

En la presente también se describe un método para seleccionar un cancer gastrico, que comprende las etapas de:
proporcionar una muestra de ensayo procedente de un sujeto de ensayo;
medir la presencia de un GTM en dicha muestra de ensayo; y

comparar la cantidad de GTM presente en dicha muestra de ensayo con un valor obtenido a partir de una muestra
control procedente de un sujeto que no padece cancer gastrico, en el que dicho GTM comprende la proteina del
granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16").

El GTM puede ser una proteina o un péptido de GTM, o un oligonucleétido especifico para un GTM. El
oligonucledtido puede ser ADN o ARN.

Segun el método, la etapa de medicidon puede emplear un ensayo ELISA.
La muestra de ensayo puede obtenerse de plasma, tejido, orina, fluido gastrico, suero y deposiciones.
Breve descripcion de las figuras

Esta invencion se describe con referencia a realizaciones especificas de la misma y con referencia a las figuras, en
las que:

La figura 1 muestra una tabla resultado del analisis de la micromatriz de ADN que muestra genes con una alta
expresion relativa en tejido tumoral. Se clasificé la intensidad de la sefial para cada gen en tejido tumoral y en tejido
no maligno. La tabla muestra los GTM con una clasificacion mas alta que el marcador del cancer gastrico existente
CEA (codificado por el gen CEACAMS).

La figura 2 expone una tabla que muestra las caracteristicas de muestras de suero empleadas en el analisis con la
matriz de anticuerpos.

La figura 3 expone histogramas que muestran la distribucién de muestras de tumor y no malignas segun su nivel de
expresion de (a) ZG16 y (b) MUC17. El nivel de expresion de los dos genes se obtuvo mediante RT-gPCR.

La figura 4 expone diagramas de cajas que muestran la detecciéon de (a) MUC17 y (b) ZG16 en el suero de
pacientes con cancer gastrico y controles empleando matrices de anticuerpos y deteccién de RCA.

Descripcion detallada
Definiciones

Antes de describir las realizaciones de la invencidon en detalle, sera util proporcionar algunas definiciones de
términos, tal como se emplean en la presente.

El término "GTM" o las expresiones "marcador de tumor gastrico" o "miembro de la familia de GTM" significan un
gen, un fragmento de gen, ARN, un fragmento de ARN, una proteina o un fragmento de proteina relacionada u otra
molécula identificativa asociada con el cancer gastrico. Los GTM descritos en la presente no incluyen moléculas que
son conocidas en la técnica anterior por estar asociadas con el cancer gastrico, por ejemplo, CA19-9, CA72-4,
pepsindgeno y CEA. Sin embargo, los marcadores descritos en la presente pueden utilizarse en combinaciones
nuevas y de la invencion con GTM previamente descritos.

El término "marcador” se refiere a una molécula que esta asociada cuantitativa o cualitativamente con la presencia
de un fendmeno bioldgico. Los ejemplos de "marcadores" incluyen un polinucleétido, tal como un gen o fragmento de
gen, ARN o fragmento de ARN; o un producto génico, que incluye un polipéptido tal como un péptido, oligopéptido,
proteina o fragmento de proteina; o cualquier metabolito relacionado, subproducto, o cualquier otra molécula
identificativa, tal como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, que estén relacionados directa o indirectamente
con un mecanismo que subyace al fenédmeno. Los marcadores descritos en la presente incluyen las secuencias de
nucleotidos (por ejemplo, secuencias de GenBank) tal como se describen en la presente, en particular, las
secuencias de longitud completa, cualquier secuencia codificadora, cualquier fragmento, o cualquier complemento
de los mismos, y cualquier marcador mensurable de los mismos, tal como se definié anteriormente.

Tal como se usa en la presente, "anticuerpos” y términos similares se refieren a moléculas de inmunoglobulina y
porciones inmunoldégicamente activas de moléculas de inmunoglobulina (lg), es decir, moléculas que contienen un
sitio de unién al antigeno que se une especificamente (inmunorreacciona con) un antigeno. Estas incluyen, aunque
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no se limitan a moléculas policlonales, monoclonales, quiméricas, monocatenarias, fragmentos Fc, Fab, Fab'y Fab,,
y un banco de expresion de Fab. Las moléculas de anticuerpos estan incluidas en cualquiera de las clases 1gG, IgM,
IgA, IgE e IgD, que difieren unas de otras por la naturaleza de cadena pesada presente en la molécula. Estas
incluyen ademas las subclases, tales como IgG1, IgG2 y otras. La cadena ligera puede ser una cadena kappa o una
cadena lambda. La referencia en la presente a anticuerpos incluye la referencia a todas las clases, subclases y
tipos. También se incluyen anticuerpos quiméricos, por ejemplo, anticuerpos monoclonales o fragmentos de los
mismos que son especificos de mas de una fuente, por ejemplo, una secuencia de raton o humana. Se incluyen
ademas anticuerpos de camélido, anticuerpos de tiburén o nanocuerpos.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren a o describen el proceso fisioldgico en mamiferos que se caracteriza
generalmente por un crecimiento celular anémalo o no regulado. El céncer y la patologia de cancer pueden
asociarse, por ejemplo, con metastasis, interferencia con el funcionamiento normal de células proximas, liberacion
de citoquinas u otros productos secretores a niveles andémalos, supresion o agravamiento de la respuesta
inflamatoria o inmunoldgica, neoplasia, premalignidad, malignidad, invasion de tejidos u 6rganos circundantes o
distantes, tales como nédulos linfaticos, etc. Especificamente se incluyen los melanomas.

El término "tumor" se refiere a todo el crecimiento y proliferacion de células neoplasicas, malignas o benignas, y a
todas las células y tejidos precancerosos y cancerosos.

La expresion "cancer gastrico" se refiere a un tumor que se origina en el estémago. Estos tumores son capaces de
metastatizar hasta cualquier 6rgano.

Las expresiones "expresado diferencialmente”, "expresion diferencial" y expresiones similares, se refieren a un
marcador génico cuya expresion esta activada a un nivel mayor o menor en un sujeto (por ejemplo, una muestra de
ensayo) que tiene un trastorno, especificamente cancer, tal como melanoma, respecto a su expresion en un sujeto
de control (por ejemplo, una muestra de referencia). Las expresiones también incluyen marcadores cuya expresion
se activa a un nivel mayor o menor en diferentes estadios del mismo trastorno; en enfermedades con buena o mala
prognosis; o en células con niveles mayores o menores de proliferacion. Un marcador expresado de forma
diferencial puede estar activado o inhibido al nivel de polinucleétido o al nivel de polipéptido, o puede someterse a un
corte y empalme alternativo para dar por resultado un producto de polipéptido diferente. Dichas diferencias pueden
evidenciarse por un cambio en niveles de ARNm, expresién en la superficie, secreciéon u otra particién de un
polipéptido, por ejemplo.

La expresion diferencial puede incluir una comparacion de expresiéon entre dos o0 mas marcadores (por ejemplo,
genes o sus productos génicos); o una comparacion de las proporciones de la expresion entre dos o mas
marcadores (por ejemplo, genes o sus productos génicos); 0 una comparacion de dos productos procesados de
forma diferente (por ejemplo, transcripciones o polipéptidos) del mismo marcador, que difieren entre sujetos
normales y sujetos enfermos; o entre varias etapas de la misma enfermedad; o entre enfermedades con buena o
mala prognosis; o entre células con niveles mayores y menores de proliferacion; o entre tejido normal y tejido
enfermo, especificamente cancer, o melanoma. La expresion diferencial incluye la cuantitativa y la cualitativa,
diferencias en el modelo de expresion temporal o celular en un gen o sus productos de expresion, por ejemplo, entre
células normales o enfermas, o entre células que han sufrido diferentes acontecimientos de enfermedad o estadios
de enfermedad, o células con diferentes niveles de proliferacion.

El término "expresion" incluye la produccion de polinucleétidos y polipéptidos, en particular, la produccion de ARN
(por ejemplo, ARNm) desde un gen o una porcién de un gen, e incluye la produccion de un polipéptido codificado por
un ARN o un gen o porcién de un gen, y la aparicion de un material detectable asociado con la expresion. Por
ejemplo, la formacion de un complejo, por ejemplo, de una interaccién polipéptido-polipéptido, interacciéon
polipéptido-nucledtido, o similares, se incluye en el alcance del término "expresién". Otro ejemplo es la unién de un
ligando de unién, tal como una sonda de hibridacidon o un anticuerpo, a un gen u otro polinucleétido u
oligonucledtido, un polipéptido o un fragmento de proteina, y la visualizacion del ligando de union. Asi, la intensidad
de una mancha en una micromatriz, en una transferencia de hibridacién tal como una transferencia Northern, o en
una inmunotransferencia, tal como una transferencia Western, o en una matriz de esferas, o por analisis PCR, se
incluye en el término "expresion" de la molécula bioldgica subyacente.

Las expresiones "umbral de expresion" y "umbral de expresiéon definido" se usan de forma intercambiable y se
refieren al nivel de un marcador en cuestion fuera del cual el polinucleétido o polipéptido sirve como un marcador
predictivo para la supervivencia del paciente. EI umbral depende del modelo predictivo establecido y se deriva
experimentalmente de estudios clinicos tales como los descritos en los ejemplos posteriores. Dependiendo del
modelo de prediccidon usado, el umbral de expresion puede fijarse para lograr la maxima sensibilidad, o para una
maxima especificidad o para un error minimo (maxima tasa de clasificacion). Por ejemplo, un umbral mayor puede
fijarse para alcanzar errores minimos, aunque puede dar por resultado una menor sensibilidad. Por lo tanto, para
cualquier modelo predictivo dado, se emplearan estudios clinicos para fijar un umbral de expresién que
generalmente alcanza la mayor sensibilidad mientras que tiene una minima tasa de error. La determinacién del
umbral de expresion para cualquier situacién esta dentro del conocimiento de los expertos en la técnica.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 581 841 T3

El término "sensibilidad" significa la proporcion de individuos con la enfermedad positivos en el ensayo (con el
modelo). Asi, una mayor sensibilidad significa menos resultados del ensayo falsos negativos.

El término "especificidad" significa la proporciéon de individuos sin la enfermedad negativos en el ensayo (con el
modelo). Asi, una mayor especificidad significa menos resultados del ensayo falsos positivos.

El término "micromatriz" se refiere a una disposicion ordenada o desordenada de agentes de captura,
preferiblemente polinucledtidos (por ejemplo, sondas) o polipéptidos en un sustrato. Véase, por ejemplo, Microarray
Analysis, M. Schena, John Wiley & Sons, 2002; Microarray Biochip Technology, M. Schena, ed., Eaton Publishing,
2000; Guide to Analysis of DNA Microarray Data, S. Knudsen, John Wiley & Sons, 2004; y Protein Microarray
Technology, D. Kambhampati, ed., John Wiley & Sons, 2004.

El término "oligonucledtido" se refiere a un polinucleétido, generalmente una sonda o cebador, que incluye, sin
limitacion, desoxirribonucleétidos monocatenarios, ribonucleétidos monocatenarios o bicatenarios, hibridos de ARN:
ADN, y ADN bicatenarios. Los oligonucleétidos, tales como oligonucleétidos de sonda de ADN monocatenarios, se
sintetizan a menudo por métodos quimicos, por ejemplo, usando sintetizadores de oligonucleétidos automatizados
que estan disponibles en el mercado, o por una diversidad de otros métodos, que incluyen sistemas de expresion in
vitro, técnicas recombinantes, y expresion en células y organismos.

El término "sobreexpresion" o "sobreexpresado” se refiere a un nivel de expresiéon de un gen o marcador en un
paciente que estd por encima del que se observa en tejido normal. La expresion puede considerarse
sobreexpresada sies 1,2, 1,3,1,4,1,5,1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2, o mayor que 2 veces la expresion en tejido normal.

El término "polinucleétido”, cuando se usa en el singular o plural, se refiere generalmente a cualquier
polirribonucleétido o polidesoxirribonucleotido, que puede ser ARN o ADN no modificado o ARN o ADN modificado.
Esto incluye, sin limitacion, ADN monocatenario y bicatenario, ADN que incluye regiones monocatenarias y
bicatenarias, ARN monocatenario y bicatenario, y ARN que incluye regiones monocatenarias y bicatenarias,
moléculas hibridas que comprenden ADN y ARN que pueden monocatenarios o, mas generalmente, bicatenarios, o
incluyen regiones monocatenarias y bicatenarias. También se incluyen regiones tricatenarias que comprenden ARN
o ADN o tanto ARN como ADN. Se incluyen especificamente ARNm, ADNc y ADN genémicos, y cualquier fragmento
de los mismos. El término incluye ADN y ARN que contienen una o mas bases modificadas, tal como bases tritiadas,
o bases inusuales, tales como inosina. Los polinucleétidos de la invencién pueden incluir secuencias codificadoras o
no codificadoras, 0 secuencias sentido o antisentido. Se entendera que cada referencia a un "polinucleétido" o
término similar, en la presente, incluira las secuencias de longitud completa ademas de cualquier fragmento,
derivado o variante de las mismas.

"Polipéptido”, como se usa en la presente, se refiere a un oligopéptido, un péptido, o una secuencia de proteina, o
fragmento de los mismos, y a moléculas que se dan de forma natural, recombinantes, sintéticas o semisintéticas.
Cuando "polipéptido" se menciona en la presente para referirse a una secuencia de aminoacidos de una molécula de
proteina que se da de forma natural, "polipéptido" y términos similares no pretenden limitar la secuencia de
aminoacidos a la secuencia de aminoacidos nativa, completa, para la molécula de longitud total. Se entendera que
cada referencia a un "polipéptido" o término similar, en la presente, incluira las secuencias de longitud completa
ademas de cualquier fragmento, derivado o variante de los mismos.

El término "qPCR" o "QPCR" se refiere a la reaccién de cadena de polimerasa cuantitativa como se describe, por
ejemplo, en PCR Technique: Quantitative PCR, J.W. Larrick, ed., Eaton Publishing, 1997, y A-Z of Quantitative PCR,
S. Bustin, ed., IUL Press, 2004.

El término RCA es una abreviatura de la amplificacion de circulo rodante. La RCA es una técnica que implica el
copiado repetido de un molde circular para amplificar una sefial de una manera lineal.

La "rigurosidad" de las reacciones de hibridacion puede ser facilmente determinada por los expertos en la técnica, y
generalmente es un calculo empirico dependiente de la longitud de la sonda, la temperatura de lavado y la
concentracion de sal. En general, las sondas mas largas necesitan temperaturas mayores para un reasociado
apropiado, mientras que las sondas mas cortas necesitan menores temperaturas. La hibridacion depende
generalmente de la capacidad del ADN desnaturalizado para reasociarse cuando estan presentes hebras
complementarias en un medio por debajo de su temperatura de fusiéon. Cuanto mayor sea el grado de homologia
deseada entre la sonda y la secuencia hibridable, mayor sera la temperatura relativa que pueda usarse. Como
resultado, se sigue que las temperaturas relativas mayores tenderan a hacer que las condiciones de reaccion sean
mas rigurosas, mientras que unas temperaturas menores no tanto. Otros detalles y explicaciones de la rigurosidad
de las reacciones de hibridacién se encuentran por ejemplo, en Ausubel et al., Current Protocols in Molecular
Biology, Wiley Interscience Publishers, (1995).

"Condiciones rigurosas" o "condiciones de alta rigurosidad", como se definen en la presente, generalmente: (1)
emplean baja fuerza idnica y alta temperatura para el lavado, por ejemplo cloruro sédico 0,015 M/citrato sédico
0,0015 M/ dodecilsulfato sodico al 0,1% a 50 °C; (2) emplean un agente desnaturalizante durante la hibridacion, tal
como formamida, por ejemplo, 50% (v/v) de formamida con 0,1% de albumina de suero bovino/0,1% de Ficoll/0,1%
de polivinilpirrolidona/tampén de fosfato sédico 50 mM a pH 6,5 con cloruro sddico 750 mM, citrato sédico 75 mM a
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42 °C; o (3) emplean 50% de formamida, 5X SSC (NaCl 0,75 M, citrato sddico 0,075 M), fosfato sdédico 50 mM (pH
6,8), 0,1% de pirofosfato sédico, 5X, disoluciéon de Denhardt, ADN de esperma de salmén sonicado (50 ug/ml), 0,1%
de SDS, y 10% de sulfato de dextrano a 42 °C, con lavados a 42 °C en 0,2X SSC (cloruro sddico/citrato sddico) y
50% de formamida a 55 °C, seguido por un lavado de alta rigurosidad que comprende 0,1X SSC que contiene EDTA
ab55°C.

Las "condiciones moderadamente rigurosas" pueden identificarse como se describe por Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York: Cold Spring Harbor Press, 1989, e incluyen el uso de una disolucion de
lavado y condiciones de hibridacion (por ejemplo, temperatura, fuerza idnica y porcentaje de SDS) menos rigurosas
que las descritas anteriormente. Un ejemplo de condiciones moderadamente rigurosas son una incubacion durante
la noche a 37 °C en una disolucién que comprende: 20% de formamida, 5X SSC (NaCl 150 mM, citrato trisédico 15
mM), fosfato sédico 50 mM (pH 7,6), disolucion 5X de Denhardt, 10% de sulfato de dextrano, y 20 mg/ml de ADN de
esperma de salmon cizallado desnaturalizado, seguido de un lavado de los filtros en 1X SSC a aproximadamente
37-50 °C. Los expertos en la técnica sabran como ajustar la temperatura, la fuerza ionica, etc. como sea necesario
para incluir factores tales como la longitud de sonda y similares.

El término "MUC5AC" significa mucina 5AC (SEQ ID NO 1 y 4), e incluye el marcador MUC5AC, que incluye un
polinucleétido, tal como un gen o un fragmento de gen, ARN o un fragmento de ARN; o un producto génico, que
incluye un polipéptido tal como un péptido, un oligopéptido, una proteina o un fragmento de proteina; o cualquier
metabolito relacionado, subproducto o cualquier otra molécula identificativa, tal como anticuerpos o fragmentos de
anticuerpos.

El término "MUC17" significa mucina humana 17, asociada a la superficie celular (SEQ ID NO 2 y 5), e incluye el
marcador MUC17, que incluye un polinucleétido, tal como un gen o un fragmento de gen, ARN o un fragmento de
ARN; o un producto génico, que incluye un polipéptido tal como un péptido, un oligopéptido, una proteina o un
fragmento de proteina; o cualquier metabolito relacionado, subproducto o cualquier otra molécula identificativa, tal
como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

El término "ZG16" significa la proteina del granulo de zimégeno humana 16 (SEQ ID NO 3 y 6), e incluye el
marcador ZG16, que incluye un polinucleétido, tal como un gen o un fragmento de gen, ARN o un fragmento de
ARN; o un producto génico, que incluye un polipéptido tal como un péptido, un oligopéptido, una proteina o un
fragmento de proteina; o cualquier metabolito relacionado, subproducto, o cualquier otra molécula identificativa, tal
como anticuerpos o fragmentos de anticuerpos.

La practica de la presente invencién empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
biologia molecular (que incluyen técnicas recombinantes), microbiologia, biologia celular y bioquimica, que estan
dentro de la técnica. Dichas técnicas se explican a fondo en la bibliografia, tal como, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 22 edicion, Sambrook et al., 1989; Oligonucleotide Synthesis, M.J. Gait, ed., 1984; Animal Cell
Culture, R.Il. Freshney, ed., 1987; Methods in Enzymology, Academic Press, Inc.; Handbook of Experimental
Immunology, 4° edicién, D .M. Weir & CC. Blackwell, eds., Blackwell Science Inc., 1987; Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells, J.M. Miller & M.P. Calos, eds., 1987; Current Protocols in Molecular Biology, F.M. Ausubel et al.,
eds., 1987; y PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis et al., eds., 1994.

Debe entenderse que los anteriores términos y expresiones se refieren a proteinas, secuencias de ADN y/o
secuencias de ARN. También debe entenderse que los anteriores términos y expresiones se refieren también a
proteinas, ADN y/o ARN no humanos que tengan secuencias homdlogas, tal como se muestran en la presente.

Descripcion de realizaciones de la invencion

Generalmente, los marcadores tumorales se expresan de modo diferencial en el tejido tumoral y el correspondiente
tejido no maligno. Esto proporciona un medio para distinguir entre pacientes con y sin cancer. Sin embargo, es
probable que la estructura anatémica y caracteristicas fisioldgicas de los tejidos tumorales conduzcan a diferencias
en la acumulacion de marcadores en el suero y otros fluidos bioldgicos, incluso si esos marcadores no estan
sobreexpresados en tejido tumoral. En particular, se prevé que la polaridad anémala de las células tumorales, la
vasculatura permeable y la alta presion intersticial del tejido tumoral favorezca la salida de marcadores especificos
fuera del tejido tumoral, comparado con tejido no maligno. Por consiguiente, se establece la hipdtesis de que las
proteinas segregadas que se expresan a niveles muy altos en tejido de tumor gastrico, pero que no estan
necesariamente sobreexpresadas comparadas con tejido gastrico no maligno, constituiran marcadores del cancer
gastrico utiles.

Empleando una combinacion de andlisis de micromatrices y reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa (QPCR),
se han identificado nuevos marcadores para la deteccion del cancer gastrico. Estos nuevos marcadores de tumores
gastricos (GTM) proporcionan mas herramientas para la deteccidon temprana del cancer gastrico. De modo
especifico, la invencién comprende los nuevos GTM: MUC5AC (SEQ ID NO 1 y 4), MUC17 (SEQ ID NO 2y 5), y
ZG16 (SEQID NO 3y 6).

Los nuevos GTM puede emplearse aislados o, como alternativa, pueden combinarse como una firma (que
comprende dos o0 mas GTM). Una firma descrita en la presente incluye al menos uno de MUC5AC, MUC 17, y ZG16,
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y al menos otro GTM, que puede ser un GTM segun la presente invencidon o cualquier otro GTM, incluyendo los
GTM conocidos.

Los GTM conocidos adecuados para su uso en combinacién con los GTM descritos en la presente incluyen la
cadena de 83 kDa del polipéptido 2 de la carboxipeptidasa N (CPN2), metaloproteinasa de matriz 12 (MMP12),
inhibina ("INHBA"), factor del crecimiento de tipo insulinico 7 ("IGFBP7"), gamma-glutamil hidrolasa ("GGH"),
proteoglicano enriquecido en leucina y prolina ("LEPREI"), cistatina S ("CST4"), proteina relacionada con frizzled
segregada 4 ("SFRP4"), asporina ("ASPN"), regulador del crecimiento celular con dominio de mano EF 1
("CGREF1"), calicreina 10 (KLK10), inhibidor tisular de metaloproteinasa 1 ("TIMP1"), proteina rica en cisteina acida
segregada ("SPARC"), factor del crecimiento transformante, 13-inducido ("TGFBI"), proteina de la matriz extracelular
similar a fibulina que contiene EGF 2 ("EFEMP2"), lumicano ("LUM"), estanina ("SNN"), fosfoproteina segregada 1
("SPP1"), proteoglicano de sulfato de condroitina 2 ("CSPG2"), N-acilesfingosina amidohidrolasa ("ASAH1"), serina
proteasa 11 ("PRSS11"), proteina relacionada con frizzled segregada 2 ("SFRP2"), fosfolipasa A2, grupo XIIB
("PLA2G12B"), espondina 2, proteina de la matriz extracelular ("SPONZ2"), olfactomedina 1 ("OLFM1"), repeticién de
tromboespondina que contiene 1 ("TSRC1"), tromboespondina 2 ("THBS2"), adlicano, cistatina SA ("CST2"),
cistatina SN ("CSTI"), enzima de tipo lisil oxidasa 2 ("LOXL2"), tiroglobulina ("TG"), factor del crecimiento
transformante betal ("TGFB1"), inhibidor de serina o cisteina proteinasa Clado H, miembro 1 ("SERPINH1"),
inhibidor de serina o cisteina proteinasa Clado B, miembro 5 ("SERPINB5"), metaloproteinasa de matriz 2 ("MMP2"),
proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 5 ("PCSK5"), proteina de enlace de glicoproteina de hialuronano 4
("HAPLN4"), CA19-9, CA72-4, pepsindégeno y CEA, o cualquier otro marcador que haya sido previamente
identificado como indicativo de tumores gastricos.

El término "fiabilidad" incluye la baja incidencia de falsos positivos y/o falsos negativos. Asi, con un marcador de alta
fiabilidad se asocian menos falsos positivos y/o falsos negativos con los diagndsticos realizados empleando ese
marcador. Por tanto, en ciertas realizaciones, se proporcionan marcadores que permiten la deteccion del cancer
gastrico con una fiabilidad mayor que la fiabilidad de los marcadores de la técnica anterior de aproximadamente
50%. En otras realizaciones, se proporcionan marcadores con una fiabilidad mayor que aproximadamente 70%, en
otras realizaciones, mayor que aproximadamente 73%, en otras realizaciones, mayor que aproximadamente 80%,
en otras realizaciones, mayor que aproximadamente 90%, en otras realizaciones, mayor que aproximadamente
95%, en otras realizaciones, mayor que aproximadamente 98%, y en ciertas realizaciones aproximadamente 100%
de fiabilidad.

Estrategias generales para la deteccién del cancer

A continuacién se resumen las metodologias generales para determinar los niveles de expresion, aunque se
apreciara que cualquier método para determinar los niveles de expresion sera adecuado.

PCR cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa (QPCR) puede realizarse en muestras de tumor, en suero y plasma utilizando sondas y
cebadores especificos de GTM. En reacciones controladas, la cantidad de producto formado en una reaccién de
PCR (Sambrook, J., E. Fritsch, E. y T. Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32 edicion, Cold Spring
Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)) se correlaciona con la cantidad de molde de partida. La
cuantificacion del producto de la PCR puede realizarse deteniendo la reaccion de PCR cuando se encuentre en la
fase logaritmica, antes de que los reactivos se conviertan en limitantes. Los productos de la PCR después se
someten a una electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida, se tifien con bromuro de etidio o un tinte de ADN
comparable, y se mide la intensidad de la tincion mediante una densitometria. Como alternativa, el avance de una
reaccion de PCR puede medirse empleando méaquinas de PCR, tales como Applied Biosystems' Prism 7000 o
Roche LightCycler, que miden la acumulaciéon del producto a tiempo real. La PCR de tiempo real mide la
fluorescencia de tintes intercalantes en el ADN, tales como Sybr Green en el producto de la PCR sintetizado, o la
fluorescencia liberada por una molécula indicadora cuando se escinde de una molécula extintora; las moléculas
indicadora y extintora se incorporan en una sonda oligonucleotidica que se hibrida con la molécula de ADN diana
después de la extension de la hebra de ADN desde los oligonucleétidos cebadores. La sonda oligonucleotidica se
desplaza y es degradada mediante la accion enzimatica de la Taq polimerasa en el siguiente ciclo de PCR, liberando
el indicador de la molécula extintora. En una variacién, conocida como Scorpion®, la sonda se une covalentemente
al cebador.

PCR de transcripcion inversa (RT-PCR)

La RT-PCR puede utilizarse para comparar niveles de ARN en diferentes poblaciones de muestras, en tejidos
normales y tumorales, con o sin tratamiento con farmaco, para caracterizar patrones de expresion, para discriminar
entre ARN muy relacionados, y para analizar la estructura del ARN.

Para la RT-PCR, la primera etapa es el aislamiento del ARN de una muestra diana. El material de partida es
generalmente ARN total aislado de tumores humanos o lineas celulares tumorales, y se corresponde con tejidos
normales o lineas celulares, respectivamente. EI ARN puede aislarse a partir de una diversidad de muestras, tales
como muestras tumorales de tejidos de mama, pulmén, colon (por ejemplo intestino delgado o intestino grueso),
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colorrectal, gastrico, esofagico, anal, rectal, de prostata, de cerebro, rifién, pancreas, bazo, timo, testiculo, ovario,
utero, vejiga, etc., de tumores primarios o lineas de células tumorales, y de muestras reunidas de donantes sanos. Si
la fuente de ARN es un tumor, el ARN puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejido congelado o incorporado
en parafina archivadas y fijadas (por ejemplo, fijado con formalina).

La primera etapa en la formacion de perfiles de expresion génica por RT-PCR es la transcripcion inversa del molde
de ARN en ADNCc, seguido por su amplificacién exponencial en una reacciéon de PCR. Las dos transcriptasas
inversas usadas de forma mas comun son la transcriptasa inversa del virus de mieloblastosis aviar (AMV-RT) y la
transcriptasa inversa del virus de leucemia murina de Moloney (MMLV-RT). La etapa de transcripcién inversa se
ceba generalmente usando cebadores especificos, hexameros aleatorios, o cebadores de oligo-dT, dependiendo de
las circunstancias y el objetivo de la formacion de perfiles de expresion. Por ejemplo, el ARN extraido puede
transcribirse de forma inversa usando un equipo PCR de ARN GeneAmp (Perkin Elmer, CA, USA), siguiendo las
instrucciones del fabricante. EIl ADNc derivado puede usarse entonces como un molde en la posterior reaccion de
PCR.

Aunque la etapa de PCR puede usar una variedad de ADN polimerasas dependientes de ADN termoestables,
generalmente emplea la Taqg ADN polimerasa, que tiene una actividad de 5'-3' nucleasa pero carece de una
actividad endonucleasa correctora 3'-5'. Asi, TagMan qPCR generalmente utiliza la actividad 5' nucleasa de Taq o
Tth polimerasa para hidrolizar una sonda de hibridacién unida a su amplicon diana, aunque puede usarse cualquier
enzima con actividad 5' nucleasa equivalente.

Dos cebadores oligonucleotidicos se usan para generar un amplicon tipico de una reaccion de PCR. Un tercer
oligonucledtido, o sonda, se disefia para detectar la secuencia de nucleétidos situada entre los dos cebadores de
PCR. La sonda no es extensible por la enzima Taq ADN polimerasa, y se marca con un tinte fluorescente indicador y
un tinte fluorescente extintor. Cualquier emision inducida por laser desde el tinte indicador se apaga por el tinte
extintor cuando los dos tintes se sitluan bastante juntos como estan en la sonda. Durante la reaccion de
amplificacién, la enzima Taq ADN polimerasa escinde la sonda de una manera dependiente del molde. Los
fragmentos de sonda resultantes se disocian en disolucion, y la sefial desde el tinte indicador liberado esta libre del
efecto extintor del segundo fluoréforo. Una molécula de tinte indicador se libera por cada nueva molécula sintetizada,
y la deteccion del tinte indicador no extinguido proporciona la base de la interpretacion cuantitativa de los datos.

TaqgMan RT-PCR puede realizarse usando equipo disponible en el mercado, tal como, por ejemplo, ABI PRISM 7700
Sequence Detection System (Perkin-Elmer-Applied Biosystems, Foster City, CA, EEUU), o Lightcycler (Roche
Molecular Biochemicals, Mannheim, Alemania). En una realizacion preferida, el procedimiento de 5' nucleasa se
ejecuta en un dispositivo de PCR cuantitativa a tiempo real tal como ABI PRISM 7700 Sequence Detection System.
El sistema consiste en un termociclador, laser, dispositivo acoplado por carga (CCD), camara y ordenador. El
sistema amplifica muestras en un formato de 96 pocillos en un termociclador. Durante la amplificacién, la sefial
fluorescente inducida por laser se recoge en tiempo real a través de cables de fibra éptica por todos los 96 pocillos y
se detecta en el CCD. El sistema incluye software para hacer funcionar el instrumento y para analizar los datos.

Los datos del ensayo de 5' nucleasa se expresan inicialmente como Ct, o el ciclo umbral. Tal como se analizoé
anteriormente, los valores de fluorescencia se recogen durante todo el ciclo y representan la cantidad de producto
amplificado en ese punto en la reaccion de amplificacion. El punto en el que la sefial fluorescente se registra por
primera vez como estadisticamente significativa es el ciclo umbral.

PCR cuantitativa a tiempo real (QRT-PCR)

Una variacion mas reciente de la técnica RT-PCR es la PCR cuantitativa a tiempo real, que mide la acumulacion de
producto de PCR a través de una sonda fluorigénica con marcaje dual (es decir, sonda TagMan). La PCR a tiempo
real es compatible con la PCR competitiva cuantitativa y con la PCR comparativa cuantitativa. La primera emplea un
competidor interno para cada secuencia diana para la normalizacidon, mientras que la segunda emplea un gen de
normalizacion contenido dentro de la muestra, o un gen constitutivo para RT-PCR. Se proporcionan mas detalles,
por ejemplo, en Held et al., Genome Research 6: 986-994 (1996).

Los niveles de expresion pueden determinarse usando tejidos incorporados en parafina, fijados, como la fuente de
ARN. Segun un aspecto de la presente invencion, los cebadores y sondas de PCR se disefian para que flanqueen
secuencias de intrén presentes en el gen a amplificar. En esta realizacion, la primera etapa en el disefio del
cebador/sonda es la delineacion de secuencias de intréon en los genes. Esto puede hacerse mediante software
disponible publicamente, tal como el software DNA BLAT desarrollado por Kent, W. J., Genome Res. 12 (4): 656-64
(2002), o por el software BLAST que incluye sus variaciones. Las etapas posteriores siguen métodos bien
establecidos de disefio de cebadores y sondas de PCR.

Para evitar sefales no especificas, es Util enmascarar secuencias repetitivas en los intrones cuando se disefian los
cebadores y sondas. Esto puede conseguirse facilmente usando el programa Repeat Masker disponible en linea a
través del Baylor College of Medicine, que selecciona secuencias de ADN frente a un banco de elementos
repetitivos y devuelve una secuencia de consulta en la que los elementos repetitivos estan enmascarados. Las
secuencias enmascaradas pueden usarse entonces para disefar las secuencias de cebador y sonda usando
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cualquier paquete de disefio de cebador/sonda disponible comercial o publicamente de otra forma, tal como Primer
Express (Applied Biosystems); MGB assay-by-design (Applied Biosystems); Primer3 (Steve Rozen y Helen J.
Skaletsky (2000), Primer3 on the VIMNV for general users and for biologist programmers en: Krawetz S., Misener S.
(eds.) Bioinformatics Methods and Protocols: Methods in Molecular Biology. Humana Press, Totowa, NJ, pags. 365-
386).

Los factores mas importantes considerados en el disefio de cebador de PCR incluyen la longitud del cebador, la
temperatura de fusion (Tm), y el contenido G/C, especificidad, secuencias de cebador complementarias y secuencia
final 3'. En general, los cebadores de PCR 6éptimos tienen generalmente 1730 bases de longitud, y contienen
aproximadamente 20-80%, tal como por ejemplo, 50-60% de bases G+C. Las temperaturas de fusion entre 50 y
80°C, por ejemplo, aproximadamente 50 a 70°C, se prefieren generalmente. Para otras directrices para el disefio de
cebadores y sondas de PCR véase, por ejemplo, Dieffenbach, C. W. et al., General Concepts for PCR Primer Design
en: PCR Primer, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York, 1995, pp.133-155; Innis y
Gelfand, Optimization of PCRs en: PCR Protocols, A Guide to Methods and Applications, CCR Press, Londres, 1994,
pags. 5-11; y Plasterer, T. N. Primerselect: Primer and probe design. Methods Mol. Biol. 70: 520-527 (1997).

Analisis de micromatrices de ADN

También puede identificarse la expresion diferencial, o confirmarse usando la técnica de micromatrices. Asi, el perfil
de expresion de GTM puede medirse en tejido tumoral tanto fresco como incorporado en parafina, usando la
tecnologia de micromatrices. En este método, las secuencias de polinucledtidos de interés (que incluyen ADNc y
oligonucledtidos) se cultivan en placa, o se construyen matrices, sobre un sustrato de microchip. Las secuencias en
matrices (es decir, sondas de captura) se hibridan entonces con polinucleotidos especificos de células o tejidos de
interés (es decir, dianas). Como en el método RT-PCR, la fuente de ARN es generalmente ARN total aislado de
tumores humanos o lineas celulares tumorales, y tejidos o lineas celulares normales correspondientes. Asi el ARN
puede aislarse de una variedad de tumores o lineas celulares tumorales primarios. Si la fuente de ARN es un tumor
primario, el ARN puede extraerse, por ejemplo, de muestras de tejido incorporadas en parafina fijadas en formalina
(FFPE) archivadas o congeladas y muestras de tejido fijadas (por ejemplo, fijadas en formalina), que se preparan de
forma rutinaria y se conservan en la practica clinica diaria.

En una realizacién especifica de la técnica de micromatrices, se aplican inserciones amplificadas por PCR de clones
de ADNCc a un sustrato. El sustrato puede incluir secuencias de hasta 1, 2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50 0 75
nucledtidos. En otros aspectos, el sustrato puede incluir secuencias de al menos 10.000 nucleétidos. Las secuencias
en forma de micromatrices, inmovilizadas en el microchip, son adecuadas para la hibridaciéon en condiciones
rigurosas. Como otras realizaciones, las dianas para las micromatrices pueden tener al menos 50, 100, 200, 400,
500, 1000 o 2000 bases de longitud; o 50-100, 100-200, 100-500, 100-1000, 100-2000 o 500-5000 bases de
longitud. Como realizaciones adicionales, las sondas de captura para las micromatrices pueden tener al menos 10,
15, 20, 25, 50, 75, 80 o 100 bases de longitud; o 10-15, 10-20, 10-25, 10-50, 10-75, 10-80, o 20-80 bases de
longitud.

Las sondas de ADNc marcadas de forma fluorescente pueden generarse mediante la incorporacion de nucleétidos
fluorescentes por transcripcion inversa de ARN extraido de tejidos de interés. Las sondas de ADNc marcadas
aplicadas al chip se hibridan con especificidad a cada mancha de ADN en la matriz. Después del lavado riguroso
para eliminar las sondas unidas de forma no especifica, el circuito se barre por microcopia de laser confocal o por
otro método de deteccion, tal como una camara CCD. La cuantificacion de la hibridaciéon de cada elemento en la
matriz permite la evaluacion de la abundancia de ARNm correspondiente. Con la fluorescencia de color dual, las
sondas de ADNc marcadas de forma separada generadas a partir de dos fuentes de ARN se hibridan en pares a la
matriz. La abundancia relativa de las transcripciones de las dos fuentes que se corresponden a cada gen
especificado se determina asi de forma simultanea.

La escala miniaturizada de la hibridacién permite una evaluacion conveniente y rapida del disefio de expresion para
grandes numeros de genes. Dichos métodos han demostrado tener la sensibilidad necesaria para detectar
transcripciones raras, que se expresan en unas pocas copias por célula, y para detectar de forma reproducible
diferencias de al menos aproximadamente dos iteraciones en los niveles de expresion (Schena et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 93 (2): 106-149 (1996)). El analisis de micromatrices puede realizarse mediante un equipo disponible
en el mercado, siguiendo los protocolos del fabricante, tal como usando la tecnologia GenChip Affymetrix, tecnologia
de micromatriz lllumina o tecnologia de micromatriz de Incyte. El desarrollo de métodos de micromatrices para el
analisis a gran escala de la expresion génica hace posible buscar sistematicamente marcadores moleculares de
clasificacion para el cancer y la prediccion de resultados en una variedad de tipos de tumor.

Aislamiento, purificacion y amplificacién de ARN

Los métodos generales para la extraccion de ARNm se conocen bien en la técnica y se describen en libros de texto
convencionales de la biologia molecular, que incluyen Ausubel et al., Current Protocols of Molecular Biology, John
Wiley and Sons (1997). Los métodos para la extraccion de ARN de tejidos incorporados en parafina se describen,
por ejemplo, en Rupp y Locker, Lab Invest. 56: A67 (1987), y De Sandres et al., BioTechniques 18: 42044 (1995). En
particular, el aislamiento de ARN puede realizarse usando un kit de purificacién, un conjunto de tampones, y
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proteasa de fabricantes comerciales, tales como Qiagen, segun las instrucciones del fabricante. Por ejemplo, el ARN
total de células en cultivo puede aislarse usando mini-columnas Qiagen RNeasy. Otros equipos de aislamiento de
ARN disponibles en el mercado incluyen MasterPure Complete DNA and RNA Purification Kit (EPICENTRE (D,
Madison, WI), y Paraffin Block RNA Isolation Kit (Ambion, Inc.). El ARN total de las muestras de tejido puede aislarse
usando ARN Stat-60 (Tel-Test). El ARN preparado a partir de un tumor puede aislarse, por ejemplo, por centrifugado
en gradiente de densidad en cloruro de cesio.

Las etapas de un protocolo representativo para la formacion del perfil la expresién génica usando tejidos
incorporados en parafina, fijados, como fuente de ARN, que incluyen el aislamiento del ARNm, la purificacion, la
extension con cebador y la amplificacion se ofrecen en varios articulos periddicos publicados (por ejemplo: T. E.
Godfrey et al. J. Molec. Diagnostics 2: 84-91 (2000); K. Specht et al., Am. J. Pathol. 158: 419-29 (2001)).
Brevemente, un procedimiento representativo comienza con el corte de secciones de aproximadamente 10
micrometros de espesor de muestras de tejido tumoral incorporado en parafina. El ARN se extrae entonces, y la
proteina y el ADN se eliminan. Después del analisis de la concentracion de ARN, pueden incluirse las etapas de
reparacion de ARN y/o amplificacion, si fuera necesario, y el ARN se transcribe de forma inversa usando promotores
especificos de gen, seguido de una RT-PCR. Por ultimo, los datos se analizan para identificar la mejor o mejores
opciones de tratamiento disponibles para el paciente en base al patrén de expresion génica caracteristico
identificado en la muestra tumoral examinada.

Inmunohistoquimica y proteémica

Los métodos de la inmunohistoquimica son también adecuados para detectar los niveles de expresién de los
marcadores de proliferacion descritos en la presente. Asi, se emplean anticuerpos o antisueros, preferiblemente
antisueros policlonales y lo mas preferiblemente anticuerpos monoclonales especificos para cada marcador, para
detectar la expresion. Los anticuerpos pueden detectarse marcando de forma directa los anticuerpos en si mismos,
por ejemplo, con marcadores radiactivos, marcadores fluorescentes, marcadores de haptenos, tales como biotina, o
una enzima tal como peroxidasa de rabano picante o fosfatasa alcalina. De forma alternativa, se usa un anticuerpo
primario no marcado junto con un anticuerpo secundario marcado, que comprende antisueros, antisueros
policlonales o un anticuerpo monoclonal especifico para el anticuerpo primario. Los protocolos y equipos de
inmunohistoquimica se conocen bien en la técnica y estan disponibles en el mercado.

Puede emplearse la protedmica para analizar los polipéptidos presentes en una muestra (por ejemplo, de tejido,
organismo o cultivo celular) en un cierto momento. En particular, las técnicas proteémicas pueden usarse para
evaluar los cambios globales de expresion de polipéptidos en una muestra (también denominado proteémica de
expresion). El analisis protedmico incluye generalmente: (1) separacion de polipéptidos individuales en una muestra
por electroforesis en gel 2-D (2-D PAGE); (2) identificacion de los polipéptidos individuales recuperados del gel, por
ejemplo, por espectrometria de masas o secuenciacion N-terminal, y (3) analisis de los datos usando bioinformatica.
Los métodos protedmicos son complementos valiosos para otros métodos de formacion de perfiles de expresion
génica, y pueden usarse, solos o en combinacién con otros métodos, para detectar los productos de los marcadores
de proliferacion descritos en la presente.

Métodos de hibridacion empleando sondas de &cidos nucleicos selectivas para un marcador

Estos métodos implican unir la sonda de acido nucleico a un soporte e hibridar bajo condiciones apropiadas con
ARN o ADNc derivado de la muestra de ensayo (Sambrook, J., E. Fritsch, E. y T. Maniatis, Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, 32 edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (2001)). Estos métodos
pueden aplicarse a GTM derivados de un tejido tumoral o muestra de fluido. Las preparaciones de ARN o ADNc
generalmente se marcan con una molécula fluorescente o radiactiva para permitir la deteccion y la cuantificacion. En
algunas aplicaciones, el ADN hibridante puede marcarse con una estructura ramificada marcada con fluorescencia
para potenciar la intensidad de la sefal (Nolte, F.S., Branched DNA signal amplification for direct quantitation of
nucleic acid sequences in clinical specimens, Adv. Clin. Chem., 33, 201-235 (1998)). El marcador no hibridado se
retira mediante un lavado a fondo con disoluciones de baja salinidad, tales como 0,1x SSC, 0,5% de SDS antes de
cuantificar la cantidad de hibridacion mediante deteccién de fluorescencia o densitometria de imagenes de gel. Los
soportes pueden ser solidos, tales como nailon o membranas de nitrocelulosa, o consistir en microesferas o esferas
que se hibridan cuando se encuentran en una suspension liquida. Para permitir el lavado y la purificacién, las
esferas pueden ser magnéticas (Haukanes, B-1 y Kvam, C., Application of magnetic beads in bioassays,
Bio/Technology, 11, 60-63 (1993)) o pueden estar marcadas por fluorescencia para permitir una citometria de flujo
(véase, por ejemplo: Spiro, A., Lowe, M. y Brown, D., A Bead-Based Method for Multiplexed Identification and
Quantitation of DNA Sequences Using Flow Cytometry, Appl. Env. Micro., 66, 4258-4265 (2000)).

Una variacion de la tecnologia de la hibridacion es el ensayo QuantiGene Plexe (Genospectra, Fremont) que
combina un soporte de esferas fluorescentes con una amplificacion de la sefial del ADN ramificado. Otra variacion
de la tecnologia de la hibridacion es el ensayo de ARNm Quantikine® (R&D Systems, Minneapolis). La metodologia
se describe en las instrucciones del fabricante. Brevemente, el ensayo emplea sondas de hibridacion
oligonucleotidicas conjugadas con digoxigenina. La hibridacion se detecta empleando anticuerpos anti-digoxigenina
acoplados a fosfatasa alcalina en ensayos colorimétricos.
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Otros métodos son muy conocidos en la técnica y no es necesario describirlos con mas detalle en la presente.
Ensayos inmunolégicos ligados a enzimas (ELISA)

Brevemente, en los ensayos de ELISA en "sandwich", un anticuerpo policlonal o monoclonal contra el GTM se une a
un soporte soélido (Crowther, J.R., The ELISA guidebook. Humana Press: Nueva Jersey (2000); Harlow, E. y Lane,
D., Using antibodies: a laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)) o
esferas en suspension. Otros métodos son muy conocidos en la técnica y no es necesario describirlos con mas
detalle en la presente. Los anticuerpos monoclonales pueden derivarse de hibridomas o seleccionarse de bancos de
anticuerpos de fagos (Hust M. y Dubel S., Phage display vectors for the in vitro generation of human antibody
fragments, Methods Mol. Biol., 295:71-96 (2005)). Los sitios de unién no especifica se bloquean con detergentes y
preparaciones de proteinas que no son la diana. Después el anticuerpo de captura se incuba con una preparacion
de muestra o tejido del paciente que contiene el antigeno de GTM. La mezcla se lava antes de que el complejo de
antigeno/anticuerpo se incube con un segundo anticuerpo que detecta el GTM diana. El segundo anticuerpo
generalmente esta conjugado con una molécula fluorescente u otra molécula indicadora que puede detectarse en
una reaccién enzimatica o con un tercer anticuerpo conjugado con un indicador (Crowther, Id.). Como alternativa, en
ELISA directos, la preparacion que contiene el GTM puede unirse al soporte o esfera, y el antigena diana puede
detectarse directamente con un conjugado de anticuerpo-indicador (Crowther, Id.).

Los métodos para producir anticuerpos monoclonales y antisueros policlonales son muy conocidos en la técnica y no
es necesario describirlos con mas detalle en la presente.

Inmunodeteccién

Los métodos también pueden emplearse para la inmunodeteccion de miembros de la familia de marcadores en
suero o plasma procedente de pacientes con cancer gastrico antes y después de una cirugia para retirar el tumor,
una inmunodetecciéon de miembros de la familia de marcadores en pacientes con otros canceres que incluyen, pero
no se limitan a cancer colorrectal, pancreatico, ovarico, melanoma, de higado, esofagico, de estémago, endometrial
y de cerebro, y la inmunodeteccién de miembros de la familia de marcadores en orina y deposiciones de pacientes
con cancer gastrico.

Los GTM también pueden detectarse en tejidos o muestras empleando otras técnicas de inmunodeteccion
convencionales, tales como inmunotransferencia o inmunoprecipitacion (Harlow, E. y Lane, D., Using antibodies: a
laboratory manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press: Cold Spring Harbor (1999)). En la inmunotransferencia, las
preparaciones de proteinas de tejido o fluido que contiene el GTM se someten a una electroforesis a través de geles
de poliacrilamida bajo condiciones desnaturalizantes o no desnaturalizantes. Las proteinas después se trasladan a
un soporte de membrana, tal como nailon. EI GTM después se hace reaccionar directa o indirectamente con
anticuerpos monoclonales o policlonales segin se describen para la inmunohistoquimica. Como alternativa, en
algunas preparaciones, las proteinas pueden rociarse directamente sobre membranas sin una separacion
electroforética previa. La sefal puede cuantificarse mediante densitometria.

En la inmunoprecipitacion, una preparacion soluble que contiene el GTM se incuba con un anticuerpo monoclonal o
policlonal contra el GTM. La reaccién después se incuba con esferas inertes fabricadas de agarosa o poliacrilamida
con proteina A o proteina G unida covalentemente. Las esferas de proteina A o de proteina G interaccionan
especificamente con los anticuerpos que forman un complejo inmovilizado de anticuerpo-GTM-antigeno unido a la
esfera. Después de lavar, el GTM unido puede detectarse y cuantificarse mediante inmunotransferencia o ELISA.

Determinacién del umbral

Para los ensayos que emplean GTM, se obtendran umbrales que permitirdn denominar a una muestra positiva o
negativa para el cancer gastrico. Estos umbrales seran determinados mediante el andlisis de cohortes de pacientes
que estén siendo investigados para la presencia del cancer gastrico. Los umbrales pueden variar para diferentes
aplicaciones de ensayo; por ejemplo, los umbrales para la utilizacion del ensayo en la seleccién de una poblacion se
determinaran empleando cohortes de pacientes que estén en gran parte exentos de sintomas uroldgicos, y estos
umbrales pueden ser diferentes de los utilizados en ensayos para pacientes que estan siendo observados para la
recurrencia del cancer gastrico. Puede seleccionarse un umbral para proporcionar un nivel practico de especificidad
de ensayo en el emplazamiento clinico necesario, es decir, una especificidad que permita una sensibilidad razonable
sin que un numero excesivo de pacientes reciban resultados falsos positivos. Esta especificidad puede estar en el
intervalo del 80-90%. Un método alternativo para obtener un umbral de ensayo es representar graficamente la
sensibilidad frente a la especificidad para diferentes umbrales de ensayo (curvas ROC) y después seleccionar el
punto de inflexion de la curva.

Como alternativa a los umbrales individuales, el ensayo puede emplear intervalos de ensayo, que proporcionan
diferentes grados de probabilidad de la presencia de la enfermedad y que tienen diferentes consecuencias clinicas
asociadas a ellos. Por ejemplo, un ensayo puede tener tres intervalos; uno asociado con un alto riesgo (por ejemplo,
90%) de presencia de cancer gastrico, un segundo asociado con un bajo riesgo de cancer gastrico, y un tercero
considerado como sospechoso de enfermedad. El intervalo "sospechoso" puede asociarse con una recomendacion
para repetir el ensayo en un periodo de tiempo definido.
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Anticuerpos contra marcadores del cancer gastrico

En la presente también se describe la preparacién de anticuerpos contra GTM. Empleando los métodos descritos en
la presente pueden identificarse nuevos GTM empleando métodos de micromatrices y/o qRT-PCR. Tras haber
identificado un marcador putativo, este puede producirse en una cantidad suficiente para que pueda suscitar una
respuesta inmunoldgica. En algunos casos, puede utilizarse un GTM de longitud completa, y en otros, un fragmento
peptidico de un GTM puede ser suficiente como inmundgeno. El inmundgeno puede inyectarse en un hospedante
adecuado (por ejemplo, raton, conejo, etc.) y si se desea puede inyectarse un adyuvante, tal como adyuvante
incompleto de Freund, para aumentar la respuesta inmunoldgica. Se apreciara que la preparacion de anticuerpos es
algo habitual en la técnica inmunoldgica y no es necesario describirla mas fondo en la presente. Como resultado, se
pueden producir anticuerpos, incluyendo anticuerpos monoclonales o de presentacion de fagos, contra GTM
identificados empleando los métodos descritos en la presente.

En otras realizaciones, pueden prepararse anticuerpos contra la proteina o el nucleo de la proteina de los
marcadores tumorales identificados en la presente, o contra una secuencia oligonucleotidica exclusiva de un GTM.
Aunque ciertas proteinas pueden estar glicosiladas, las variaciones en el patrén de glicosilacion, en ciertas
circunstancias, pueden conducir a la no deteccién de formas de GTM que no presentan los patrones de glicosilacion
habituales. Asi, los inmunégenos de GTM pueden incluir GTM desglicosilado o fragmentos de GTM desglicosilados.
La desglicosilacion puede lograrse empleando una o mas glicosidasas conocidas en la técnica. Como alternativa, el
ADNc de GTM puede expresarse en lineas celulares deficientes en la glicosilacion, tales como lineas de células
procariotas, que incluyen E. coli y similares.

Pueden prepararse vectores que tengan en su interior oligonucledtidos que codifican GTM. Muchos de estos
vectores pueden basarse en vectores convencionales conocidos en la técnica. Los vectores pueden utilizarse para
transfectar una diversidad de lineas celulares para producir lineas celulares que producen GTM, que pueden
emplearse para producir las cantidades deseadas de GTM para el desarrollo de anticuerpos especificos u otros
reactivos para la deteccion de GTM o para la estandarizacion de ensayos desarrollados para GTM.

Kits

Basandose en los descubrimientos descritos en la presente pueden preverse y producirse varios tipos de kits de
ensayo. En primer lugar, pueden fabricarse kits que tengan un dispositivo de deteccién precargado con una
molécula de deteccidon (o "reactivo de captura"). En realizaciones para la deteccion de ARNm de GTM, estos
dispositivos pueden comprender un sustrato (por ejemplo, vidrio, silicio, cuarzo, metal, etc.) sobre el cual se unen
oligonucledtidos como reactivos de captura que se hibridan con el ARNm que se va a detectar. En algunas
realizaciones, puede lograrse la deteccion directa del ARNm mediante la hibridacion del ARNm (marcado con cy3,
cy5, un marcador radiactivo u otro marcador) a los oligonucleétidos sobre el sustrato. En otras realizaciones, puede
lograrse la deteccion del ARNm fabricando, en primer lugar, un ADN complementario (ADNc) con el ARNm deseado.
Después, el ADNc marcado puede hibridarse con los oligonucleétidos sobre el sustrato y detectarse.

Los anticuerpos también pueden emplearse en kits como reactivos de captura. En algunas realizaciones, un sustrato
(por ejemplo, una placa de multiples pocillos) puede tener unido un reactivo de captura especifico de GTM. En
algunas realizaciones, un kit puede incluir un reactivo bloqueante. Los reactivos bloqueantes pueden emplearse para
reducir la unién no especifica. Por ejemplo, la unidon de oligonucleétidos no especificos puede reducirse empleando
ADN en exceso proveniente de cualquier fuente adecuada que no contenga oligonucleétidos de GTM, tal como ADN
de esperma de salmon. La unién de anticuerpos no especificos puede reducirse empleando un exceso de proteina
bloqueante, tal como albumina de suero. Se apreciara que en la técnica se conocen numerosos métodos para
detectar oligonucleétidos y proteinas, y que puede emplearse cualquier estrategia que detecte especificamente
moléculas asociadas con GTM.

Los anticuerpos también pueden emplearse cuando estan unidos a un soporte sdlido, por ejemplo, empleando un
chip de anticuerpos, que permite la detecciéon de multiples marcadores con un Unico chip.

Ademas de un sustrato, un kit de ensayo puede comprender reactivos de captura (tales como sondas), disoluciones
de lavado (por ejemplo SSC, otras sales, tampones, detergentes y similares), asi como restos de deteccion (por
ejemplo, cy3, cy5, marcadores radiactivos y similares). Los kits también pueden incluir instrucciones para su uso y
un envase.

Los marcadores del cancer pueden detectarse en una muestra empleando cualquier técnica adecuada y pueden
incluir, pero no se limitan a sondas oligonucleotidicas, gPCR o anticuerpos generados contra marcadores del cancer.

Se apreciara que la muestra que se va a ensayar no se limita a una muestra del tejido sospechoso de ser un tumor.
El marcador puede ser segregado hacia el suero u otro fluido corporal. Por tanto, una muestra puede incluir
cualquier muestra corporal, e incluye muestras de biopsias, sangre, suero, lavados peritoneales, fluido
cerebroespinal, orina y deposiciones.

También se apreciara que la presente descripcion no se limita a la deteccion del cancer en seres humanos, sino que
es adecuada para la deteccién del cancer en cualquier animal que incluye, pero no se limita a perros, gatos,
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caballos, ganado vacuno, ovejas, ciervos, cerdos y cualquier otro animal del cual se sabe que puede padecer
cancer.

Ensayos para marcadores del cancer gastrico en fluidos corporales

En varias realizaciones, los ensayos para GTM pueden realizarse de modo deseable en muestras obtenidas de
sangre, plasma, suero y fluido peritoneal obtenido, por ejemplo, empleando lavados peritoneales, u otros fluidos
corporales, tales como orina, linfa, fluido cerebroespinal, fluido gastrico o muestras de deposiciones.

En general, los métodos de ensayo para detectar oligonucleétidos, proteinas y péptidos en estos fluidos son
conocidos en la técnica. La deteccion de oligonucledétidos puede realizarse empleando métodos de hibridacion, tales
como transferencias Northern, transferencias Southern o métodos de micromatrices, o qPCR. Los métodos para
detectar proteinas incluyen ensayos inmunoadsorbentes ligados a enzimas (ELISA), chips de proteinas que portan
anticuerpos, radioinmunoensayo de esferas en suspension (RIA), transferencia Western y unién de lectina. Sin
embargo, como ilustracion, los niveles en fluidos de un GTM pueden cuantificarse empleando un ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas de tipo "sandwich" (ELISA). Para los ensayos de plasma, se afiaden 5 uL de
una parte alicuota de una muestra diluida de modo adecuado o un patron de GTM diluido en serie y 75 uL de
anticuerpo anti-GTM humano conjugado con peroxidasa a los pocillos de una placa de microtitulacion. Después de
un periodo de incubacién de 30 minutos a 30 °C, los pocillos se lavan con 0,05% de Tween 20 en disolucion salina
tamponada con fosfato {PBS) para eliminar el anticuerpo no unido. Los complejos unidos de GTM y anticuerpo anti-
GTM después se incuban con o-fenilendiamina que contiene H2O; durante 15 a 30 °C. La reaccion se detiene
afnadiendo H2SO, 1 M y se mide la absorbancia a 492 nm con un lector de placas de microtitulacion.

Se apreciara que los anticuerpos anti-GTM pueden ser anticuerpos monoclonales o antisuero policlonal. También se
apreciara que puede estudiarse cualquier otro fluido corporal de modo adecuado.

No es necesario que un marcador se segregue, en sentido fisioldgico, para que sea util. Por el contrario, cualquier
mecanismo mediante el cual un gen o proteina de marcador entra en el suero puede resultar eficaz para producir un
nivel detectable y cuantificable del marcador. Asi, la secrecion normal de proteinas solubles desde las células, el
desprendimiento de proteinas de membrana desde las membranas plasmaticas, la secrecién de formas de ARNm
cortadas y empalmadas de modo alternativo o las proteinas expresadas a partir de estas, y la muerte celular (que
puede ser apoptotica) pueden producir unos niveles suficientes de marcador que sean Uutiles.

Cada vez existen mas pruebas del uso de marcadores del suero como herramientas para diagnosticar y/o evaluar la
eficacia de una terapia para una diversidad de tipos de cancer.

Yoshikawa et al. (Cancer Letters, 151: 81-86 (2000) describen el inhibidor tisular de la metaloproteinasa de matriz-1
en el plasma de pacientes con cancer gastrico.

Rudland et al. (Cancer Research, 62: 3417-3427 (2002) describen la osteopontina como una proteina asociada a
metastasis en el cancer de mama humano.

Buckhaults et al. (Cancer Research, 61:6996-7001 (2002)) describen ciertos genes de la superficie celular y
segregados en tumores colorrectales.

Kim et al. (JAMA, 287(13): 1671-1679 (2002)) describen la osteopontina como un biomarcador de diagndstico
potencial para el cancer de ovario.

Hotte et al. (A.J. American Cancer Society, 95(3): 507-512 (2002)) describen la osteopontina plasmatica como una
proteina detectable en fluidos corporales humanos que esta asociada con ciertas malignidades.

Martin et al. (Prostate Cancer Prostatic Dis., 9 de marzo, 2004 (PMID: 15007379) (resumen)) describen el uso de la
calicreina 2 humana, el antigeno especifico de prostata (PSA) y el PSA libre como marcadores para la deteccion del
cancer de prostata.

Hall et al. (Laryngoscope, 113(1): 77-81 (2003) (PMID: 12679418) (resumen)) describen el valor predictivo de la
tiroglobulina de suero en el cancer de tiroides.

Mazzaferri et al. (J. Clin. Endocrinol. Metab., 88(4): 1433-1441 (2003) (resumen)) describen la tiroglobulina como un
método de control potencial para pacientes con carcinoma de tiroides.

Whitley et al. (Dim. Lab. Med., 24(1): 29-47 (2004) (resumen)) describen la tiroglobulina como un marcador sérico
para el carcinoma de tiroides.

Kuo et al. (Clin. Chim. Acta., 294(1-2): 157-168 (2000) (resumen)) describen la metaloproteinasa de matriz-2 y -9
séricas en pacientes infectados por HCF y HBV.

Koopman et al. (Cancer Epidemiol. Biomarkers Prey, 13(3): 487-491 (2004) (resumen)) describen la osteopontina
como un biomarcador para el adenocarcinoma pancreatico.
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Pellegrini et al. (Cancer Immunol. Immunother., 49(7): 388-394 (2000) (resumen)) describen mediciones del antigeno
carcinoembrionario soluble y TIMP 1 como marcadores para el cancer colorrectal preinvasivo.

Melle et al. (Clin. Chem., 53(4), 629-635 (2007) (resumen)) describen HSP27 como marcador sérico para el
adenocarcinoma pancreatico.

Leman et al. (Urology, 69(4), 714-20 (2007) (resumen)) describen EPCA-2 como marcador sérico para el cancer de
préstata.

Tsigkou et al. (I. Clin. Endocrinol. Metab., 92(7), 2526-31 (2007) (resumen)) describen la inhibina total como
marcador sérico potencial para el cancer de ovario.

Marchi et al. (Cancer, 112, 1313-1324 (2008) (resumen)) describen la proapolipoproteina Al como marcador sérico
de la metastasis cerebral en pacientes con cancer de pulmén.

Métodos

Se emplearon los siguientes métodos generales para evaluar la idoneidad de diversas estrategias para la
identificacion molecular de marcadores asociados con tumores gastricos.

Recoleccion de tumores

Se recolectaron muestras de tumores gastricos y tejidos gastricos no malignos de especimenes quirdrgicos
extraidos en Seoul National University Hospital. El diagndstico del cancer gastrico se realizd6 basandose en los
sintomas, los descubrimientos fisicos y el examen histoldgico de los tejidos.

Extracciéon de ARN

En algunas realizaciones, la expresion de genes asociados con los tumores gastricos se analizé determinando los
niveles de ARN en muestras tomadas de tumores. Especimenes quirirgicos congelados se introdujeron en medio
OCT. Se cortaron secciones de 60 micrometros de los bloques de tejidos empleando un microtomo, se
homogeneizaron en una mezcla de TriReagent:agua (3:1), y después se extrajeron en cloroformo. Después el ARN
total se purificé de la fase acuosa empleando el procedimiento RNeasy™ (Qiagen). En total, se extrajo ARN de 58
muestras de tumores gastricos y 58 muestras de tejido gastrico no maligno ("normal") y se empled en el analisis de
micromatrices descrito a continuacién. También se extrajo ARN de 16 lineas de células de cancer y se reunio para
actuar como ARN de referencia.

Preparacion de los portaobjetos de la micromatriz

Se obtuvieron portaobjetos de vidrio revestidos con epoxi en MWG Biotech AG, Ebersberg, Alemania, y fueron
impresos con aproximadamente 30.000 oligonucledtidos 50-meros empleando un robot de construccion de
micromatrices Gene Machines, segun el protocolo del fabricante.

Marcaje e hibridacion del ARN

El ADNc se transcribié a partir de 10 ug de ARN total empleando la transcriptasa inversa Superscript Il (Invitrogen)
en reacciones que contenian 5-(3 -aminoalil)-2'-desoxiuridina-5'-trifosfato. La reaccion entonces se desionizé en una
columna Microcon antes de incubarse con Cy3 o Cy5 en tampén bicarbonato durante 1 hora a temperatura
ambiente. Los tintes no incorporados se retiraron empleando una columna Qiaquick (Qiagen) y la muestra se
concentré hasta 15 ul en un SpeedVac. Entonces los ADNc marcados con Cy3 y Cy5 se mezclaron con tampon
Ambion ULTRAhyb, se desnaturalizaron a 100 °C durante 2 minutos y se hibridaron con los portaobjetos de las
micromatrices en camaras de hibridacion a 42 °C durante 16 horas. Los portaobjetos después se lavaron y se
barrieron dos veces en un escaner Axon 4000A con dos ajustes de potencia para producir los datos de fluorescencia
primarios sobre la expresion génica.

Procedimiento de normalizacién

Para medir la expresién de los genes del cancer en tumores y tejidos no cancerosos, se corrigieron las medianas de
las intensidades de fluorescencia mediante el software GenepixTm mediante la resta de las intensidades de
fluorescencia del fondo local. Se excluyeron las manchas con una intensidad corregida del fondo menor que cero.
Para facilitar la normalizacién, las proporciones de intensidad y las intensidades de las manchas globales se
transformaron logaritmicamente. Las proporciones de intensidad transformadas logaritmicamente se corrigieron para
el sesgo del tinte y espacial empleando una regresion local aplicada en el paquete LOCFIT™. Las proporciones de
intensidad transformadas logaritmicamente se regresaron simultaneamente con respecto a la localizacion y la
intensidad de las manchas global. Los residuales de la regresién local proporcionaron los cambios corregidos en
numero de veces logaritmicas. Para el control de calidad, las proporciones de cada micromatriz normalizada se
representaron graficamente con respecto a la intensidad de las manchas y la localizacion. Las graficas después se
inspeccionaron de modo visual para detectar posibles artefactos remanentes. Ademas, se aplic6 un modelo de
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analisis de la varianza (ANOVA) para la deteccion del sesgo de la punta de la horquilla. Todos los resultados y
parametros de la normalizacién se insertaron en una base de datos Postgres para el analisis estadistico.

Seleccién de los marcadores

Los datos de la expresion de genes en micromatrices para cada uno de los 29.718 genes se clasificaron segun la
intensidad relativa de la sefial para cada gen en tejido tumoral y no maligno. Los posteriores analisis se limitaron a (i)
los genes que codifican proteinas segregadas, (ii) los genes con una clasificacion de intensidad en tejido tumoral
mayor que la observada para el gen (CEACAMS) que codifica el marcador tumoral existente CEA, vy (iii) los genes
sin expresion significativa en sangre o tejido vascular, segun se determina mediante los recuentos EST en la base
de datos Unigene (Wheeler D.L. et al.,, 2003). Se predijeron las proteinas segregadas identificando las
transcripciones que se espera que contengan un péptido sefial N-terminal. Las proteinas con hélices transmembrana
previstas que no estaban en los 20 primeros aminoacidos N-terminales [Krogh A. et al., 2001] se rechazaron. Se
predijeron otras localizaciones subcelulares empleando TARGETP [Emanuelsson O. et al., 2000].

Los numeros de referencia (MWG oligo n.°) para los oligonucledtidos pertinentes y las secuencias de referencia de
proteinas y ARNm de NCBI de los GTM seleccionados se muestran en la figura 1. La figura 1 también muestra la
clasificacion de intensidad de los GTM en tejido tumoral y no maligno. A continuacion se muestran las secuencias de
ADN completas de los GTM de esta invencion.

PCR a tiempo real cuantitativa

En otras realizaciones puede utilizarse una PCR a tiempo real o cuantitativa (QPCR) para la cuantificacion absoluta o
relativa del numero de copias del molde de PCR. El conjunto de cebadores para MUC17 (Directo:
GAGGTGGTCAGCAGCATTGAC; Inverso: CCTGGGAAGAGTGGTTTTTTAGC) se disefid empleando Primer
Express V 2.0TM (Applied Biosystems) y el producto amplificado se detecté empleando marcaje verde SYBR. El
ZG16 se representa por el ensayo de expresion Assay-on-Demand = Hs.00380609_ml (Applied Biosystems). La
amplificacion se realiz6é en un sistema de deteccion de secuencias ABI Prism = 7000 bajo condiciones de ciclacion
convencionales.

Se realizaron ensayos en dos placas de 96 pocillos y cada muestra de ARN esta representada por un unico ADNc.
Se analizaron hasta 45 muestras de ARN procedente de tumores gastricos y tejido gastrico no maligno. Cada placa
contiene una curva patron de ADNc de referencia, a lo largo de un intervalo de concentracién de 625 veces, por
duplicado. El andlisis consiste en calcular el ACT (CT del gen diana - media del CT del ADNc de referencia). EI ACT
es directamente proporcional al cambio en nimero de veces log2 negativo. Los cambios en niumero de veces log2
con relaciéon a la mediana del cambio en nimero de veces log2 no maligno se calcularon (cambio en numero de
veces log2 - mediana del cambio en nimero de veces log2 normal). Estos cambios en numero de veces entonces se
agruparon en clases de frecuencia y se representaron graficamente.

Expresion de proteinas y generacion de anticuerpos

Para validar ZG16 al nivel de proteinas fue necesario generar nuevos anticuerpos contra la proteina recombinante.
La region codificadora 17-167 de ZG16 se amplificd mediante PCR a partir del ADNc de una linea celular humana
empleando el cebador director CACCAATGCCATTCAGGCCAGGT y el cebador inverso
TCAGCATCTGCTGCAGCTA. El producto de la PCR se purificé en gel y se cloné en el vector de entrada "Gateway"
"pENTR/dTOPO" de Invitrogen antes de ser secuenciado para verificar la insercion correcta. Utilizando el sistema
"Gateway", el ZG16 se clond desde pENTR/dTOPO al vector de expresion de Invitrogen pDEST17 que contiene un
marcador 6xHIS N-terminal. La expresion de ZG16 se realizdé en células BL21-Al E.coli (Invitrogen), las células se
cultivaron a 37 °C en un agitador hasta que alcanzaron la fase semilogaritmica (ODeoo = 0,5), tras lo cual se
indujeron a una concentracién final de 0,2% de arabinosa y se cultivaron durante 3 horas mas a 37 °C en un
agitador. Las células se recolectaron mediante una centrifugacién a 6000 x g durante 15 minutos y se rechazo el
sobrenadante. Las células se resuspendieron en PBS (pH 7,0) y se lisaron mediante sonicacion empleando una
célula Sonics Vibra a 60% de potencia. Las células lisadas se aclararon mediante una centrifugacion a 12000 x g
durante 10 minutos y se rechazo el sobrenadante. El sedimento celular se lavo tres veces en tampoén PBS (pH 7,0)
que contenia 0,5% de Triton X-100, seguido de un lavado con PBS (pH 7,0). Después, el sedimento se lavo otra vez
mas empleando urea 8 M en PBS (pH 7,0). Cada etapa de lavado se aclaré mediante una centrifugacion a 12000 x g
y se rechazo el sobrenadante. Después el sedimento se solubilizé en tampdn de solubilizacion que contenia TRIS 10
mM (pH 8,0), urea 8 M, NaCl 100 mM durante la noche a temperatura ambiente. El tampdn de solubilizacion se
volvié a centrifugar a 12000 x g, se filtr6 a través de una membrana de 0,45 nm y se cargd en una columna de
NiSepharose prelavada con tampén de lavado que contenia PBS (pH 7,0), urea 8 M e imidazol 20 mM. Después de
cargar, la columna se lavd con 10 volumenes de columna de tampdn de lavado y las proteinas solubilizadas se
eluyeron en tampodn de lavado, suplementado con imidazol 500 mM. Las proteinas eluidas se desalaron en PBS (pH
7,0) y tampén urea 8 M y después se volvieron a plegar mediante la dilucion gota a gota en tampoén de
replegamiento que contenia acetato de sodio 50 mM (pH 4.5), NDSB-201 0,1 M, glicerol al 10%, GSH/GSSH 1
mM/0,1 mM. El tampdn de replegamiento se aclaré6 mediante centrifugacién a 12000 x g y las proteinas replegadas
se concentraron utilizando filtros Centriprep con un limite de exclusién nominal de 10 KDa (Millipore). Las proteinas
replegadas se sometieron a un intercambio de tampdén en un tampdén que contenia acetato de sodio 100 mM (pH
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5,0) suplementado con glicerol al 10% empleando una columna de desalacion G25 y se conservaron partes
alicuotas a -80 °C. EIl andlisis de un gel de SDS al 10%-PAGE con tincion de Coomassie y un andlisis de la
transferencia Western indicaron colectivamente la presencia de una proteina marcada con His de 18 KDa con hasta
95% de pureza. La banda tefiida con Coomassie de 18 KDa se cortd, y se determind mediante MALDI-TOF/TOF
MS/MS que contenia ZG16.

Se obtuvieron anticuerpos contra ZG16 mediante inmunoadsorcién de un banco de anticuerpos de presentacion de
fagos con la proteina ZG16 purificadas (Antibodies by Design; una division de Morphosys AG, Alemania,
www.morphosys.com).

Micromatrices de anticuerpos

Se emplearon matrices de anticuerpos para validar los marcadores candidatos. Se obtuvieron muestras de suero de
pacientes con cancer gastrico, cancer colorrectal (antes y después de una cirugia) y de pacientes quirirgicos con
una enfermedad no maligna. Las muestras fueron entregadas por Dunedin Public Hospital, Nueva Zelanda, y el
banco de tejidos de the Christchurch Cancer Society, Christchurch, Nueva Zelanda. Los anticuerpos contra ZG16 y
MUC17 que se obtuvieron de fuentes comerciales o se seleccionaron de bancos de fagos (Morphosys) se
imprimieron sobre portaobjetos de vidrio (Schott Nexterion Slide H) empleando el robot de matrices GeneMachines
OmniGrid 100. Cada matriz se rode6 con un trazo de un rotulador hidréfobo. Los portaobjetos después se lavaron en
3X PBS-0,5% de Tween 20 (3X PBS-T) antes de bloquear con etanolamina 50 mM en tampdn borato de sodio 50
mM, pH 8,0, seguido de un tampoén bloqueante de caseinato (3X PBS-T, caseinato de sodio al 1%). Entonces se
afiadieron las muestras de suero marcadas con biotina a los portaobjetos antes de una incubacién durante la noche
a 4 °C. Después los portaobjetos se lavaron en 3X PBS-T antes de secarse al aire. Después se detecté el anticuerpo
unido empleando una amplificacion de circulo rodante (RCA), en gran medida tal como se ha descrito previamente
(Haab B.B., Lizardi P.M., RCA-enhanced protein detection arrays, Methods Mol. Biol., 2006, 328: 15-29).
Brevemente, los portaobjetos se incubaron con anticuerpos anti-biotina que se habian conjugado con un cebador
oligonucleotidico (5' - CCT GGT GCT CAA ATT TCA GTT CTG C - 3'). Entonces un molde de ADN circular se
hibridé con los portaobjetos a 37 °C durante 30 min en una camara sellada humidificada antes de lavar los
portaobjetos en concentraciones decrecientes de PBS-T (3X PBS-0,05% de Tween 20, 1X PBS-0,05% de Tween 20
y 0,1X PBS-0,05% y Tween 20) y se secaron. Después el molde se extendié6 empleando phi29 a 30 °C durante 3 hr
antes de la lavar los portaobjetos y secar mediante centrifugacion. EI molde amplificado después se detectd
empleando sondas marcadas con fluorescencia homologas. Los portaobjetos se barrieron con un escaner Axon
4000A y se midio la sefal con el software GenePix Pro 6.1.0.4.

Se ajustd la intensidad de fluorescencia de Cy5 empleando una normalizacion de cuantiles, empleando la funcion
normalizeBetweenArrays del paquete limma (Smith, 2005) para R (el paquete R para el céalculo estadistico (R
Development Core). La normalizacién de cuantiles ajusta los valores de las intensidades de modo que la distribucion
de las intensidades es la misma para cada bloque (cada bloque se corresponde con una muestra distinta) ajustando
los cuantiles de las intensidades de los diferentes bloques al mismo valor. La clasificacién de cada valor de
intensidad no cambia durante este procedimiento, solo la magnitud relativa de las intensidades. Se supone que la
funcion de distribucion de probabilidad subyacente que describe el intervalo de concentracion de antigeno es la
misma para todas las muestras. Este procedimiento mejora el promedio de correlacion de sefales entre bloques a
través de todas las muestras y también cuando se consideran solo los bloques de referencia, lo cual indica una
mejora en la calidad de los datos. Las manchas marcadas con Genepix se retiraron antes de tomar la mediana a
través de los duplicados para obtener las intensidades normalizadas para cada anticuerpo.

Asi, los inventores han identificado tres genes y/o proteinas que son utiles para desarrollar reactivos, dispositivos y
kits para detectar y evaluar el cancer gastrico. Pueden utilizarse uno o mas marcadores, por si solos o en
combinacion para proporcionar un ensayo molecular fiable para el cancer gastrico.

Ejemplos

Los ejemplos descritos en esta memoria son con proposito de ilustrar realizaciones de la invenciéon. Otras
realizaciones, métodos y tipos de analisis estan dentro del alcance de los expertos en las técnicas de diagndstico
molecular y no necesitan describirse con mas detalle en la presente.

Ejemplo 1: Identificaciéon de marcadores para una malignidad gastrica

Se seleccionaron marcadores empleando los datos de expresiéon génica obtenidos de las muestras de tumores
gastricos y no malignos. Se emplearon los siguientes criterios para la seleccion de marcadores: (i) la presencia de
una secuencia sefial caracteristica de una proteina segregada, (ii) la clasificacion de intensidad de la sefal de la
micromatriz en el tejido tumoral, y (iii) los niveles de EST correspondientes en la sangre o en tejidos vasculares. El
uso de estos criterios permite la identificacién de marcadores segregados que se expresan en abundancia en tejido
tumoral, pero que es probable que tengan un fondo bajo en suero, sangre o plasma. La figura 1 ofrece una tabla que
muestra los tres marcadores para la malignidad gastrica seleccionados empleando los anteriores criterios, MUC5AC,
MUCI7 y ZG16. La figura 1 incluye el simbolo para el gen ("simbolo"), el MWG oligo n.°, el nimero de secuencia de
referencia de ARNm de NCBI, el numero de secuencia de referencia de la proteina, la clasificacion de intensidad del
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gen en las micromatrices obtenidas empleando tejido tumoral, y la clasificacion de intensidad del gen en las
micromatrices obtenidas empleando tejido no maligno. Los tres GTM mostraban una mayor clasificacion de
expresion (intensidad) que CEACAMS, el gen que codifica el marcador del cancer gastrico existente CEA. La
clasificacion de expresién mas baja posible es de 29.718. El estudio de la clasificacién también demuestra que la
expresion de estos GTM en tejido tumoral es comparable al tejido no maligno, lo cual indica que los genes no habian
sido fuertemente infrarregulados durante la carcinogénesis. Los recuentos Unigene EST (Wheeler et al., 2003) para
los tres GTM en sangre y tejido vascular fueron todos cero.

Ejemplo 2: Analisis de qRT-PCR

Se confirmo la abundancia e identidad de los GTM ZG16 y MUC17 en tejido tumoral empleando la técnica de
cuantificacion de expresion génica mas sensible y precisa qPCR. Hasta 45 muestras de tumores gastricos y el
mismo numero de muestras de tejido gastrico no maligno de los mismos pacientes se analizé mediante RT-gPCR
empleando los cebadores y las sondas descritas en la seccion de métodos. La expresion de estos genes se
cuantific6 empleando el numero de ciclos de PCR necesarios para alcanzar un nivel umbral de amplificacion del
producto (Ct).

El analisis de gPCR confirmé los datos de las matrices: ambos marcadores se detectaron con facilidad en tejido
tumoral mediante qPCR y no se obtuvieron pruebas de una disminucién significativa en la expresion en tejido
tumoral, comparado con tejido no maligno. La abundancia de estos ARN en tejido tumoral, comparado con tejido no
maligno, se ilustra mediante los histogramas en la figura 2a-b.

Ejemplo 3: Deteccidon de proteinas de marcadores de tumores gastricos en suero

En ciertas realizaciones, la deteccidn de proteinas de GTM puede lograrse empleando anticuerpos dirigidos contra la
proteina completa, un fragmento de la proteina (péptido) o el nucleo de la proteina. Los métodos para detectar y
cuantificar la expresion de proteinas y péptidos son conocidos en la técnica y pueden incluir métodos que se basan
en anticuerpos especificos generados contra la proteina o el péptido. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales
y antisueros policlonales empleando métodos que son muy conocidos en la técnica y no es necesario describirlos
con mas detalle en la presente.

Para detectar los GTM en suero, los antlcuerpos contra los GTM se imprimieron sobre portaobjetos de vidrio
empleando un robot Gene Machine OmniGrid . Cada anticuerpo se repiti6 8 veces en la matriz. Después se
marcaron con biotina muestras de suero procedentes de 33 pacientes con cancer gastrico y 41 controles antes de
ser incubadas con los portaobjetos de anticuerpos. Las proteinas unidas se detectaron con anticuerpos anti-biotina y
la sefial se amplificé empleando amplificacion de circulo rodante (RCA) y marcaje fluorescente. La cantidad de
proteina unida se cuantificé empleando un escaner Axon 4000a y el software Genepix 6.1.0.4. Las caracteristicas de
los pacientes se muestran en la figura 2.

La sefal fluorescente de cada anticuerpo en la matriz se normalizé y la sefial de la mediana para los 8 duplicados se
expresa en unidades fluorescentes arbitrarias. En la figura 3 se muestran diagramas de cajas que ilustran los datos.
La sefial de la mediana para MUC 17 fue de 18.836 AU para pacientes con cancer gastrico, y de 16.130 para el
grupo control. Estas medianas fueron significativamente diferentes (p = 0,007). Se observaron diferencias
significativas entre las medianas para los dos anticuerpos de ZG16 de presentacion de fagos (5902 y 5905)
obtenidos en MorphoSys. La sefial de la mediana para ZG16_5902 en las muestras de pacientes con cancer
gastrico fue de 2139 AU, comparado con 1837 AU para los controles; la mediana de la sefial de ZG16_5905 en
pacientes fue de 3063 AU, comparado con 1675 AU para los controles. La sefial de la mediana entre pacientes y
controles para ambos ZG16_5902 y ZG16_5905 fue significativamente diferente (p = 0,05 y p = 0,005,
respectivamente).

Estos datos demuestran que MUC17 y ZG16 estan presentes a niveles significativamente mayores en el suero de
pacientes con cancer gastrico que en los controles. Se lograra una mayor diferenciacion entre los grupos de
pacientes y control refinando el procedimiento de ensayo inmunoldgico, la identificacién de anticuerpos con mayor
especificidad para los antigenos diana y el uso de combinaciones de marcadores.

Ejemplo 4: Células transfectadas con vectores que contienen GTM

En otras realizaciones, se proporcionan células que pueden expresar GTM, fragmentos de GTM o marcadores de
péptidos. Pueden utilizarse células procariotas y eucariotas. Por ejemplo, puede emplearse E. coli (una célula
procariota) para producir grandes cantidades de GTM que carecen de glicosilacion madura (si el GTM concreto
normalmente esta glicosilado). Pueden utilizarse células COS, células 293 y una diversidad de otras células
eucariotas para producir GTM que estén glicosilados, o que tengan un plegamiento adecuado y, por tanto, la
estructura tridimensional de la forma nativa de la proteina de GTM. Los métodos para transfectar estas células son
muy conocidos en la técnica y no es necesario describirlos con mas detalle en la presente.
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Ejemplo 5: Kits

Basandose en los descubrimientos descritos en la presente pueden producirse varios tipos de kits de ensayo. En
primer lugar, pueden fabricarse kits que tengan un dispositivo de detecciéon precargado con una molécula de
deteccion (o "reactivo de captura"). En realizaciones para la deteccién de ARNm de GTM, estos dispositivos pueden
comprender un sustrato (por ejemplo, vidrio, silicio, cuarzo, metal, etc.) sobre el cual se unen oligonucleétidos como
reactivos de captura que se hibridan con el ARNm que se va a detectar. En algunas realizaciones, puede lograrse la
deteccion directa del ARNm mediante la hibridacién del ARNm (marcado con cy3, cy5, un marcador radiactivo u otro
marcador) a los oligonucleétidos sobre el sustrato. En otras realizaciones, puede lograrse la deteccion del ARNm
fabricando, en primer lugar, un ADN complementario (ADNc) con el ARNm deseado. Después, el ADNc marcado
puede hibridarse con los oligonucleétidos sobre el sustrato y detectarse.

Independientemente del método de deteccion empleado, la comparacion de la expresion del GTM de ensayo con
una medicion patrén de expresion resulta deseable. Por ejemplo, la expresion del ARN puede estandarizarse a ADN
celular total, a la expresion de ARN expresados de forma constitutiva (por ejemplo, ARN ribosémico) o a otros
marcadores relativamente constantes.

Los anticuerpos también pueden emplearse en kits como reactivos de captura. En algunas realizaciones, un sustrato
(por ejemplo, una placa de multiples pocillos) puede tener unido un reactivo de captura especifico de GTM. En
algunas realizaciones, un kit puede incluir un reactivo bloqueante. Los reactivos bloqueantes pueden emplearse para
reducir la unién no especifica. Por ejemplo, la unién de oligonucleétidos no especificos puede reducirse empleando
ADN en exceso proveniente de cualquier fuente adecuada que no contenga oligonucleétidos de GTM, tal como ADN
de esperma de salmon. La unién de anticuerpos no especificos puede reducirse empleando un exceso de proteina
bloqueante, tal como albumina de suero. Se apreciara que en la técnica se conocen numerosos métodos para
detectar oligonucledtidos y proteinas, y que puede emplearse cualquier estrategia que detecte especificamente
moléculas asociadas con GTM.

En realizaciones que se basan en la deteccién de anticuerpos, las proteinas o los péptidos de GTM pueden
expresarse sobre una base de una célula, o sobre una base de proteina en fluido, tejido o celular total, volumen de
fluido, masa de tejido (peso). Ademas, los GTM en suero puede expresarse basandose en una proteina sérica
relativamente muy abundante, tal como la albumina.

Ademas de un sustrato, un kit de ensayo puede comprender reactivos de captura (tales como sondas), disoluciones
de lavado (por ejemplo, SSC, otras sales, tampones, detergentes y similares), asi como restos de deteccion (por
ejemplo, cy3, cy5, marcadores radiactivos y similares). Los kits también pueden incluir instrucciones para su uso y
un envase.

Aunqgue esta invencién se describe con referencia a sus realizaciones especificas, puede apreciarse que pueden
emplearse otras realizaciones que implican el uso de los marcadores descritos.

Aplicabilidad industrial

Los métodos para detectar miembros de la familia de GTM incluyen la deteccion de acidos nucleicos que emplean
micromatrices y/o métodos de PCR a tiempo real y deteccidon de proteinas y péptidos. Las composiciones y los
métodos descritos en la presente son Utiles para la fabricacion de dispositivos de diagnéstico y kits, el diagndstico de
enfermedades, la evaluacion de la eficacia de una terapia, y para producir reactivos adecuados para medir la
expresion de miembros de la familia de GTM en muestras bioldgicas.
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cggccaccac
caaccgccct
ccatccecte
cggccaccat
tgcttaccac
ccccaggaac

cccectectce

agtgctgact
acgcacgctt
gaccecectcec
aactgrggcec
ccacacaccc
cagtccccac
ccacatcaca
ccagcactcg
ccctteteca
ggccacaccc
aataaccacg
ctacagctac
tgcggecgga
gcetggtgte
ggtctgcagg
tgtgttctge
gccctectee
gaccgcaacc
caaagtgctg
ctccagtcca
agctaccagc
acagaccacc
cacccacacc
gtccacccee
cactacaact
gatcctcaca
CgCcTectec
acccacagtc
tccagcactg
ttcctcectg
gtccacagece
cacgaccacc
agctcacact

cagcccaggg
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accacaacca
ccagtgtgga
tccatcccgg
actggttcta
ccagtgccga
acggtgcgca
gagccttcca
actccagecc
gggacgacca
agcaagaccc
gtggtgacca.
cccatgecgg
ggggcegtct
cccctgegag
aaccgtgagc
tgcaactacg
actccaggga
actggatcca
accagcacgg
aggactgcaa
tttacaccca
acacccatgg
tccacagtgce
tcctecacte
gcagccactg
gagcccagea
acccgggcaa
atcagctcca
agaagcacag
ggcaccgect
acacccrect

acaaccaggg.

accaaagtgc

acggcactca

cgggctrtcac
tcagcacaac
ggaccaccca
tggcaacacc
acaccacggc
cagcctggac
¢ggggacttc
tgtccagccc
cceegggeca
gcacctcgac
tgggctgtga
ggccctctgg
gtgagcagcc
agrrgggcca
aggiggggaa
gccactgecce
cgacctggat
cggccatcce
ccaccacacc
ccacccttcc
tccectectt
ccaccatgtc
tgaccacgaa
<ggggacgac
gcecccacggce
ctacagccac
ctgctggcac
gagccactcc
ccaccacacc
ggacccgecct
ctactccaga
ccaccggerce
cgactaccac

cgccteccagt

25

agccacceccc
caccacaccc
caccceccaca
ctcctctagce
caccacacac
ttecggecace
ccacacccca
tcaccctage
caccagggcc
ccrgetgece
gccccagrgt
cggggacttt
cctgggcctc
ggtcgtggaa
gttcaagatg
cagcaccccg
cctcacagag
grccrccacc
cacagccacc
agtgctgaca
cacccttggg
cacaatccac
ggccaccacg
ctggatcctc
cacccegtec
cgtgacggtg
cctcaaagtg
ctcctccagt
cacagctacc

atcacagacc

gactgtccac

tytggccacc
aaccacgggc

gtggatcagc

9900

9960
10020
10080
10140
10200
102¢0
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
i0740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880



acaaccacca
acccacaccyg
acaccctect

acggccacca

. tggacttcgg

" acttcccaca
agccctcacce
ggccacacca
tcgaccctgce
tgtgagecccc
tCtggcggag
cagcccctgg
ggccaggtcg
gggaagttca
tgccccagea
tggatcctca
accccgtect
gtgacggtgc
ccacatgtga
tccagtecag
gctaccagct
cagaccacca
gcccacacct
gccaceccect
acgggcttca
atcagcacaa
gggaccaccc
atggcaacac
aacaccacgg
acagcctgga
acggggactt
ctgtccagcec
acccecgggec
cgcacctcga

acgggctgtg

cacccacaac
ccacagtgct
ctagcacaca
cacacgggcg
ccacctcggg
ccccageage
cragcagcag
ggggcacctc
tgcccagcag
agtgtgccty
actttgacac
gcctcgagtg
tggaatgcag
agatgtgctt
cccecggecac
caaagctgac
ccaccccagg
ccaccggatc
gcaccacggc
ggactgcaac
ttacagccat
cacccacggc
ccacagtgct
cttccaccce
cagtcacccc
ccaccacacc
acacccccac
cctcctctag

ccaccacaca

cttcggecac

cccacacccc
ctcaccctag
acaccacggc
ccctgetgec

agccccagtg

cagaggctcc
gaccaccacc
gaccagtggg
gtccctgccc
catcrrgggc
aaccaccagt
gaccaccgag
caggaccaca
ccccacatcg
gtcagagtgg
ctactccadc
ccgtgccgag
cctggacttt
caactatgaa
cagctctacg
cacaacagcc
gaccacctagg
cacggccacc
cacgacaccc
cgecccttecca
ccecctectece
caccatgtcc
taccaccacyg
aggaa;agct
ctccteccage
cacaaccagt
agtgctgacc
cacacagacc
cgggcgatcc
ctcaggcacc
agcagcaacc
cagéaggacc
cacctccagqg
cagcageccc

tgcctggtca
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acggtgaccc
accacaactg
accacccaca
cccagcagtce
accacccaca
accacccagc
tcacccectt
gccacagcca
gcccccataa
ctggactaca
atccgtgcegg
gcccagectg
ggcctggtct
atccgtgtgt

gccacgcect

actacgactg

atcctcacag
gcctcctcca
acagtcacca
gcactgagaa
tccctgggca
acagccacac
gccaccaéaa
cacactacca
ccagggacgg
ggctccacgg
accaccacca
agtgggacca
ctgtccecca
ttgggcacca
accggtacca
accgagtcac
accacggcca

acatcggccc

gagtggctgg

cctecctecat
tggccactgg
cacccccagt
cccacacggt
tcacagagcc
actcgactcc
ctccagggac
cacccagcaa
ccacggtggt
gctaccccat
ccggaggggc
gtgtcccect
gcaggaaccg
tctgctgcaa
cctcaactcc
agtccactgg
agccgagcac
cccaggecaac
gctccaaagce
gcacagccac
ccacctggac
cctccteccac
ccagggecac
aagtgccgac
cacgcacgcc
tgaccoecte
caactgtggc
€Ccacacace
gcagtcccca
cccacatcac
cccageactc
(dddad {dddd
€ggccacace
ccataaccac

actacagcta
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cccggggace
ttctatggca
gccgaacacc
gcgcacagec
ttccacggtg
agccctgrec
gaccaccccg
gacccgcacc
‘gaccacgggc
gccggggece
agtctgtgag
gcgggagttg
tgagcaggtg
ctacggccac
ggggacgacc
atccacggcc
tacagccacc
tgctggcacc
cactccctrc
cacacccaca
ccgectatca
tccagagact
cggctctgtg
tacﬁacaacc
tccagtgtgg
étccgtcccg
cactggttct
cccagtgccg
cacggtgcgc
agagccttce
gactccagcec
agggacgacc
cagcaagacc
ggtggrgacc
ccccatgccg

11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980



gggccctctg
tgtgagcagc
gagttgggcc
Caggtgggga
ggccactgec
acgacctgga
acggccacce
gccaccacac
accacccttc
atcccctect
gccaccatgt
ctgaccacga
ccggggacga
ggccccacgg
acaacagcca
accacctgga
acggccaccg
acgacaccca
gcccttecag
cecctectect
accatgtcca
accgccacgg
ggaacagctc
tcctecagec
acaatccaca
gccaccatga
cggatcctca
.accctotect
gtgatggtgc
cccaaagtgg
tcgtccaccg
agcgtgtcca
tcccacttctr

gtcatctaca

gcgoggactt
ccctgggect
aggtcgtgga
agttcaagat
ccagraccee
tcctcacaga
cgtcctecac
ccacagecac
cagtgctgac
ccaccettgg
ccacaatcca
aggccaccac
cctggatcct
ccaccccgtc
ctacgactgc
tcctcacaga
cctcctecac
cagtcaccag
cactgagaag
ccctgggeac
cagcéacacc
ccaccacaac
acactaccaa
cagggacggc
ccrccrcrac
caagggccac
ctgagctgac
ccaccccagg
ccaccggttc
tgaccaccat
tggggaccac
ctgtgtcctce
ctactccctg

ataagaccga

tgacacctac
cgagtgccgt
atgcagcctg
gtgcttcaac
Qgccaccagc
gctgaccaca
cccgggaaca
cagttccaaa
aagcacagcc
gaccaccggg
[dddaddadad
gacaagggcc
cacagagctg
ctccacceca
gtccactgga
gccgageact
ccaggcaact
ctccaaagec
cacagccacc
cacctggacc
ctcctecact
cggggccacc
agtgccgact
actcacgect
tccagagacc
caattccacg
cacaacagcc
gaccacctgg
cacggcceacc
ggccactatg
ccgcﬁcccct
ctcagtccte
ctrctgcagg

ccgagecggo
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tccaacatcc
gccecaggece
gacttrggce
tatgaaatcc
tctacggcca
acagccacta
geteceecte
gccacttecct
accaaatcca
accctecccag
actccggaga
accagttcca
accacagcag
gggaccacct
tccacggeca
acagccaccg
gctggcaccc
actcectect
acacccacag
cgcctatcac
ccagagactg
ggcrctgtgg
accacaacca
ccaaccacca
accecacacct
gccacaccct

actacaactg

atcctcacag’

gcctccteca
cccacageca
gcagtgctcc
accaccctga
gcatttggac
tgccatttct

gtgcggccgg
agcctggtgt
tggtctgcag
gtgtgttctg
tgcectecte
cgactgcatc
ccaaagtgct
cctccagtec
cagctaccag
aacagaccac
ccacccacac
cgtccaccec
ccactacaac
ggatcétchc
ccecgtectce
tgacggtgcc
cacatgtgag
ccagtccagg
ctaccagctt
agaccaccac
tecacacctce
ccacccecte
cgggctrtcac
cacccatgtc
ccacagtgcet
cctccactct
cagccactgg
agccgageac
ctctgggaac
crgcctccac
ccagcagcct
gacccactgg
agtttttctc
acgcaqgtgtg

27

aggggccgtc
ccccctyggg
gaaccqgtgag
ctgcaactac
cactccaggg
cactggatce
gaccagcccg
aaggactgca
cgttacaccc
cacacccgtg
ctccacagtg
ctcctecact
tgcagccact
agagctgacc
caccccagqy
caccggatcc
caccacggcec
gactgcaact
tacagccatc
acccacggce
cacagtgctt
ctccacceca
agccaccece
caccatgtcc
gaccaccaca
ggggacgacc
atccacggec
tatagccacc
agctcacace
ggttecccage
gccaaccttc
cttccccage
gcccggggaa
caatcagcac

14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020



tgtgacattg
ccgctgtect
aatgagacct
_gtcctgctgg
aaagtgtcgg
ggrggocgeg
Tccacctttg
gagatccatg
tctgccactg
tccatggata
tttgaccaaa
gggaccacca
caagtcttcc
ggcacctgca
agttgcaagg
gcececcgactg
cccaccccat
tgccacaacc
ggccgecttg
ggagtgtgca
accaaagtgt
agcccacagce
aacgcacaca
aaatttcccg
gtgtcggtgc
cgfcccggct
gtgtgcgtgt
gagtccatct
ctgtgttcgt
tgccacatgt
gatgcctgeca
tgctgtggag
aatgaaacct
ggtggagtcc
gggagcctca

accgcttcca
cgcectecec
ggaccctgga
acccaaagcc
acccgagcca
ggatracccce
acggcacctc
cacgctttgg
ccgctgccgc.
tcgrectcac
ttccggtgag
ccatgcgtgt
aggccegget
ccaacaacca
acatggccaa
gcacaccccc
gceccaccaca
ttgtgccececc
aggtgccctg
gtgactggcg
acaagccatg
tggaggggat
tgggcatctg
gggagcggtg
agtgcaagcc
tcgtaaccgt
gcaacacaac
gcacccagga
acaatggcac
gtacctgcct
acaatactac
agtgcgtcca
gggrcaacag
atttgctgac

ggaaaaccgg

gggcgcctgt
tgccecctggce
gaactgcacg
tgtggccaac
gccctgtgac
g9g9g99caggc
ttacaccttc
gaatctcagc
tgccgeccge
tgtcaccatg
cagcggtrtc
ggacattcct
gccctacage
gagggacgac
gacgtggctg
cactgccagce
gccgetctgt
gggcccattce
ccagagcctg
aggtgcaacc
cggccccata
ggcggagggc
cgtgcaggcc
ggtcagcaac
cctgeectgt
gaccaggccc
cacctgeecc
ggagggcgac
cttctacggg
ctctggggac
ctgtccccag
gaccgcctge
ccatgtggac
cccacagect

ctgctgctac
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cccacctece
tgtgacaatg
gtggccaggt
gtcacctgcg
ttccactatg
atctgcagca
cggggcaact
ctctacctgg
tgccecegeg
gtgcatggga
agcaagaacg
gccctgggeg
ctcttccaca
tgtctccage
gtccccgaca
cccgecagecc
gatctgatgc
ttcaacgcct
gaggcttacg
ggtggcctgt
cagcctgeca
tgcttctgec

tgcccctgeg

tgccagtcct

gacgcccagg
cgggecgaga
cagagcctgc
tgctgrccca
gttggtgcaa
acccaggacc
ggctttgagt
ctcacgcecg
aactgcaccg
gcatcctgcec

tcctgtgagg

caccgccagt
Ccatccctct
gcgtgggtga
tgaacaagca
agtgcgagtg
tgtggggcag
gcacctatgt
acaaccacta
ccctcageat
aggaggaggg
gcgtgcttgr
tgagcgtcac
acaacaccga
gggacggaac
gcagaaagga
cggtgtctag
tgagccaggt
gcatcagcga
cagagctctg
gcgacctcac
cctgcaactc
ctgaggacca
tgggacccga
gcgtgtgtga
gtcagcccce
acccctgetg
ctgtgtgcec
ccttecgerg
ccttcccagg
caacggtgca
acaagagagt
atggccagee
tgtacctctg
cagatgtgtc

aggactcctg

28

gtcctecgec -

ccggcaggtg
caaccgtgtc
cctgecccatc
tgagtgcgtc
Ctcccactat
ccrcatgaga
ctgcacggcec
ccacracaag
cctgatcctg
grctgtgctg
cttcaatgge
gggccﬁgtgc
cactgccgcee
tggctgctgg
cacacccacc
ctttgctgag
ccactgcagg
ccgegcccgg
ctgecccacec
taggaaccag
gatcctcttc
tgggtttcct
cgagggrtca
gcegtgcaac
ccccgagacyg
gccagggcag
cagacctcag
cgcecttecc
atgtcaggag
ggccgggeag
agtccagctg
tgaggctgag
cagctgcagg

tcaagtccgc

16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440 -
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120



10

atcaacacga
gagggctcct
tgcacctgct
ggctcagcca
tggggccge
aaggaccagg
tggggagaca
ggggccttcc
cctgaaacca
agtagagaaa
cagatctgga
<210> 2

<211> 14360
<212> ADN

ccatccrgtg
gccccggage
gccaggagag
tcctgeacac
aggctggagg
aagcctctgg
aaagcaatgc
ccacaccggg
ccaagcagct
gacaaaggca

datctcaacg

<213> Humano

<400> 2

tttcgccage
ggccagggac
ctgctgcaga
cccaagggga
ctgcggcaaa
tgagttgcag
ctggtgtctc
gtgacagcac
daggcaccga
ttgtcagcac
atatgagcac
gcaccaccat
ccagcaccat
tcagcacacc
ccagcctgtc
gcgtgatgct
acattcctgt
gcataccaac
ccatgccggt

cacttgtgac

tcetetgggg
cﬁtggcgctg
acaggacctc
cgtcttgaac
caccgccaca
caccaaccct
cagtaccagg
cacacttttc
cgtgcccatg
tgcacctctt
acctctgacc
acccaaatca
gaaggtggcc
tgtgaccatt
aaactcagct
ggtggtcagt
gatcacttct
ctcaacttat
tgccacttct

cacttctact

gcaccaggec
gtccaagtac
gcgggtecac
ctacacccac
acacatccgg
gaaggccagg
tcgtgcctgg
gcctgectcet
cagagatgct
atgtgctcaa
ctttttctag

gtgacaggca
tgtctgctga
agtgtgaaca
cgtcagtgcc
ggtacaacat
gagatgacct
atgacaccaa
cccagttcta
tcaacaccaa
cccagttrteg
acttctactc
actaacagtg
agttcagagg
tctgctcaag
cctagtggag
tctgaggcta
actgaagcca
actgaaggaa
gaaatgagca

gaacccagtt
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tgcgagaccg
tcagcagagg
gaggagacgg
gctgtccagg
ggggcagtcc
caggggggtg
ctgcagaagc
gccctgtgcc
aacatcctga

gctatcaggt

agtgagacgt
ccttggtect
gggctgtgtg
agcagecrgte
ctacaaatgt
cgattgagtc
‘cagaatccag
ctgaagacac
gtgaagaaag
aggcctacac
aggcaagttc
aaggaagcac
ctatcaccct
ccagtteate
gaagcactcc
gcaccctttc
gttcatctec
gcactccatt
cactttcaat

cacttcctac

aggtcaacat
cccaggecat
tgcccttgea
tcctectgtgg
aggaccccca
gctacaggca
ctgtggtgtg
cttggaaaat
aggagagcaa

ttaatagagg

gctcagaget
ctcgctcteg
ggatggagga
tcagcacgtt
cgtggagcca
cagtgtgact
dacaacttca
ttcatctcct
catttcatca
atctttaéca
atctcctact
tccattaaca
tttgacaact
tcctacaact
attaacaaga
aacaactcct
tacaacggct
‘aacaagtacg
dactcctgtt

aactgctgaa

29

caccttctge
gcagcaccag
ctgtcctaac
gctgcttgec
gcagccactg
gaccgtggcc
ggtgcagagc
gggcattcag
acgctccatc
atttggagga

ccgatgecaa
cccccacaag
gggtgcatct
aggacaggtt
agaatgtatt
tcagacactc
gaatctacca
acaactcctg
acaatggctt
tataaggttg
actcctgaaa
agtatgcctg
cctgttgaaa
gctgaaggtc
atgcctctca
gctjccacca

gaaggcacca

cctgccagea

gacaccagca

gctaccagca

18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18750

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200



tgctaacctc
tattggtggce
ttgtgaccac
caacctcaac
cagtggccag
tgaccacttc
cctcaactcc
tggccagtte
ccacttctag
caactcctag
tcagttctga
cttctagtga
cttacagtga
gttctgaggc
caactgaagc
atactgaagg
ctgaggctag
ctgaagccag
gtgaaggaag
aggctagcac
aagccagttg
aaggaagtcc
ctagcaccct
tcagttcatc
gaagaactcc
gcacccttte
gttcgtctce
gcactccatt
cactttcagc
catctcctac
ctccattaac
tttcaacaac
ctcctcccac

cattaacacg

aactcttagt
cagttctgag
tgctagtgaa
tcctagtgaa
ttctgaggct
tactgaagcc
tagtgaagga
tgaggctagce
tgaagccagt
tgaaggaagc
ggctagcacc
agctagttca
aagaggcact
tagcaccctt
cacttcatct
aagcactcca
caccctttca
ttcctctect
cactccatta
ccttrcaaca
ctctectaca
tttattaaca
ttcaacaact
tcctacacet
tttaacaagt
aacaactcct
tacaacttct
aacaagtatg
aactcctgtt
aactgctgaa
aagcacacct
tcctgttgac
tgctgaaggt
tatgcctgtc

gaaggaagca
gctagcacca
gccagcteat
ggaagcactc
agcaaccttt
agttcatctc
agcactccat
accctttcaa
tcatcttcta
actccattaa
acttcaacaa
tcttctacaa
acaataacaa
tcaacaactc
tctacaactg
ttaacaagta
acaacfcctg
acaactgctg
acaagtatgc
actcctcttg
accactgaag
agtatacctg
cctgttgact
gctgaaggta’
atgcctgtca
gttgacacca
gaaggtacca
cctgacageca
gacaccagca
ggtaccagca
gtcagccaca
tccaacactc
accagcatgc

dgcaccacaa
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ctccattaac
cttcaacaat
ctcccacaac
cattaacaag
caacaactcc
ctccaactge
taacaagtat
caactcctgt
caactcctga
caaacatgcc
ctcctgctga
ctgctgaagg
gtatgtctgt
ctgttgactc
cggaaggtac
tgcctgtcaa
ttgacaccag
atggtgcceag
ctgtcagcaa
acacaagcac
gtaccagcat

tcagcatcac

L£caacagtcc

ccagcatgec
gcaccacact
gcacacctgt
gcatgccaac
ccacgeeggt
cacctgtgac
taccaacctc
<gctggtggce
ctttgaccac

caacctcaac

tggtggccag

aaatatgcct
tcctgttgac
tgctgaagat
tatgcctgtc
tgttgactcc
tgaagttaac
gtctgtcagc
tgacaccagc
aggtaccagc
tgtcagcacc
ctccaacact
taccagcatg
cagcaccaca

caacactcct

cagcatgcca

caccacactg
cacacctgtg
tatgccaacc
aacgcfgttg
acatatcacc
gccaatctca
accggtgacc
tgtgaccact
aacctcaact
ggtggccact
gaccaattct
ctcaactect
agtcagttct
cacttctact
gactcctagt
caattctgag
ttctactgaa
tcctagtgaa

ttctgaaacg

30

gtcagcacca
tccaaaactt
accagcattg
agcaccactc
aaaactcagg
agcatgccaa
accatgecgg
acacctgtga
ataccaacct
aggctggtgg
tttgtgacca

ccaacctcaa

ctggtggcca”

gtgaccactt
acctcaactt
gtggccagtt
accacttcaa
tcaactccta
accagttctg
acttctactg
actcctagtg
agtcctgagg
tctactgaag
tatagtgaag
tctgcaatca
actgaagccc
ggggaaggaa
gaggctagaa
gaagccactt
gaaggaacga
gctagcaccc
gccagttkac
ggaagcactc

agcacacttt

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460

2520

2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240



caacaactcc
ctacaactgc
taacaagfgt
caactcctgt
caactgctga
caagtatgcc
ctcctgtgga
ctgctgaagt
gtatgcctgt
ccéttgacac
ctgaaggtac
tacctgtcag
ttgacactaa
aaggtaccag
ctgtcaacac
acaacagcac
gtaccagcat
tcagcaccac
ccagcaccec
tcagcatacc
gcaacacgcce
acagtcctgt
gcatagcaat
ccacaacagt
cacctgtgac
tgcaaacctc
tgctggtggt
aggtgaccge
tctcaactec
tggccagtec
tcacttctac
caacttatac
ccagctctge
cttctactga

ctcctagtga

tgctgacacc
tgacggtacc
gcctgtcage
cgacaccagc
aggtaccagc
tgtcagcacc
ctccaaaact
taccagcatg
cagacacacg
cagcacacct
cagcttrgcca
caccacgctg
aggtcctygty
catgccaacc
cacactggtqg
acctgtgacc
gccaaactca
gccggtagtc
fgggaccact
aacctcaact
ggtggccaat
ggtcacttct
ctcaacgect
ggccagttct
cacttattct
aacttatagt
cagttctgag
ttctactgaa
tagtgaagga
tgaggctagce
tgaagtcagt
tgaaggaaga
aatcagcacc
agcccgttca

aggaaccact

agcacacctg
agcatgccaa
accaggctgg
atacctgtca
ataccaacct
acgctggtgg
caggtggceca
ccaacctcaa
ccagtggeca
gtgaccactt
acctcaacta
gtgaccagtc
gtcacttcta
tcaacttata
gccagttctg
acttctactg
aatcctagtg
agttctgaqgq
tctgctgaag
cctagtgaag
tctgaggceta
acagcagtca
agtgaaggaa
gaaatcaaca
caagccagtt
gaaggaagca
gctaacaccc
gccagtrcat
agtcctctat
accctttcaa
tcatctccta
actccrttaa
ctttcaacaa
tctcctacaa

ccattaacaa
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tgaccactta
cctcaactta
tggtcagttc
ccacttctac
cacctcccag
tcagttctga
cttctactga
ctcctggaga
gttctgagge
ctgctgaaac
ctagtgaagg
ctgaggctag
atgaagtcag
grgaaggaag
caatcagcat
aagcctgttc
aaggaaccac
ctagcaccct
ccacttcate
gaaagactcc
gcacccttte
gttcatctec
gcactgcatt
gcctttcaac
catctcctac
ctccactaac
tttcaacaac
ctacaaccge
taacaagtat
caactcctgt
cacctgctga
caagtataac
ctccegttga
cttctgaagg

gtatacctgt

ttctcaagce
tagtgaagga
tgaggctagc
tgaagccagt
tgaaggaacc
ggctaacacc
agccagttca
aagaagcact
tagcaccctt
cagttcctct
aagtactcta
cacccfttta
ttcatctcct
aactcctrra
cctttcaaca
atctcctaca
tccgttaaca
ttcagcaact
tcctacaact
attaaaaagt
aacaactcct
tacacctgct
aacaagtata’
aactcctgcet
aactgctgac
aagtttgcct
ccctattgac
tgaaggtagc
acctgtcagc
tgactccaac
aggtaccage
tgtcagaaca
caacagcaca
taccagcatg

cagcaccacg

31

agttcatctt
agcactccac
accctttcca
tcatctccta
actccgttag
ctttcaacaa
cctcctecaa
ccattaacaa
tcaacatctc
cctacaaccg
ttaacaagta
acaactcctg
acacctgctg
acaagtatac
actcctgttg
acttctgaag
agtatacctg
cctgttgaca
gctgaaggta
atacctgtca
gttgactcta
gaaggtacca
cctgtcagea
gtcaccagca
ggraccagca
gtcagcacca
tccaaaactc
agcatgacaa
accacgccgg
agtcctgtga
atgccaacct
acaccggtag
cctgtgacca
ccaaactcaa

ccggtactca

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



gttctgaggc
ctactgaagc
ttagtgaagg
ctgaggctag
cagcagtcag
gtgaaggaag
aaaccaacac
aagtcagttc
aaggaaggcc
tcaacaccct
ccagttcatc
gaagcéctcc
gcactcttte
grtcatctec
ccactccatt
ccctttcaac
catctgcaac
tactaacaag
caacaactcc
ctatacctac
taacaagtat
caactcctgt
caacttctga
caagtatgcc
ctcctgttga
ctgctgaagg
gtatacctgt
ctgttgactc
ctgaaggtac
tgcctgtcag
ctgacaccag
acgatactag
ctgtcagcac

acaccagcac

tagcaccctt
cacttcgtct
aatgactcca
caccctttca
ttcatcrcct
cactgcatta
cctttcaaca
atctcctaca
tccattaaca
ttcaacaact
tcctacaact
actaacaagt
cacaactcct
tacaactgca
agcaggtatg
aactcctgtt
cgctgaaggt
tatacctctc
tgttgactcc
tgaaggtacc
gcctgtcage
tgacaccagc
aggtaccagce
tgtcagcacc
caccagcaca
taccagcata
cagccacacg
caacactcct
cagcatgeca
caccacaatg
cacacctgtg
catgccaacc
catgccggtg

acctgtcacc

tcagcaactc
cctacaactg
ttaacaagca
acaactcctg
acacctgctg
acaagtatac
actcccgetg
actgctgacy
agratacctg
cttgctgaca
gctgatggta
atgcctctea
gttgacacca
ggaggtacca
cctgtcagca
gactccaaaa
agcagcatga
agcaccacge
aacagtcctg
agcatgcaaa
accacagtgg
acacctgtga
atgccaacct
atgccggtag
cctgtgaccd
ccaacttcaa
ctggtggcca
ttcactactt
dcctcaactt
gtggccagtt
actacttatt
tcaacttata
gtcagttctg
acttctactg
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ctattgacac
ctgaaggtac
cacctgtcag
tfgactctaa
aaggtaccad
ctgtcagcac
tcaccagcac
gtagcagcat
tcagcaccac
ccaggacacc

ccagcatgcc

gcaccacget .

gcactcctgc
gcatacaaac
ctacgcttgt
ctcaggtgac
caatctcagc
cggtggccag
tgatcacttc
cctcaactta
tggccagttc
ccaattctac
caactcctag
ttacttctga
cttctactga
ctcttagtga
attctgaggt
ctactgaagc
ctagtgdaagg
ttgaaacaag
ctcaagccgg
gtgaaggaag
aggctagcac

aagccagttc

cagcacccct
cagcatacca
ccaﬁacgctg
cagtcctgtg
catagcaacc
cacaacagtg
acctgtgacc
gccaacctca
aacagtggcc
tgtgaccact
aaccccagct
ggtggtcagt
caccacttct
ctcaactcct
ggtcagttct
caattctact
tcctagtgaa
tcctgaggcet
tactgaagtc
tagtgacaga
tgcaatcagc
tgaagcccgt
tgaaggaagc
ggctagcacc
agccacttca
aggaacgact
tagcaccctt
cagttcacct’
aaacactcca
cacacttrct
ttcatctcct
cactccacta
ccattccaca

atctcctaca

32

gtgaccactt
acctcgactc
gtggccaatt
gtcacttcta
tcaacgccta
gcgagttctg
acttatgctc
actcctaggg
agttctgaaa
tattctcaag
tatagtgaag
tctgaggcta
actgaaggca
agtgaacgga
gagggtaaca
gaagccagtt
ggaagtcctc
agcacccttt
agttcatctc
agaactcctt

accctttcaa

tcatctccta

actccattca
ctttcagcaa
tctcctacaa
ccattaacaa
tcaacaactc
cctcccactg
ttaacacgta
acaactcctg
acaactgctg
acaagtgtgc
actcctgttg
actgctgaag

5400
5460
5520

" 5580

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900

6960

7020
7080
7140
7200
7260

7320

7380



gtaccagcat
tcagcaccac
ccagcacacc
tcgtegtgec
gcaccacgcec
acagtccrger
gcatgcctac
ccaagccgtt
tacctgtcac
tgccaatcte
tgccagtgge
ttgtgaccac
caacctcaac
tgttggccaa
. tcaccacttce
tctcaactcc
tggccagttc
ccactrctac
caactcctag
ccagttctga
cttctactaa
ctgctagtga
gttctgaggc
ctactgaagg
ctagtgaagt
ctgaggcrag
ctgaagctag
gcgaaagaag
aggctagcac
aagccagttc
aaggaagtac
ctagcaccct
tcagttcatc
gaagcactcc

gcacccttte

accaacctca

gccggtggrc
tatgaccact

aatctcaact-

agtggccagt
ggtcactrct
ctcaacttat
ggccagttct
cacttctact
aactcctagt
cagttctgag
ttccactgga
tcctggtgaa
ttctgaggcet
tgctgaagec
tagtgatgga
tgaggctagce
tgaagccagt

tgaaacaagt

ggctggcacc

agccagttca
aggaagtact
tagcaccctt
cagttcttct
aagtactcca
caccetttea
ttcttetoct
aactccatta

cctttcaaga

ctctcctacar

tccattaaca
ttcaacaact
tcctacacct
attaacaggt

aacaactcct

cctcctagtg
agttctgagg
tctactgaag
gctagtgaag
cctgaggeta
actgaaatca
agtgaaggaa
gaggctagca
gaaaccagtt
gaagtaagta
gctagcaccc
accagttcat
agaagcactc
agcaccctrt
agttcttctc
agtactccat
accgtttcaa
tcectctecta
actccattaa
ctttcaacaa
tctcctacaa
ctattaacaa
tcaacaactc
cctakaactg
ttaacaagta
acaactcctg
acaactgctg
acaagtatgt
actcctgctg
actgcrgaag
agtatacctg
cctgttgact
gctgaaggta
gtgcctgtca
gttgacacca
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aaggaaccac
ctggcaccct
ccagttcatc
gaagtactct

gcaccctttc

gttcatctgce,

gcactccatt
ctctttcaac
catctcctac
cttcattaac

tttcaacaac

ctcctacaacl

cattaacaaa
caacaactcc
ctacaactgc
taacaagtat
caactgctgt
caactgctga
ctagtatgcc
ctcctgttga
ctgctgaagg
gtatacctgt
ctgttgatac
ctgaaggtac
tacttgtcag
ttgacaccag
aaggtaccag
ctgtcagcac

acaccagcac

gtaccggcat.

tcagcaccac
ccaacagtcc
ccagcatgec
gcaccacacc

gcacacctgt

tccgttageca
ttccacaact
tcctacaact
attaacaagt
aacaactcct
tacatccgcet
aagaagtatg
aactcctgtt
aactgcaaaa
aagtatactt
tcctgftgac
tgctgaaggt
tatacttgtc
tgttgacacc
tgaaggtacc
acttgtcage
tgacaccagc
agttaccagc
tgtcaaccac

caccagcaca

tatcgtcgtg

cagcaccacg

cagcatacct

cagcatgcca

caccgtgeca
gacacctgtc
catgccaatc
catgccoagtg
acctgtgacc
accaatctca
gccagtggec
tgtggtcact
aatctcaact
ggtgaccagt
gaccacttct

33

agtatgecctg
cctgttgaca
gctgaagata
atacctgtca
gtrgactcca

gaaggtacca

cctgtcagea

gacaccagca
gataccagca
gtcagcacca
accaggacac
agcagcatgc
agcaccacgce
agcacacctg
agcatgcgaa
accctgecag
atacctgrca
atgccaacct
acgccagtgg
cctotgacca
ccaatctcaa
ccggtggeca
gtcaccactt
atctcaactc
gtggccggtt
accacttctg
tcaactcctg
gccagttceg
acttctactg
actcctagtg
attcctgagg
tctactgaag
tatagtgaag
tctécaatca

actgaagccc

7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
3880
8940
9000
9060
9120

9180

9240
9300
9360
9420
9480



attcatctcc
gtactccatt
ccctttcagce
catctacaac
cattaactag
caacaactcc
ctcccactge
taacaagtat

caactcctgc

caattgctga’

caaatatgtc
ctcctgttga
ctgctgaagg
gtatgcctgt
ctgtggactce
ctgaaggtac
técctttcag
ttgacaccag
aagttaccag
ctgtcagcac
actccaacac
tcaccactat
tcagcagcac
gaagcacacc
tcaccctgcece
gcaccacatc
gcacacctgt
ccatgccaat
ccacacgtgt
cacctgtgac
tgtctgtgtc
cacctgttac
tgtctatgac

ccatgcctat

tacaacttct
aacatatatg
a;ctcctgtt
tgctgaaggt
tgtacctgtc
tgttgactcc
tgaaggtacc
gcctgtcage
tgacaccagc
cggtactagc
tttcagcacce
caccagcaca
taccagcata
cagcaccacg
caacactctg
cagcttgcca
taccacgccg
cacacctgtg
catgccaaca
cacaccggtg
ttttgttacc
gcgtatgtct
atatgtgacc
tgtgaccact
aatgtcaact
ggtgaccatt
gatcacttct
ctggacgcct
gaccagctct
cacttctact
aatgcccatg
gaggtttcct
cactgectct

gtcaactacg

gaaggtacca
cctgtcagea
gacaccagca
accagcattc
agcaacacgc
aacactcctt
agcatgccaa
accacaacgg
acacctgtga
atgccaacct
acgccagtgg
cctgtcacca
ccaacctcaa
ccggtggtca
gtgaccactt
acctcaacta
gtggccagtt
accacttctt
tcaactgctg
gccagttctg
agttctagtc
actccaagtg
agttctgagg
tctactcaga
cctagtgaag
tctgaggctg
acccaagtca
agtgaaggaa
gagggtagca
gaagccattt
gaaataagca
gagagtagca
gaaggcagtt
agtgaaagaa
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gcatgccaac
ccatgctggt
cacctgtgac
caacctcaac
cggtggccag
tgaccacttc
cctcaactcc
tggccagttc
ccacttattc
caacttatag
tcagttctga
cttctacrga
gtcctagtga
gttctgaggt
ctactgaagc
ctagtgaagg
ctgaggctég
ctccaaccaa
gtgaaggaag
aggctagcac
aagccagttc
aaggaagctc
ctagcacacc
gcaattctac
taagcactcc
gcacagcttc
gttcatctcc
gcactccatt
ccctttcaac
catcttctgc
cccttgggac
cccettecat
catctectac

gcactttatt

ctcaactcct
agtcagttct
cacttctact
tcctagtgaa
ttctgaggee
tactgaagcc
tagtgaagga
tgaaacgagc
tcaagccagt
tgaaggaagc
ggctagcacc
agccagttta
aggaaccact
taacaccctt
cagttcatct
aagcactcca
caccctttca
ttcatctcct
cactccatta
cctttcaaca
atctccagca
ttcattaaca
ttccactect
tcctacacct
attaaccatt
aacacttcct
tgtgactcct
aacaactatg
accttctgtt
aactcttgac
cactattctt
accatctgtt
aactcttgaa

gacaactgtc

34

agtgaaggaa
gaggatagca
gaagccactt
ggaatgactc
agcatccrtt
agttcatctc
agcactccat
accctttcaa
tcatctecte
actccactaa
ctttccacaa
tctcctacaa
ccattagcaa
tcaacaactc
cctacaatcg
ttatcaatta
acaactcctg
acaactgctg
acaaatatgc
actcctgttg
actcttcagg
actatgctec
tctgttgaca
cctgaagtta
atgcctgtca
gttgacacca
gaaggtacca
cctgtcagca
gtcaccagca
agcaccacca
gtcagtacca
tacaccagca
ggcaccacca

ctcatcagcc

9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900

9960

10020

10080

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

10920

10980

11040

11100

11160

11220

11280

11340

11400

11460

11520



ctatatctgt
gcacaccttt
ccatacgtat
ccacacttcc
gcacaacttt
_ccatatctgt
gcactcctgt
cccctgtgat
catctrtttc
catatgtgac
cttctgeatc
gtcctgtgac
cacctacatt
ctgtgaaccce
cttccttece
ccacctcaac
c€ggcctcteg
tctattatgg
ctatctctgc
taaaaaacca
atattgtgta
gcagtgtggt
cagtattgga
aaataatgat
tgcaaaacat
aatatggaga
gtgagcctgyg
gtggacctca
accagggcac
tgatcatcct
aaaagtacag
ggaccttcca
ccatctatag
ttcagaggcce
tgaggagatc

gatgagtcct
gctcacctct
ttcaattacc
aactagcttt
taccccttct
atcagtgatc
caccagttct
aacttccact
aactactaag
catgtctact
aacgctttct
cccttcatca
tcctectget
tgaggctgtc
cacggtgacc
tcctactgtg
ctgcaagaat
ggagtrgtgt
ccaaatggaa
ctcttcccag
ttccgggatc
ggtggagcat
caatgccacc
taatgatatt
tacggtgacc
ctacttcgta
cttcagtgtc
gtgcctctgc
ccagaagagt
ggtagctctc
attgtctcag
aaacattggc
taatttccag
tcaggtaatg

ccagtceggce

tctgaggcca
accaaagccg
agtgaaagaa
cctggggeca
actgacactg
acagaaggaa
actgctgatg
gaactaaaca
gaatttacaa
gcccccagea
gcaaccagta
gaatccagca
cactccagta
accaccatga
accaccgctg
ccaagaacca
ggaggcaccf
gaggaggtgg
ctgactgtga
gaattccagg
cctgagtatg
gacgtcctec
gaagtagtga
tgctcagaca
cagtacgacc
gtggagtacc
tccaagaact

gtgaccacgg

ctggtgtacg
ctgatgctcg
ttatacaagt
tttgacatct
cccrccttga
acgacatcat
taagcttggt
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gcacactttc
gttcattctc
gcactccatt
gcatagcttc
cctcaactec
gcacacctgg
tctttcctge
caccatcaac
cacccgcaat
cacccagaac
cacctcacac
ggccgteaac
cacctecaac
ccaccaggac
tccccacgaa
caacatgctt
gggatgggct
tcagcagcat
cagtgaccag
agttcaaaca
tcggggtgaa
taagaaccaa
aagagaaaat
tgatgtgttt
ctgaagagga
gggaccagaa
gtaacctcgg
aaactcactg
gcctcgtggg
ttttccgete
ggcaagaaga
gccaagatga
gacacataga
tttaaggcat
ggagcatttt

dacacctcct
catacctgct
dacaactctc
gacacctcct
cacaattcct
gacaaccatt
aacaactggt
ctccagtagt
gactactgca
aaccagcaga
ctctacttct
aattacttct
aaccrctgec
aaaacccagc
tactacaatt
tggagatggg
caagtécéag
tgacataggg
tgtgaagrtc
gacattcacg
catcacaaag
gtacacacca
cacaaaagtg
caacaccact
ctgccggaag
gccatactge
caagtgccag
gtacagtggg
ggcaggggtc
caagagagag
ggacagtgga
tgattccatc
ccctgaaaca
ggagctgaga
cccattgaga

35

ggtgatacca
gaagtcacta
cttgtcagca
cttgacacaa
gtagccacca
tttattccca
gctgtatcta
agtaccacca
gctcecctea
ggctgcacta
gtcaccaccc
cacaccatcc
tcctccacga
acacggacca
aagagcaacc
tgccagaata
tgtcccaace
ccaccggaga
accgaagagc
gaacagatga
ctacgtcttg
gaatacaaga
accacacagc
ggcacccaag
atggccaagg
atcagcccct
atgtctctaa
gagacctgta
gtgcrgatgc
gtgaaacggc
ccagctcctg
cacctggagt
aagatccgaa
agtctgggag
gccttccatg

11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620



10

15

20

ggaactcaat
aggagagaca
tgtcatgata
tactctgact
tgagcaggeg
atgctcagtt
tcaaaggcaf
atgttcectec
tacaaccatg
ataagaatta
ccttttggta
tttccttagt
ttacaatttt

<210>3
<211>632
<212> ADN

gttcccattg
gcagtgctag
tcaggctagg
gcaacatctt
ggtgtccccg
gaagaggacg
acaagtatct
cctcatctge
accccttgga
ttgcatacca
tataagattg
aaatattata

ddaaaaaaaa

<213> Humano

<400> 3

cccagaatgt
attcaggcca
tctcattetg
tactacatcg
cgcaacggag
gggaagtaca
tcttttggga
ctcegetica
gtttacccca
gaggagraag
ttaaggctaa
<210>4

<211> 6207
<212> PRT

tgacagtcge
ggtcttectc
gcaaccagtt
taggtctica

acctggagga

agtggtacct
aagacagtog
tcagtggecg
ctagctgcag
aactccctta

ddaaddaaadaa

<213> Humano

<400> 4

taagtacagg
gagattctca
ctttéctgct
tcaccccatt
tccteectea
agaggacgac
atctggactt
ccgggttcag
cactggactg
tcttcatgaa
tgggtatttt
atatatattt

tcrectagec
ctatagtgga
ggacggeeee
ggtgcgctat
gatctttctg
gaagaagctg
cacaagttic
grctggttce
cagatgctga
tcactaacce

daddaaaaaa
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aaacaagccc
aatagaaacc
catttttcaa
gatcgccagg
ctgccccata
cttctctgat
ccctgetage
taccatggac
catgcactet
aaacacctgt
ttaagttctt

gtagtaacta

cttctctgtg
gagtatggaa
atcacegecee
ggcaaggtgt
caccctgggg
gtatttgtga
aatgccgree
ctcatcgatg
gccteetcte
ccatccaaat

aa

tgtacttacc
cgtggacgct
agacgctcca
attgatttgg
tgtgtcccte
agaggaggac
acttccaaac
agcgeecteg
acatatcaca
atttaaatat

attgttatga

aaaataataa

cctcagecte
g9tggtgatgg
tcegggtecg
ggagcgacta
aatcagtgat
cagacaaggg
ccttgcacce
ccattggect
cttggcaggg
ggctcaataa

aaggagaaag
ccaatgggct
gatttgaggg
ttgatctggc
ctaaagctgc
cacgcttcag
aagctcagag
acccgetgtt
aaatgctcte
agagcattta
gttctgattt

agcaatttta

tggcaatgce
aaagcgattc
agtcaacaca
tgtgggtggt
ccaggtrtct
ccgctatctg
caacaccgtg
gcactgggat
gcactgtgat

aaaaatatgg

Met Ser val Gly Arg Arg Lys Leu Ala Leu Ley Trp Ala Leu Ala Leu
1 5 10 15

Ala Leu Ala Cys Thr Arg His Thr Gly His Ala GIn Asp Gly Ser Ser

36

13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14360

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
632



Glu

Pro

Thr

65 -

Cys

Phe

Ala

Ala

Ile

145

Leu

Thr

ASp

Gly

-Ser

225

Met

Arg

Gln

Glu

Ser

Ser

50

Ile

Ser

Arg

Ala Ty

Ala

130

Gln

Pro

Lys

ser

Leu

210

His

ASp

Asn

Leu

Ala
290

ser
35

Gly
Pro
Thr
Phe
115
Pro
Leu
Phe
val
Leu
195
Cys
Ash
ASp
Cys
phe

275

cys

20

Tyr

val

val

Trp

Pro

100

Glu

Thr

Thr

ser

Glu

180

Leu

Gly

Thr

Pro

ser

260

ser

Arg

Lys

Pro

val

Gly

85

Gly

Asp

Leu

Lys

Gln

165

Ala

Leu

Asp

Lys

Thr

245

Thr

Gly

GIn’

His

Leu

His

Arg

© 55

Arg

70

Ser

Leu

Phe

ser

Gly

ser

Arg

Glu

Phe

Leu

230

Glu

Gly

Cys

Asp

Ala

phe

cys

ASn

Arg

ser

Gly

Leu

Leu

Asn

215

Thr

Gln

Phe

val

Leu
295

Pro

40

Gly

ser

His

Asn

Ile

120

val

val

val

Gly

ASp

Gly

Pro

Cys

Gly

Ala

280

Cys
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25

Ala
Ala
Asn
Tyr
Tyr
105
Gln
Leu
Leu
Leu
Leu
185
Thr
Met
Met
Glm
Ile
265

Leu

Phe

Leu

Thr

Pro

Lys

90

val

Leu

Met

val

Ile

170

val

Lys

Pro

Glu

250

cys

val

Cys

ser

val

Ala

75

Thr

Phe

Arg

Lys

Pro

phe

His

Phe

Ser

Arg

val
140

ASR’ Gly

155

GlIn

Leu

Tyr

val

Phe

235

Pro

Glu

ASp

Glu

GIn

Met

Ala

val

220

Gly

val

Glu

val

37

Ile

45

Pro

AsSn

Asp

Glu

ser

125

Asp

His

ser

Trp

Asn

205

ser

ASD

Pro

Leu

Gly

Thr

30

Ala

ser

Gly

Gly

His

110

GIn

Gly

Pro

ser

Asn

190

LyS

Glu

Leu

Glu

Leu

270

ser

Asp

Arg

Leu

Arg

ASp

95

Cys

Glu

val

val

Ser

175

His

Thr

Leu

Gln

Pro

255

His

Leu

Gly

Arg

val

80

val

Gly

Ser

val

Leu

160

Tyr

Asp

Cys

Leu

Gly

Leu

Leu



Ser Cys
305
ala Gly
Lys Cys
asp Thr
val Ala
370
Giln Thr
385
Ala Ala
Thr cys
Thr Cys
Gln Tyr
450
Asp Ser
46?
Thr Asp
" Ala GIn
Gin.1le
Arg Pro

530

Leu Asn
545

Pro Lys

val
Gly
Pro
Cys
3!5
Gly
Gly
fyr
ser
Ser
435
Thr
ser
ser
Thr
Tyr
5

Ser

Leu

Leu

cys

Leu

AsSn

340

ser

Cys

Cys

Ala

Gly

1420

val

val

Ala

Glu

val

500

Thr

Thr

G1n

Arg

His
Pro
325
AsSn
ASn
Phe
val
Pro
405
Gly
Leu
His
Phe
Thr
485
val
Gln

Phe

Leu

)
Se¥

Thr
310
G1n
Met
Gln
Cys
Pro
390
Gly
Arg
Gly
Gly
Thr
470

Cys

val

Leu

Phe

val

550

Gin

Leu
ASp
Gln
Glu
Pro
375
val
Ala
Trp
Gly
Asp
455
val
Leu
Ile
Pro
Ile
535

i’f‘D

Thr

Ala

Trp

Tyr

His
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Glu

Arg

His

345

ser

360

Glu

ser

Thr

ser

Ala

440

cys

Leu

Lys

Lys

Ile

520

Ile

Thr

Cys

Gly
Lys
Tyr
a5
His
Ser

Ala

‘ser

Ala
505
ser
ala

Met

Gly

Tyr
Gly
3

Glu

Arg

Cys
ser
410
Gln
Phe
Tyr
Glu
val
490
ser
Ala

Gln

GIn

Leu

570

ser.

315

Pro

Cys

ala

val

Ala

395

Thr

Glu

ser

val

Leu

475

Thr

Gly

Ala

Thr

Leu

555

Cys

Arg
Asp
Arg
Cys
Leu
380
Cys
Asp
val
Thr
Leu
460
Arg
Leu
Glu
Asn
Ser
540

Phe

Gly

38

GlIn
Phe
Ser
Glu
365
Asp
val
Cys
Pro
Phe
445
Thr
Arg
Ser
val
val
525

Leu

Met

Asn

Cys

Ccys

Pro

350

Asp

Asp

Tyr

Thr

Cys

Asp

Lys

Cys

Leu

Phe

510

Thr

Gly

Gln

Phe

Thr

Pro

335

Cys

His

Ile

ASn

Asn

415

Pro

Gly

Pro

Gly

Leu

1le

Leu

Leu

Asn
575

His

. 320

Gln
Ala
Cys
Gly
Gly
Cys
Gly
Lys
Cys
Leu
480
Gly
Asn
Phe

GIn

Ala -
560

ser



Ile

Ala

Ile

Pro

625

Ala

Pro

ser

Pro

val

705

Pro

Gly

Gly

Asp

val

785

Asn

Arg

Gln
Ala
Ar

61

Arg
Ala
ser
ser
Ser
690

Phe

Pro

"AsSp

Leu

Phe

770

Thr

Gly

Thr

Arg

Ala

Ala

395

AsSn

Met

Met

Trp

Pro

675

Leu

Ala

Ala

Phe

Cys

735

AsSn

Arg

ser

Gly

Leu
835

580

Phe
ser
Gly
Leu
Glu
660
Thr
ser

ser

Leu

Asn
val
val
val
Leu

820

val

Asp

Phe

Phe

Ala

val

645

AsSn

Arg

Arg

Pro

ASnh

725

Tyr

Gln

val

Leu

805

Leu

Leu

Phe
ASh
Glu
Pro
630
val
Ala

Arg

Lys

Lys
val
Leu
Ile
790
Ile

val

Thr

Arg

Thr

Pro

Gly

val

Gln

695

Gly

Ala

Thr

Phe

Arg

775

Lys

ASn

Glu

Phe

Thr
Phe
600
Pro
Ala
GIn
His
ser
680
Met
Gly
His
Phe
Ser
760
Arg
Ala
Gly
Gln

Leu
840
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Leu

585

Lys

Cys

Cys

Ala

Thr

665

Phe

Leu

Gly

Asn

As

74

Glu

Gly

Gln

Gln

Ser

825

Trp

Ser Gly

Thr Gln

Ser Leu

Arg Thr

635

Glu Thr

650

Met Asp

val pPro

Pro Leu

Pro As
71

Gly Arg

Gly Asp

His Cys’

Leu val

Gly Leu
y 795

Arg Glu
81

Gly Asp

Asn Gly

val
Ala
ser
620
Leu
Gln
Gly
Pro
Pro
700
Leu
val

val

Arg

‘Gly

val

Glu

Tyr

Glu

39

val
Ala
605
val
val
Gly
Gly
val
685
Ala
Gly
Cys
Phe
Ala
765
ser
Leu
Leu
Ile

Asp
845

Glu

590

Cys

Glu

Leu

Pro

Ala

670

Thr

Gly

val
Ser
Ar

75

Ala
Arg
Glu
Pro
%

Ser

Ala

Pro

Asn

Ala

val

655

Pro

val

Lys

GIn

Thr

735

Phe
Tyr
Pro
Ala
Tyr
val

Ala

Thr
Asn
Ala
Leu
640
Glu
Thr
Phe
Gly
Leu
720
Trp
Pro
Glu
val

ser
800
ser

ser

Leu
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Ala Asn GIn Thr Cys Gly Leu Cys Gly

Lteu Glu Leu Asp Pro Lys r
P y ggs 860

850

Asp Phe Asn Gly Leu Pro Ala Phe Asn Glu Phe Tyr Ala His Asn Ala
865 870 875 880

Arg Leu Thr Pro Leu GIn Phe Gly Asn Leu GIn Lys Leu Asp Gly Pro
885 ' 890 89

Thr Glu GIn Cys Pro Asp Pro Leu Pro Leu Pro Ala Gly Asn Cys Thr
950 905 ’ 910

asp Glu Glu Gly Ile Cys His Arg Thr Leu Leu Gly Pro ala Phe Ala
915 920 _ 925

Glu c§s His Ala Leu val Asp ser Thr Ala Tyr Leu Ala Ala Cys Ala
930 93 940

Gln Asp Leu Cys Arg C€ys Pro Thr Cys Pro Cys Ala Thr Phe val Glu
945 950 955 960

Tyr Ser Arg GIn Cys Ala His Ala Gly Gly Gln Pro Arg Asn Trp Arg
965 970 975

Cys Pro Glu Leu Cys Pro Arg Thr Cys Pro Leu Asn Met GIn His GIn
N 980 985 990

Glu Cys Gly ser Pro Cys Thr Asp Thr Cys Ser Asn Pro GIn Arg Ala
995 1000 1005

GIn Leu Cys Glu Asp His Cys Vval Asp Gly Cys Phe Cys Pro Pro
1010 1015 1020

Gly Arg Ser Cys Thr val Leu Asp Asp Ile Thr His Ser Gly Cys
1025 1030 1035

Leu Pro Leu Gly GIn Cys Pro Cys Thr His Gly Gly Arg Thr Tyr
1040 1045 1050

ser pro Gly Thr ser phe Asn Thr Thr Cys Ser Ser Cys Thr Cys
1055 1060 1065

ser Gly Gly Leu Trp GIn CS;S GIn Asp Leu Pro Pro Gly Thr
1

cys
1080

cys Ser val Gin Gly Gly Ala His Ile Ser Thr

Tyr Asp Glu Lys
‘1085 1090 1095

Asp Leu His Gly Asp Cys Ser Tyr val Leu Ser Lys Lys

Leu Tyr
1100 1105 1110

Cys Ala Asp Ser Ser Phe Thr val Leu Ala Glu Leu Arg Lys Cys

40



Gly

Leu

val

Asn

Thr

GIn

Gly

Ala

Thr

Glu

His

Cys

Phe

Ala

Leu

Cys

Pro

1115

Leu
1130

ASp
1145

Phe
1160

Ile

1175

Gly
1190

val
1205

Leu
1220

Leu
1235

ASp
1265

Trp
1280

His
1295

ASp
1310
Leu

1325

Ser
1340

Pro
1355

Thr
1370

Thr

Gly

Leu

Thr

Leu

Phe

Cys

Ser

Lys

Pro

Cys

Ser

Thr

ser

AsSp

Lys

cys

ASp

Gly

Asn

Leu

Gly

val

Gly

Gly

Ala

Ccys

Ser

Ile

cys

ser

Trp

ser

Arg

AsSn

ASp

ser

Phe

Leu

Arg

ASn

val

Gln

ser

Arg

Ile

Asn

Tyr

Arg

Gln

Gly

Glu

Thr

Ile

Thr

Gln

Leu

Phe

val

Ala

Leu

Leu

ASn

cys

val

ASp

Arg

Leu

1120

Asn
1135

Ala
1150

TYr
1165

Pro
1180

Leu
1195

Asp
1210

Asn
1225

Glu
1240

Ala
1255

Ser
1270

Thr
1285

Pro
1300

Glu
1315

His
1330

6
1
60

Ser
1375

Cys

Ile

Thr

Ser

Leu

Pro

Gln

Ala

Ccys

val

ASp

LyS

Arg

Ala

val

Ala

Glu
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Leu

Arg

Gln

ser

val

Ala

ASn

Thr

Ala

Glu

Pro

Pro

ser

Cys

Cys

Ala

Lys

val

Leu

Phe

Glin

GlIn

Gly

AsSn

ASD

ASD

Phe

Glu

Ala

Thr

val

Asp

Ala
G1ln
Pro
Phe
Leu
GIn
Ala
Ala
Ala
Glu
ser
His
AsSp
Ala
Lys
val

val

1125

val
1140

Ala
1155

Leu
1170

Ile
1185

val

Thr

Asp

ser

val

Pro

1200

Ala
1245

158

Asn
1275

Ala
1290

ser

1305

%o

Lys
1335

1350

As
1365

Thr
1380

41

GlIn
Asp
phe
Asn
Tyr
Phe
Asn
Leu
Gly
Met
Ala

Cys

Leu

Gly

Ala

val

Leu

Met

Phe

Ala

ser

Ala

Ser

Cys

cys

val

GIn

Cys

Ser

Ser
Gly
Ala
GlIn
Met
Cys
Thr
Asn
Phe
Arg
Arg
Met
Ala
GIn
Asn
Gln

val



Ser

Leu

Tyr

Glu,

Gly

cys
His
Gly
Asn
Asn
Leu
Thr
Ile
Phe
Thr

Pro

Phe
1385

Asn
1400

Ala
1415

Gl
1430

Ala
1445

Leu
1460

Leu
1475

Cys
1490

ser
1505

Glu
1520

Thr
1535

Cys
1%50

Phe
1565

Leu
1580

Arg
1595

Cys
1610

Ala
1625

val

Asp

His

Ala

Ser

Asp

Arg

val

Gly

Ala

Cys

Leu

Asp

Ala

Ile

ser

val

Pro

Ala

Gly

val

Leu

Cys

Ser

ser

Gly

Thr

Thr

Gly

Gly

GIn

val

Lys

Ser

val
Gly
Thr
Cys
GIn
ser
Cys
cly
Cys
Tyr
Cys
Thr
Asp
Asp
Thr
Ala

Thr

ASp

Ala

val

Ser

Lys

ASn

His

Cys

Ile

Lys

Arg

Ccys

Arg

Tyr

Glu

Ile

Pro

Cys
1405

Leu
1420

Cys
1435

ser
1450

Ser
1465

Thr
1480

val
1495

Ala
1510

Pro
1525

ASn

Cys

val

Ala

Thr

Thr

Ser

Leu

Cys

Glu

Gly

Arg

1540

val
1555

Tyr
1570

RN

ASn
1600

Lys
1615

AS
1630

Ala

ser

Gly

Ile

Leu

Pro
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Thr

Pro

Pro

Gly

Gly

Ala

AsSp

Pro

Glu-

Glu

Arg

Tyr

phe

Asp

Pro

Phe

Ala

Cys Pro

Ala GIn

Gly Glu

Gly Lys

Cys ala

Gly Thr

val Gly

Pro Gly

Asp Cys

Thr Ile

Trp Glu

Gly Asp

Glu Gly

Asn Thr

Cys Gly

val- Glu

Ala Asn

1395

Glu
1410

val
1425

Leu

1440

Ala
1455

Pro
1470

1485

Leu
1500

Pro
1515

Arg
1530

1545
Gl
1

Ser

1575

Thr
1590

Thr
1605

val
1620

Glu
1635

42

Gly

Cys

val

ser

Pro

Gly

Phe

val

Ccys

val

Ser

His

Ccys

His

Thr

Arg

Pro

Thr

Pro

His

Cys

Met

Ala

Ser

Ser

val

Asp

His

Phe

Glu

Gly

Gly

Thr

Ala

Phe

Cys

ASp

Leu

val

Glu

Thr

ASp

His

Ccys

Arg

Ile

Tyr

Thr

Thr

Ala

Pro



Arg

Ser

Arg

Ile

Arg

Arg

Asp

. Phe

Ala

Ala

Cys

ASn

Ccys

Leu

ASp

cys

Glu
1640

Tyr
1655
Gl
1670

Phe
1685

%50

val
1715

Phe
1730

Pro
1760

Gln
1775

1780

AsSp
1805

Thr
1820

#¥is

Phe
1850

Leu
1880

Ala
Glu
Pro

Leu

Thr'

cys
Ala
ASn
Ly;
L_ys
ser
Ala
Ala
val
TYr
Ala

val

Ser

Leu

Gly

val

ser

Gly

Thr

ser

ASp

GIn

Gln

Cys

val

ser

AsSn

Pro

ASp

val

Ile

Gly

Ile

val

Leu

Arg

Trp

Pro

cys

val

Ala

Ala

Trp

Pro

Cys

Leu

Gly
Leu
Asp
GTu
Phe
Cys
ser
LysS
Cys
Ser
Asp
Cys
Ala
Arg
His
Leu

Pro

Phe
1645

Gln
1660

Pro
1675

Thr

1690

Ile

1705

Gly
1720

1735

Leu
1750

Thr
1765

Ile
1780

ser
1795

Asp
1810

TYyr
1825

Thr
1840

Gly
1855

Lys
1870

Gl
1885

Arg

Glu

Pro

His

Arg

Asn

ser

ser

Ala

Leu

Thr

Ser

Ala

Pro

Gly

Thr

Leu
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GIn

G1y‘

Tyr

Gly

Leu

Phe

val

Pro

Asn

His

Lys

Gly

Gln

ASp

Ccys

cys

Glu

Arg

Thr

Lys

Met

His

ASp

val

ser

Pro

Gly-

Tyr
Gly
Ala
Thr
Glu
Arg

Gly

Leu
Phe
Ile
Ala
GIn
Asp
Gly
Cys
Phe
Pro
Tyr
Asp
Cys
Cys
Trp
Asn

Cys

43

Pro
1650

Lys
1665

Al
1630

val
1695

Asp
1710

Asnh
1725

ASp
1740

Pro
1755

17%

Thr
1785

Glu
1800

s

His
1830

Pro

1845

His
1860

Pro
1875

1830

Pro

Ala

Tyr

Ser

TYyr

Ala

Ala

ASp

Lys

Phe

Ala

Glu

Asp

Leu

Tyr

ser

Pro

Leu

val

Met

Trp

Lys

Ile

Leu

Ala

ser

Ala

cys

Cys

Ala

Phe

Gln

Gly

Lys

Gln
Ala
Gly
Aép
Gly
Asn
Glu
Leu
Trp
Ala
val
Phe
Gly
Cys
Pro
His

Cys



Pro
Ala
Gly
Thr
Cys
Asn
ser
Pro
Ser
‘Glu
Pro
Gln
Arg
Gln
Gln
Cys
Ser

Thr

Pro
1895

Gln
1910

Ala
1925

Pro
1940

Thr
1955

Thr
1970

Asn
1985

Ala
2000

Thr
2015

val
2030

Ala
2075

val

‘2090

Gln
2105

Cys
2120

Pro
2135

Pro

ser

cys

. Arg

ser

Tyr

Thr

Gly

Thr

Thr

Cys

Leu

Gly

Ala

Asp

Ser

Glu

Gin

Thr

Gln
61?
val
Gly
Glu
Asp
Thr
Thr
ser
Arg
Gly
Tyr
GlIn
Cys
Pro
TYyr
Pro

GIn

Pro

Cys

Pro

Ile

Asp

Gly

Ile

Pro

Pro

Trp

Gly

Gln

Leu

ASp

Pro

vail

Ser

Thr

Phe
Tyr
Thr
Gln
Arg
Leu
Ile
Phe
Ala
ser
Gly
val
Pro
Arg
Leu
Pro
Leu

Thr

Phe
1900

Asp
1915

Ala
1930

¥3s

Thr
1960

Thr
2005

Leu
2020

ser
2035

Cys
2065

ASp
2080

Met
2095

Cys
2110

Cys
2125

ser
2140

Ala

Asn
Lys
Glu
Ala
Tyr
Aia
Lys
Phe
Pro
Trp
Phe
Pro
Met
Arg

His

Gly

Ala

Thr
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Glu

ASp

AsSn

His

Ser

Cys

Ala

Thr

val

Tyr

Glu

val

Pro

Gly

Asp

Pro

Ser

Glu

ASp

Gly

Cys

Ser

Tyr

Leu

val

Thr

Ser

AsSn

Thr

Léu

Leu

Leu

Tyr

Ser

Thr

Lys

GIn Met
1905

Asn Tyr
1920

GIn Ser
1935

Leu Glu
- 1950

G1ln Asp
1965

Ile Ala
1980

Ala Cys
1995

Ala Trp
2010

Thr val
2025

Gly His
2040

Phe. Glu
2055

Ala As
2020

Glu Glu
2085

Met Cys
2100

Glu Leu
2115

Pro Ala
2130

Glu Pro
2145

Thr Thr

44

Lys

Tyr

Cys

Ala

val

Ile

Pro

val

Cys

Arg

ASn

Ile

Leu

Ala

Arg

Pro

Ala

Leu

Cys

ASp

Asn

Cys

Ile

Cys

Gly

Pro

val

Pro

Leu

Glu

Gly

ASn

val

Gly

val

Trp

val

val

Cys

Thr

Tyr

Gly

Thr

His

Arg

Glu

Arg

Cys

GIn

Ser

Leu

Thr

Pro

val



Thr

Ser

Thr

AsSp

Asp

AsSp

Gln

Cys

" Tyr

Arg

Thr

ser

Pro

Leu

Thr

Arg

Pro

2150

Pro
2165

ser
2180

Thr
2195

210
2525

Ile
2240

val
2255

Ar
2270

2285

Ala
2300

Thr
2315

Pro

12330

Thr
2345

Ser

ser

Cys

Pro

Ile

Glu

Gly

AsSn

Ile

Thr

Thr

Gly

Leu

Thr

Pro

Ala

Gln

Ile
Gly
Gln
Lys
Arg
cys
Gin
Trp
Arg
Thr
Thr
Leu
ser
51a
Thr
Leu

Pro

Arg
Pro
Pro
ser
Ala
Gln
Lys
§1u
val

Pro
Gln
Thr
Glu
Thr
yal

Pro

Pro

ser

val

Arg

Glu

Ala

Ala

val

GIn

Leu

Pro

2155

Thr
2170

Thr
2185

2500

Glin
2215

Gly
2230

Glu
2245

His
2260

Glu
2275

2%50

Pro

- 2305

Ala
Arg
Qly
Thr
Pro
Gly

Thr

Leu

2320

Ala
2335

Leu
2350

Thr
2395

Leu
2410

Ala
val
Gln
Leu
Gly
ser
Cys
Gly
Cys
Thr
Phe
Pro
Thr
Gly
val
Thr

Ala
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Ala
Thr
Trp
Gly
His
Phg
Asp
val
‘Ser
Thr
Ser
Pro
Ser
Pro
Ala
Gly

Pro

Leu

Pro

Thr

Gly

Leu

Pro

val

phe

ASp

Glu

Thr

Ala

Pro

Thr

Thr

ser

Thr

2160

Thr Sser
2175

ser Ala
2190

Glu Trp
2205

Asp val
2220

Cys GlIn
2235

Asn Tr
2250

His Phe
2265

Lys Met
2280

ASp His
P 2295

Leu Glu
2310

Pro Gln
2325

Ser Thr
2340

Are s

Thr Pro
2370

ser Thr
2385

Leu Gly
2400

Thr Met
2415
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Gln

Pro

Phe

Glu

Gln

Thr

Gly

cys

Cys

Thr

Pro

Thr

Thr

Ala

Leu

Thr

Ala

Thr
Gly
ASp
Ser
Pro
Leu
Leu
Tyr
Arg
Ala
Thr
Ala
Ser
cly
Pro
Trp

Thr

Gly

Thr

Glu

Tyr

Lys

Ala

val

ASn

Gly

Thr

ser

val

Thr

ser

Thr

Arg

ser



Arg

Leu

ser

Pro

Pro

ser

Ala

Arg

val

Asp

val

Thr

Ile

Gly

Pro

ser

Pro

Ala
2420

Thr
2435

Gln
2450

Leu
2465

Lys
2645

Ala
2660

Arg

Thr

Ala

Thr

Cys

val

Gly

Glu

Thr

Thr

cys

Ser

Thr

Thr

val

Ala

Leu

Pro

ser

Glu

Asn

Glu

Ala

Gly

ASn

Cys

Gly

Ccys

Thr

Lys

Ala

Leu

Thr

Arg

Thr

Leu

Thr

Thr

Trp

Gly

Lys

Tyr

ser

Arg

ASp

Ala

Pro

Thr

Thr

Pro

ser

Gly
Ala
ser
Thr
Thr
Gly
Met
Pro
Leu
Phe
Asp
Thr
Thr
Pro
Thr
Ser

Thr

Thr
2425

Pro
2440

Thr
2455

Thr
2470

Glu
2485

p
2500
Cys

2¥15

Glu
2530

Pro
2590

Thr
2605

Thr
2620

Ser
2650

Ala

© 2665

Ala

Thr

Pro

ser

Trp

Met

Trp

val

Thr

Met

ser

Ser

Thr

ser

Ala

ser

Thr
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ser
Leu
Arg
Gln
Phe
Glu
Ala
Ser
Gly
Cys
His
Ser
Ala
Thr
Thr
Pro

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Asp

Thr

Pro

Ile

Leuw

Phe

Cys

Thr

Thr

Leu

Thr

Gly

Pro

Ala

ser

Glu

Thr

val

Phe

Lys

Asp

Thr

Asn

Pro

Pro

Thr

Arg.

Pro

Thr

Thr

Ser
2430

Glu
2445

Thr
2460

Thr
2475

Asp
2490

Glu
2505

ser

Lys
Leu
Thr
Arg
Phe
Asn

Ile

2520 .

GIn
2535

Cys
2550
Tyr
2565
ser
2580

Gl
2555

Thr
2610

Thr'
2625

Thr
2640

Ala
2655

Ala
2670
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va]
Lys
Asn
Thr
Thr
Ala
Ala
val
Thr

Thr

Glu
ser
Met
cys
Pro
Ile

Glu

‘Gly

ASn

val

Pro

Thr

Ser

Pro

Thr

Ala

ser

Pro
Thr
ser
GIn
Thr
Arg
Cys
Gln
Glu
Arg
Ala
Trp
Thr_
Pro
ser
Leu

vai



Thr

s5er

ser

Thr

Ser

Thr

Leu

Arg

Thr

Ser

His

ser

ser

ser

Gln

Thr

Thr

Pro
2675

Gln
2690

ser
2705

Ala
2720

Thr
2735

Thr
2750

Thr
2765

Ala
2795

Met
2810

Thr
2825

Leu
2840
Ala
2855

Thr
2870

His
2885

Thr
2900

Thr
2915

Ile

Thr

“Thr

Thr
Pro
Gly
Pro
ser
Thr
Ala
Pro
Pro
Thr
val
Ser
Glu

Ala

Pro

Thr

Pro

Thr

Gly

Phe

Pro

Thr

val

Thr

Pro

Pro

Ser

Thr

Thr

ser

Thr

ser
Thr
Glu
Thr
Thr
Thr
val
val
Leu
Pro
val
Ser
Giy
ser
Pro
Pro

Ser

Ser

Pro

Thr

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

Thr

Ser

Pro

ser

Ile

His

Ala

Pro

Arg

Ser
2680

Thr
2595

Ala
2710

Ala
2725

His
2740

Thr
2755

Ile
2770

Pro
2785

Thr
2800

Ser
2815

Asn
2830

Pro
2845

Leu
2860

Thr
2875

Leu

- 2890

ser
2905

Thr

2920-

Leu
Ala
His
Thr
Thr
Pro
Sgr
ser
Thr
Ser
Thr
His
Gly
Leu
Ser
Pro

Thr
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Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

Ser

Thr

ser

Thr

Thr

Met

Thr

Thr

Ala

Ser

Gly

Ala

Thr
Met
Ser
ser
Lys
ser
Thr
Ile
Thr
Gln
Ala
val
Thr
Ala
Pro
Thr

Thr

Thr
Ser
Thr
val
val
ser
Thr
Pro
Thr
Thr
Thr
Arg
His
Thr
His
Thr

Ala

Trp
2685

Thr
2700

val
2715

Ala
2730

Pro
2745

Pro
2760
Thr
2775

val
2805

Ser
2820

Thr

2835

Thr
2850

Ile
2865

Thr
2880

Pro

.- 2895

Thr
2910

Thr
2925
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Thr

Ala

Leu

Thr

Thr

Gly

Pro

Thr

Ala

Gly

His

Ala

Thr

Gly

Ser

Pro

Pro

Arg

Thr

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Trp

Glu

Thr

ser

Gly

Ser

Leu
Fro
Ala
ser
Thr
Ala
Thr
His
Gly
Thr
Arg
Thr
Pro
Thr
Arg
His

Lys



Thr

Ile

ser

Gly

val

Pro

Leu

Phe

Tyr

Pro

Thr

ser

Thr

ser

Thr

Pro

Thr

Gly

Ar
2930

Thr-
2945

Ser
3065

Thr
3080

ser
3095

Ala
3110

Thr
3125

Thr
3140

Pro
3170

Thr

Thr

Thr

Trp

Phe

61u

val

pPhe

Met

His

Ser

Ala

Thr

Thr

GIn

Pro

Thr

Thr

Thr

Ser
val
Leu
Asp
Gln
Pro
Gly
Cys
Cys
Thr
Thr
Pro
val
Ala
Thr
Ala
Ala

Trp

Thr

val

ASp

Thr

Pro

Leu

Leu

Phe

Pro

Pro

Thr

Gly

Thr

Thr

val

Thr

Thr

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Leu

Arg

val

Asn

ser

Gly

Thr

Thr

val

Ala

Thr

Ala

ser

Arg

Leu
2935

Met
2950

ser
2965

ser

2980

Glu
3010

5h3s

Tyr
3040

Thr
3055

Thr
3070

Glu
3085

Thr
3100

Pro
3115

Gl
3130

Ser
3145

Leu
3160

Phe
3175

Leu

Pre

Gly

TYr

AsSh

Leu

Leu

Arg

Glu

Pro

Thr

ser

Trp

Thr

Thr

ser

Pro

Thr

ser
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Ser

Cys

Pro

Ile

Glu

Gly

Asn

Ile

Ala

Trp

Thr

Ile

Gly

Pro

LYS

Ala

Ala

Gln

Ser
Glu
Met
Arg
Cys
GIn
Arg
Arg
Thr
Ile
G1¥
Leu
Ser
His
Ala
Leu
Ile

Thr

Pro

Pro

Pro

Ala

Arg

val

Glu

val

Ala
2985

Ala
3000

val
3015

Gln~
3030

Phe

- 3045

Ser

Leu

Ser

Thr

Thr
val
Thr
Arg
Pro

Thr

Ser
3060

Thr
3075

Thr
3090

Glu
3105

Ala
3120

Ser
3135

Pro
3150

ser
3165

Ser
3180

Thr
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Ser

Cys
Pro
Gly
GIn
Glu
val
Cys
Thr
Glu
Ala
Pro
Thr
Thr
Phe
Thr
Ser

Pro

Ala
Ala
ser
Gly
Ala
Cys
Gly
Cys
Ala
Leu
Thr
Ser
Ala
Thr
ser
Ala
Ser

Thr

Pro
Trp
Gly
Ala
G1n
ser
Lys
Asn
Met
Thr
Pro
Thr
Ser
Ala
Ser
Thr
Leu

Ala



Thr
Thr
Gly
Thr
Ser
Thr

Ser

3185

Met
3200

ser’
3215

ser
3230

LyS
3245

ser
3260

Thr
3275

Ile

3290

Thr

Thr

-Thr

Thr

Ala

Ser

Gly

Ala

ser

Thr
3305

Gln
3320

Ala

Ser

Thr

val

val

Ser

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

3335 -

val
3350

Thr
3365

Ala

3380.

Pro
3395

Thr
3410

Thr
3425

Ser
3440

Arg

His

Thr

His

Thr

Ala

Pro

Thr

val

Ala

Leu

Pro

Thr

Gly

val

ser

Thr

Thr

Ile

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

Ala

Leu

Thr

Thr

Gly

Pro

Thr

Ala

Gly

His

Ala

Thr

Gly

ser

Pro

Pro

ser

Thr
Thr
Pro
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Thr
Gly
Trp
Gtu
Thr
ser
Gly
ser

Ala

3190

Pro
3205

Thr
3220

ser
3235

Thr
3250

Ala
3265

Thr
3280

His
3295

Thr
3325

Ar
3340
Thr

3355

Pro
3370

Thr
3385

Ar
3400

His
3415

Lys
3%30

Pro
3445

ser

Thr

Ser

Thr

Arg

Arg

Thr

ser

His

ser

ser

Ser

Gln

Thr

Thr

Thr

Ile
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Ser

Ala

Thr

Thr

Thr

Gly

Pro

Met

Thr

Leu

Ala

“Thr

His

Thr

Arg

Arg

Thr

Thr

Thr

Pro

Gly

Leu

ser

Thr

Ala

Pro

ser

Thr

Gly

ser

Glu

Ala

Thr

Thr

3195

Pro Glu
3210

Thr Thr
3225

Gly Thr
3240

Phe Thr
3255

Pro val
3270

Thr val
3285

val Leu
3300

Thr Pro
3315

Pro val
3330

Pro Ser
3345

ser Gly
3360

Thr Ser
3375

Thr Pro
3390

Ser Pro
3405

Thr Ser
3420

Ser Thr
3435

val val
3450
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Thr

Gly

Ala

Ala

Trp

Thr

Thr

ser

Pro

Ser

Thr

His

Ala

Pro

Arg

Leu

Thr

val

Ala

His

Thr

Ile

Pro

Thr

ser

Asn

Pro

Leu

Thr

Leu

Ser

Thr

Leu

Met

His
Thr
Thr
Pro
SEf
ser
Thr
Ser
Thr
His -
6ly
Pro
Ser
Pro
Thr
Pro

Gly



Cys
Pro
Ile
Glu
Gly
Asn
ile
Ala
Trp
Thr
Pro
ser
Leu
Phe
Pro
Pro

Thr

Glu
3455

Met

‘3470

Ar
3485

6o

Gln
3515

Arg
3530

Ar
3545
Thr

3560

Ile
3575

Gl
3590

Pro
3605
ser

3620

Pro
3635

Thr
3650

Glu
3665

Ser

3680

Lys
3695

Pro

Pro

Ala

Arg

val

Glu

val

Ser

Leu

ser

Lys

LyS

val

Pro

GIn

Ser

Ala

Gln

Gly

Ala

Ala

val

G1n

Phe

Ser

Thr

Thr.

v§1
Ala
Leu
Ile
Thr
Thr

Thr

Cys
Pro
Gly
GIn
Glu
val
cys
Thr
Glu

Ala

Leu

Thr

Thr

Pro

.Thr

Pro

Thr

Ala

ser

Gly

Ala

Cys

Gly Ly
3

Cys

Ala

GlIn

Ile

Thr

ser

Ser

ser

Thr

Glu

Thr

Asn
3550

Thr
3565

Thr
3580

Pro
3595

ser
3610

ser
3625

Thr
3640

Phe
3655

Pro
3670

Thr
3685

Ar
3700

Ser

Gly

val

Pro

Leu

Phe

Tyr

Pro

Thr

ser

Thr

ser

Ala

Thr

Met

Thr

Ala
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Glu

Asp

Cys

Gly

Asp

Lys

Gly

ser

Ala

ser

Ala

Ser

Thr

Leu

Ala

His

Thr

Trp Leu

Phe Asp

Glu GIn

val-Pro

Phe Gly

Met Cys

His Cys

Ser Thr

Ala Thr

Thr Pro

Thr Thr

Pro Arg

Lys Ser

Gly Thr

Thr Met

Thr Ser

Ser ser

Asp
3465

Thr
3480

Pro
3495

Leu
3510

Leu
3525

Phe
3540

Pro
3555

Pro
3570

Thr
3585

Gl
3600

Pro
3615

Thr
3630

Thr
3645

Thr
3660

Ser
3675

Thr
3690

Met
3705
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Tyr

Tyr

Leu

Arg

val

ASn

Ser

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

val

Ser

Ser

Ser

Gly

Glu

cys

Tyr

Thr

Thr

Ala

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

Ile

Leu

Thr

Tyr

Asn

Leu

.Leq

Arg
Glu
Pro
Thr
Thr
Pro.
Thr
Thr
Ser
Leu
His
Thr

Pro



Ser

Ala

ser

Ala

ser
3710

Ala
3725

Thr
3740

Thr

3755

Thr
Pro
Thr
Gly
Thr
Thr
Gly
Thr
ser
Thr
Se‘r

Thr

Ar
3770

Thr
3785

Pro
3815

Thr
3830

Met
3845

ser
3860

Ser
3875

LYS
3890

Ser
3905

Thr
3920

Ile
3935

Thr
3950

Thr

Thr

Pro

val

Ala

Pro

Thr

Thr

Ala

ser

Thr

val

val

ser

Thr

Pro

Thr

Pro

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

Ala

Ala
Trp
Thr
val
Ala
Pro
Pro
Thr
Gly

val

Gly

Thr

Thr

val

Ala

val

Thr

Thr

Thr

Ala

Leu

Thr

Thr

Gly

Pro

Thr

Ala

Thr

Ala

Thr

Pro

Gly

Ile

Ala

ser

Arg

Thr

Thr

Thr
3715

Ala
3730

Trp
3745
Thr
3760
Thr
3775

ser
3790

Leu
3805

val
3820

Leu
3835

Pro
3850

Thr

3865

Pro

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser
3880

Thr
3895

Ala
3910

Thr
3925

His
3940

G1
3955

Trp

Thr

Ile

Galy

Leu

ser

Pro

Thr

ser

Ser

Thr

ser

Thr

Leu

Arg

Thr

Ser
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Ile
Gly
Leu
ser
Lys
Arg
Ala
Ala
GlIn
ser
Thr
Thr
Thr
hr
Gly
Ala

Met

Leu
Pro
Thr
Thr
val
Ala
Leu
Ile
Thr
Thr
Thr
Pro
Gly
Pro
Sser
Thr

Ala

Thr

Thr

Glu

Ala

Leu

Thr

Arg

Pro

Thr

Pro

Thr

Gly

Phe

Pro

Thr

val

Thr

Thr
3885

Thr
3500

val
3915

val
3530

Leuw
3945

Pro
3960
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Leu
Thr
ser
Ala
Ser
ser
Thr
Ser
Pro
Thr
Arg
Ala
Ala
Trp
Thr
Thr

Ser

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

ser

Ala

ser

Thr

val

Ala

His

Thr

Ile

Pro

Thr

ser

Thr

ser

Thr

Ser

Ala

ser

Thr

Leu

Ala

His

Thr

Thr

Pro

Ser

Ser

Thr

Ser



Thr
Thr
Thr
Thr
ala
ser
Gly
Ala

Ser

GIln Thr
3965

Ala Thr
3980

val Arg
3995

Thr His
4010

Ala Thr
4025

Pro His
4040

Thr Thr
4055

Thr Ala
4070

Ser Pro

. 4085

Cys

Pro

Ile

Glu

Gly

Asn

Ile

Ala

Trp

Glu Pro
4100

Met Pro
4115

Arg A1a
4130

Cys Arg
4145
Gln val

4160

Arg. Glu
4175

Arg 'Vaﬁ
4190

Thr  Ser
4205

Ile Leu

Ser

Thr

Thr

Ile

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

Gln

Gly

Ala

Ala

val

Gln

Phe

Ser

Thr

Gly
His
Ala
Thr
ser
ser
Pro
Pro
ser
Cys
Pro
Gly
GIn
Glu
val

Cys

Thr_

Lys

Thr Thr His
3970

Gly ser

Ar
3985
Trp Thr Ser
4000

Glu Pro Ser
4015

Thr Thr G1n
4030

ser Thr

Arg
4045

Gly His Thr
4060

ser Lys Thr
4575

Ala Pro 1Ile
4090

Ala Tr ser
4105

ser Gly Gly
4120

Gly Ala val
. 4135

Ala GIn Pro
4150

Cys Ser Leu
4165

Gly Lys Phe
4180

Cy5 Asn_ Tyr
4195

Ala Thr Pro
4210

Leu Thr Thr
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Thr
Leu
Ala
Thr
His
Thr
Arg
Arg
Thr
F]u
Asp
ors
Gly
Asp
Lys
Gly
Ser

Thr

Pro

Pro

Thr

val

Ser

Glu

Gly

Thr

Thr

Trp

Phe

Glu

val

Phe

Met

His

ser

Ala

Pro

Pro

ser

Thr

‘Thr

sér
Thr
Ser
val
Leu
ASp
GIn
Pro
Gly
Cys
Cys
Thr

Thr

val
3975

ser
3990

Gl
4005

ser
4020

Pro
4035

Pro
4050

ser
4065

Thr
4080

val
4095

Asp
4110

Thr
4125

Pro
4140

Leu-
4155

Leu
4170

Phe
4185

Pro
4200

Pro
4215

Thr

52

Pro

ser

Ile

His

Ala

Pro

Arg

Leu

Thr

Tyr

Tyr

Leu

Arg

val

AsSn

Ser

Gly

Thr

AsSn

Pro

Leu

Thr

Leu

ser

Thr

Leu

Thr

ser

ser

Gly

Glu

Cys

Tyr

Thr

Thr

Glu

Thr

His

Gly

Pro

ser

Pro

Thr

Pro

Gly

Tyr

Asn

Leu

Leu

Arg

Glu

Pro

Thr

Ser



Thr
i]e
Gly
Pro
Lys
Ala
Ala
Gln
ser
Ala
Thr
Thr
Thr
Giy
Pro
Met

Thr

4220

Gl
4235

Leu
4250

ser
4265

His
4280

Ala
4295

Leu
4310

Ile
4325

Thr
4340

Thr
4355

Thr
4370

Pro
4385

Pro
4415

Ser
4430

Thr
4445

Ala
4460

Pro
4475

ser
Thr
Thr
val
Thr
Arg
Pro
Thr
Pro
Thr
Gly
Phe
Pro
Thr
val
Thr

Pro

Thr

Glu

Ala

ser

Pro

Ser

Ser

Thr

Glu

Thr

Thr

Thr

val

val

Leu

Pro

val

Ala
Pro
Thr
Thr
Phe
Thr
ser
pPro
Thr
Arg
A]a
val
Trp
Thr
Thr
ser

Pro

Thr

ser

Ala

Thr

ser

Ala

Ser

Thr

Ala

Ala

His

Thr

Ile

Pro

Thr

Ser

AsSn

4225

Pro
4240

Thr
4255

ser
4270

Ala
4285

ser
4300

Thr
4315

Leu
4330

Ala
4345

His
4360

Thr
4375

Thr
4390

Pro
4405

Ser
4420

Ser
4435

Thr
4450
ser
4465

Thr
4480

ser

Thr

ser

Thr

Pro

Thr

Gly

Thr

Thr

Gly

Thr

ser

Thr

ser

Thr

Thr

Thr
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Ser
Ala
Thr
Thr
Gly
Pro
Thr
Met
ser
ser
Lys
ser
Thr
val
Thr
GlIn

Ala

Thr-PFO
Thr val
Gln Ala
Pro Thr
Thr Ala
Thr Ala
Thr Trp
Ser Thr
Thr val
val Ala
9a1 Pro
Ser Pro
Thr Thr
pro Gly
Thr val
Thr ser

Thr Thr

4230

Gl
4

Thr
4260

Thr
4275

val
4290

Thr
4305

Thr
4320

Thr
4335

Ala
4350

Leu
4365

Thr
4380

Thr
4395

Pro
4425

Thr
4440

Ala
4455

Gl
4470

His
4485
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Thr

val

Ala

Thr

Ala

Ser

Arg

Thr

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Gly

Thr

Pro

Gly

ser

Leu

rhe

Leu

Pro

Thr

ser

Thr

Ala

Thr

His

Gly

Thr

Arg

Trp

Thr

Thr

ser

Pro

Thr

Ser

ser

Thr

ser

Thr

Arg

Ser

Thr

ser

His

ser



Leu
Ala
Thr
His
Thr
Thr
Arg
Thr
Glu
Asp
Cys
Gly
ASp
Lys
Gly
ser

Thr

Ser
4490

Thr
4505

Gl
4520

Ser
4535

Glu
4550

Ala
4565

Thr
4580

Thr
4595

Trp
4610
Phe

4625

Glu
4640

val
4655

Phe
4670

Met
4685

His
4700

ser
4715

Ala
4730

.Pro

ser
Thr
Thr
Ser
Thr
ser
val
Leu
Asp
Glin
Pro
Gly
Cys
Cys
Thr

Thr

ser Ser
Gly Thr
Ser His
Pro Ala
Pro Pro
ser Arg
Thr Leu
val Thr
Asp Tyr
Thr Tyr
Pro Léu
Leu Gly
Leu val
Phe Asn
Pro ser
Pro Gly

Thr Thr

" Pro

Leu

Thr

Leu

ser

Thr

Leu

Thr

ser

Ser

Gly

Glu

Ccys

Tyr

Thr

Thr

Ala

His
4495

Gly
4510

Pro
4525

ser
4540

Pro
4555

Thr
4570

Pro
4585

Gl
4600

Tyr
4615

Asn
4630

Leu
4645

Leu
4660

Arg
4675

Glu-
4690

Pro
4705

Thr
4720

ser
4735

Thr

Thr

Ala

Ser

Gly

Ala

ser

Cys-

Pro

Ile

Glu

Gly

ASn

Ile

Ala

Trp

Thr
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val

Thr

Ala

Pro

Thr

Thr

ser

Glu

Met

Arg

Cys

GIn

Arg

Arg

Thr

Ile

Gly

Arg

His

Thr

His

Thr

Ala

Pro

Pro

Pro

Ala

Arg

val

Glu

val

ser

Leu

Ser

Thr

Ile

Thr

Pro

Thr

Thr

Thr

GIn

Gly

Ala

Ala

val

Gln

Phe

ser

Thr

Thr

Ala
4500

Thr
4515

ser
4545

Pro
4560

Pro
4575

ser
4590

Cys
4605

Pro
4620

Gl
4635

Gln
4650

Glu
4665

val
4680

Cys

Tre
Glu
Thr
ser

Gly

Se(

Ala

Ala

ser

Gly

Ala

Cys

Gly

Cys

4695 .

Thr
4710

Glu
4725

Ala
4740

54

Ala

Leu

Thr

Thr Ser
Pro Ser-
Thr Glin
Arg Thr
His Thr
tys Thr
Pro Ile
Trp Ser
Gly Gly
Ala val
Gln Pro
Ser Leu
Lys Phe
Asn Tyr
Met Pro
Thr Thr

Pro Ser



Ser

Ala

ser

Thr

Leu

.Ala

His

Thr

Ile

Gly

Leu

Ser

Thr

Thr

val

Thr

Arg

Thr
4745

Thr
4760

Pro
4775

Lys
4790

Thr
4820

Thr
4835

ser
4850

Leu
4865

Pro
4880

Thr
4895

Thr

4910

Glu
4925

Ala
4940

ser
4955

Pro
4970

Ser
4985

Pro

Thr

Arg

Ser

Thr

Met

Ser

Ser

Thr

Thr

Glu

Ala

Pro

Thr

Thr

ser

Thr

Gly Thr Ala

Pro

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

Thr

Glu

Ala

Leu

Thr

ser

Ala

Thr

ser

Ala

Thr

Ala

Ala

Gly

Thr

val

ser

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Ala

ser

Thr

Ala
Thr

Thr

ThrA

Ile

Leu

Thr

Thr

Pro

Thr

Ser

Thr

Ser

Thr

Pro

Thr

Pro
4750

Thr
4765

Thr
4780

Ser
4795

Leu
4810

His
4825

Thr
4840

Pro
4855

Thr
4870

ser
4885

Thr
4900

Ser

4915

Ala
4930

Thr
4945

Thr
4960

Gly
4975

Pro
4990

Pro

ser

Leu

val

Pro

Pro

Thr

Ser

Ala

ser

Ala

Thr

Thr

Glin

Pro

Thr

Thr
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Pro

ser

Pro

Thr

Glu

ser

Lys

Ser

Ala

Thr

Thr

Pro

val

Ala

Thr

Ala

Ala

Lys
Lys
val
Pro
Gln
ser
Ala
Thr
Thr
Pro
Thr
Gly
Thr
Thr
val
Thr

Thr

val Leu
4755

Ala Thr
4770

Leu Thr
4785

Ile Pro
4800

Thr Thr
4815

Thr Pro
4830

Thr Thr
4845

Pro Gl
aso

Thr Thr
4875

Gly Thr
4890

Thr Ala
4905

Thr Thr
4920

val Pro
4935

Ala Gl
4950

Thr Ser
4965

Ala Leu
4980

ser Phe
4995

55

Thr

ser

ser

ser

Thr

Glu

Thr

“Thr

Ala

Thr

Ser

Trp

Thr

Thr

ser

Pro

Thr

ser

Ser

Thr

Ser

Pro

Thr

Arg

Thr

Ala

Trp

Thr

Ile

Gly

Pro

Lys

Ala

Ala

Pro

ser

Ala

Thr

val

Thr

Ala“

Trp

Thr

Ile

Gly

Leu

Ser

Ala

Leu

Ile



Pro

Thr

Pro

Thr

Gly

Phe

Sef Ser
5000
Thr Pro

5015

Glu Thr
5030

Thr Gly
5045

Thr Ala
5060

Thr Ala

5075

Pro

ser

Ala

Thr

Thr

Pro

val

Gly

Pro

Thr

ser

Thr

Thr Thr
5090

Thr Pro
5105

Thr Met.

5120

Leu Gly
5135 :

Thr Thr
5150

Gly Thr
5165

Met val
5180

Thre Ala
5195

Thr Ala
5210

Thr Arg
5225

val ser
5240

Gly Phe

ser
Thr
val
Ala
His
Thr
Thr
Giu
Thr
Thr
Ala
Thr
Pro
His
Thr

Thr

Thr

Pro

Leu

‘Ala

His

Thr

Thr

Pro

Pro

Thr

Arg

Thr

Ala

Trp

Thr

Thr

Ala

Pro

val

ser

Gly T

Thr

Thr

Gly

Thr

ser

Met

Thr

Ala

Arg

Thr

Ile

Gly

Pro

ser

Ala

ser

ser

hr
5005
Met

5020

ser
5035

ser
5050

Lys
5065

Ser
5080

Ser
5095

His
5110

Thr
5125

Ile
5140

Leu
5170

ser
5185

5300

Thr
$215

val
5230

Ser
5245

His

Thr

Ser

Thr

val

val

ser

Thr

Thr

Asn

Leu

ser

Thr

Thr

val

val

Leu

ser

Phe
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Trp

Thr

val

Ala

Pro

Pro

Met

ser

ser

Thr

Thr

Glu

Ala

val

Pro

Pro

val

ser

Thr

Ala

Leu
Thr
Thr
Gly
ser
Thr
Thr
Glu
Ala
Pro
Thr
Thr
Ser
Ser
Leu

Thr

Arg

Thr
Thr
Pro
Thr
Thr
Thr
val
Ala
Leu
e
ser
Ala
Thr
Ser
ser
Thr

Pro

Leu
5010

Pro
5025

A]a
5040

Ser
5055

Thr
5070

Ala
50BS

Ile
5100

Leu
5115

Thr
5130

Thr
5145

Lew
5160

Thrl
5175

Ser
5190

Met
5205

Ser
5220

Leu
5235

Thr
5250

cys

56

ser
ser
Thr
ser
Thr
Leu
His
Thr
Pro
Thr
ser
I?e
Ser
Ala
Thr
Pro
Leu

Phe

GlIn

Ser

Ala

Thr-

Thr

Thr

Thr

Thr

Ser

Thr

ser

A1a

Thr

Thr

val

Thr

Arg

Cys

Thr
Thr
Thr.
Pro
oty
Pro
Ser
Thr
Ser
Ala
Thr
Thr
Leu
Met
Gly
Phe
Pro

Arg



Ala
Thr
cys
Pro
Cys
Leu
val
Lys
Phe
Thr

Ser

Leu
Ala
ser
Glu

Ser

5255

Phe
5270

Asp
5285

Glu
534S

Leu
5360

His
5375

His
5390

Pro

5405

Thr
5420

val
5435

r
450

Ala
5465

Met
5480

Gly
$495

LysS
5510

Gly

Arg

Ile

ser

ASn

Leu

Leu

Tyr

Gly

Phe

Leu

Leu

Ala

ASp

Leu

AsSn

GlIn

Ala

Asp

ser

Ala

Cys

ASp

Pro

Glu

Ala

ASp

Met

Asp

Ala

Ile

Ile

Gly

Phe

Gly

Arg

Ala

1le

Thr

Pro

Ile

Cys

Gly

Gly

Arg

AsSn

Arg

val

Leu

val

Phe

cys

Phe

Pro

Pro

val

Lys

Lys

Glu

Ile

Thr

Glu

His

Cys

Leu

Phe

Leu

5260

Ser
5275

His
5290

Gln
5305

Leu
5320

Leu
5335

Ala

5350

Pro
5365

val
5380

543

Cys
5%10

ser
5425

Ile
5440

Tyr
5455

Pro
5470

Thr
S485

p
5500

val
§515

Pro

Phe

Gly

ser

Arg

Arg

val

ser

Glu

ser

Tyr

‘His

‘Cys

Arg

val

GIn

ser
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61y
Tyr
Ala
ser
Gln
Cys
Ala
Asp
Ccys
Met
Thr
Ala
Thr
Ala

Thr

-Ile

val

Glu
Ala
cys
Pro
val
val
Asn
Pro
val
frp
Phe
Arg
Ala
Leu
Met
Pro

Leu

val

val

Pro

ser

Asn

Gly

val

Ser

Gly

Gly

Arg

Phe

ser

ser

val

val

Gly

5265

Ile
5280

Cys
5295

Thr
5310

Pro
5325

¢lu
5340

Asp
5355

Thr
5370

Gln
5385

Gl
5400

Gly
5415

Gl
5430

Gly
5445

Ala
5460

Ile
5475

His
5480

ser
5505

Thr
5520

57

Tyr

ASn

Ser

Ala

Thr

Asn

Cys

Pro

Arg

Ser

Asn

AsSn

Thr

His

Gly

ser

Thr

‘ASI'I
GIn
Pro
Pro
Trp
Arg
val
Cys
Gly
His
Cys
Leu
Ala
Tyr

Lys

Gly

Thr

Lys

Pro

Gly

.Thr

val

ASD

Asp

Ile

Tyr

Thr

Ser

Ala

Lys

Glu

Phe

Met



Arg

GIn

Thr

cys

Ala

Ala

Ser

Asp

Pro

Gly

Leu C

Gly

Pro

ser

Asp

Cys

Arg

val
5525

val
5540

Leu
5570

Lys
5585

Pro
5600

ser
5615

Leu
5630

Pro
5645

Ar
5660

Pro
5720

GIn
5735

Pro
5750

Trp
5765

Asp

Phe

Gly

GIn

Thr

Thr

Thr

Met

Gly

Leu

Arg

Leu

Gly

GIn

Ile

Cys

val

Ile
GIn
GIn
Arg
Trp
Gly
Pro
Leu
Pro
Glu
Ala
c¥s
Pro
Leu
Leu
val

Ser

Pro

Ala

Cys

ASp

Leu

Thr

‘Thr

Ser

Phe

val

Arg

Asp

Ile

Glu

phe

Gly

AsSn

Ala

Arg

Gly

Gly

val

Pro

Pro

GIn

Phe

Pro

Gly

Leu

Gln

Gly

ASn

Pro

Cys

Leu
5530

Leu
5545

Thr
5560

Thr
5575

Pro
5590

Pro
5605

Thr
5620

val
5635

Asn
5650

Cys‘
5665
val

5680

Thr
5695

Pro
5710

Met
5725

Ala
5740

ASp
5753

GlIn
5770

Gly

Pro

-Cys

'Thr

Asp

Thr

Pro

Phe

Ala

‘G1n

Cys

cys

Ala

Ala

His

Gly

ser
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val

Tyr

Thr

Ala

ser

Ala

Cys

Ala

cys

Ser

ser

Pro

Glu

Met

Phe

Cys

ser

ser

ASn

Ala

Arg

ser

Pro

Glu

Ile

Leu

AsSp

Pro

cys

Gly

Gly

Pro

val

val
Leu
AsSn
Ser
Lys
Pro
Pro
Cys
5er
Glu
Trp
Thr
Asn
Cys
Ile
Lys

Cys

Thr
5535

Phe
5550

GIn
5565

Ala
5610

GlIn
5625

His
5640

ASp
5655

Ala
5670

Arg
5685

Lys
5700
Ser

5715

Phe
5730

S¥as

Phe
5760

AsSp
5775

58

Phe

Arg

Lys

Gly

Ala

Pro

ASn

His

TYr

Gly

val

Arg

cys

val

Pro

Glu

ASN

AsSn

AsSp

Asp

Cys

Pro

Leu

Leu

Cys

Ala

Ala

Tyr

ASn

Pro

GIn

Gly

Gly

Gly

AsSn

ASp

Met

Trp

val

Cys

val

Arg

Glu

Thr

Lys

Gln

Glu

Ala

Glu

ser



v§1
Pro
Arg
Thr
Glu
Arg
val
Cys
Asp
Arg
Leu
Asn
Gly
val
Ser
Leu

Glu

Ser
5780

Pro
5795

Ala
5810

Thr
5825

Ser
5840

sE3s

Gl
5870

Leu
5885

Ala
5900

val
5915

Thr
5930

ser
5945

Ser

val

Pro

Glu

Thr

Ile

Arg

Ala

Ser

Cys

Ala

- Pro

His

val

ser

5975

Cys
5990

Trp
6005

Gl
6020

Glu

His

ser

Gln

Cys

Asn

Cys

Cys

Pro

Thr

Gly

Asn

Gly

Asp

val

His

Cys

Glu

Gln

Cys

cys

ASn

Pro

Pro

Thr

Gln

Phe

ASp

AsSn

GlIn

Gly

Asp

Leu

Arg

Asp

Gly

Pro

Lys
Arg
Ccys
Gln
Gln
Leu
Pro
Thr
Thr
cys
Gln
Asn
Leu
Gly
Ser
Cys

Gly

Pro
5785

Pro
5800

Cys
5815

ser
5830

Glu
5845

cys
5860

Gl
5875

Gln
5890

Thr

Leu

Gly

Pre

Leu

Glu

Ser

Ala

ASp

Cys

5905 -

Cys
5920

Pro
5935

5830

Thr
5965

ser
5980

Cys
5995
Glu

6010

Ala
6025

Gly
Qa]
Thr
Pro
Leu
Gln
Thr

ser

ES 2 581 841 T3

Pro
Phe
Glu
Pro

Gly

Leu
Pro
?ro
Glu
Glin
val
GIn
Arg
val
Glu

Lys

Ccys
val

Thr

val

Asp

AsSn

Pro

Thr

Gln

Ccys

Leu

Tyr

Pro

Lys

Arg

val

Tyr

Asp

Thr

val

Cys

Cys

Gly

Cys

val

Gly

Ala
5790

val
5805

Pro
5835

Cys
SB50
Thr
5865

His
5880

Gln
5895

Phe

3910

vg]
AsSn
Leu
Ala
Thr
Ile
Asn

ser

59

Gln
5925

Glu
5940

5855

ser
5970

Gl
5935

Asn
6000

Ile
6015

Ala
6030

Gln

Thr

val

Pro

Pro

Phe

Met

Cys

Glu

Thr

Thr

Glu

Cys

cys

Thr

Thr

Glu

Gly

Arg

Cys

Gly

Thr

Cys

Gln

Tyr

Ala

Trp

Ala

Pro

Cys

Thr
Phe

Ala

GlIn

Pro

Asn

Gln

Phe

Gly

Thr

Glu

Lys

Cys

.vaT

.Glu

Asp

Tyr

Ile

Cys

Gln
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Ala Met GlIn His GIn Cys Thr Cys Cys Gln Glu Arg Arg val His

6035 6040 ) 6045

Glu Glu Thr val Pro Leu His Cys Pro Asn Gly ser Ala Ile Leu
6050 6055 6060

His Thr Tyr Thr His Ala val GIn val Leu Cys Gly Leu Leu Ala
6065 _ 6070 6075

Trp Gl Leu GIn Ala Gly Gly His Ile Arg Gly Ala val Gln Asp
6080 6085 - 6090

Pro GIn GIn Pro Leu Lys Asp GIn Glu Ala Ser Gly Lys Ala Arg
6095 6100 6105

Gln Gly Gly Gly Tyr Arg GIn Thr val ala Trp Gly Asp Lys ser
6110 6115 6120

Asn Ala Arg Ala Trp Led Gln Lys Pro val val Trp val GIn Ser
6125 6130 6135

Gly Ala Phe Pro Thr Pro Gly Pro Ala Ser Ala Leu Cys Pro Trp
6140 6145 6150

Lys Met Gly Ile GIn Pro Glu Thr Thr Lys Gln Leu Arg Asp Ala
6155 6160 6165 ’

Asn Ile Leu Lys Glu Ser Lys Arg Ser Ile Ser Arg Glu Arg Gln
6170 6175 6180

Arg GIn Cys Ala GIn Ala Xle Arg Phe Asn Arg Gly Phe Gly Gly
6185 6190 6195

Gln Ile Trp Lys Ser GIn arg prhe Phe
6200 6205

<210>5

<211> 4493

<212> PRT

<213> Humano
<400>5

Met Pro Arg Pro Gly Thr Met Ala Leu Cys Leu Leu Thr Leu Val Leu
1 5 10 15
Ser Leu Leu Pro Pro GIn Ala Ala Ala Glu GIn Asp Leu Ser val Asn
20 25 30
Arg Ala ;21 Trp Asp Gly Gly Gly Cys Ile Ser G1n-g;y Asp val Leu
40

Asn Arg Gin Cys GIn GIn Leu Ser GIn His val Arg Thr Gly Ser Ala
50 55 . 60 :

60



Ala

65

Met

ser

Thr

Phe

“Thr

145

Met

ser

Gln

Ser

Thr

225

val

Pro

Gly

Ser

Pro

305

Gly

ASn

Tyr

val

Glu

Pro

130

ASp

Ala

Leu

Ala

Thr

210

Met

Glu

Thr

Ser

Ser
290

wval

Thr

Thr
Leu
Thr
Ser
115
ser
val
Phe
Thr
ser
195
ASn
Lys
Ile
Thr
Thr
275
Glu

Ile

ser

Ala

Ser

ser

100

Arg

Ser

Pro

val

Tyr

ser

ser

val

s5er

Ala

260

Pro

Ala

Thr

Ile

Thr

Cys

85

ASp

Thr

Thr

Met

Ser
165

Lys

ser
Glu
Ala
Thr
245
Glu
Leu
Ser

ser

Pro
325

Gly

70

ser

Thr

Thr

Glu

ser

150

Thr

val

Pro

Gly

ser

230

Pro

Gly

Thr

Thr

Thr

310

Thr

Thr
Thr
Pro
Ser
AS

13

Thr
Ala
Asp
Thr
ser
215
ser
val
Pro
Arg
Leu
295

Glu

ser

Thr
Asn
Gly
Glu
120
Thr
Pro
Pro
Met
Thr
200
Thr
Glu
Thr
Ser
Met
280
ser
Ala

Thr
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Ser

Pro

val

105

ser

Ser

ser

Leu

Ser

185

Pro

Pro

Ala

Ile

Leu

265

Pro

Thr

sSer

Tyr

Thr

Glu
90

Ser

Thr

Ser

Glu

Pro

170

Thr

Glu

Leu

Ile

ser

250

Ser

Leu

Thr

ser

Thr
330

Ash

75

Met

ser

Ser

Pro

Glu

155

ser

Pro

ser

Thr

Thr

235

Ala

Asn

ser

Pro

ser

315

Glu

val
Thr
Thr
ASp
Thr
140
ser
Phe
Leu
Thr
ser
220
Leu
Gln
ser
val
Ala
300

Pro

Gly

61

val
ser
Arg
ser
125

Thr

Ile

Gl ur

Thr

Thr.

205

Met

Leu

Ala

Ala

Met

285

Ala

Thr

ser

Glu

Ile

Met

110

Thr

Pro

s5er

Ala

Thr

190

Ile

Pro

Thr

Ser

Pro

270

Leu

Thr

.Thr'

Thr

Pro

Glu

95

Thr

Thr

Glu

ser

Pro

Ala

Thr

ser

255

ser

val

Asn

Ala

Pro
335

Arg

80

ser

Pro

Leu

Gly

Thr

160

Thr

Thr

Lys

Ser

Pro

240

Ser

Gly

val

Ile

Glu:

320

Leu



Thr
Thr
Thr
Thr
385
ser
Pro
ser
Glu
Ala
465
Thr
Glu
Leu
ser
ser
545
Pro

val

Thr

Ser
Leu
Glu
Ser
Thl“
val
Pro
Gl

45

ser
GlIn
val
Thr
Thr
530
ser
Thr

ser

Pro

Thr

ser

355

Pro

Thr

Ile

Asp

‘Thr

435

ser

ser

val

Asn

ser

515

Leu

Glu

ser

Thr

Ala
595

Pro
340
Ile
Ser
Leu
Leu
ser
420
Thr
Thr
Glu
Thr
ser
500
Met

ser

Ala

Thr

Ala

Thr

ser

Ser

val

405

Lys

Ala

Pro

Ala

Thr

485

Met

ser

Thr

ser

Pro

565

Leu

Ser

Ser
Pro
Leu
Glu
390
Ala
Thr
Glu
Leu
ser
470

ser

Pro

val

Thr

Ser

550

Ser

val

ASN

Thr

val

Pro

375

Gly

Ser

Phe

ASp

Thr

455

AsSn

Thr

Thr

ser

Pro

535

Ser

Glu

val

Thr

Met

Asp

360

Thr
Ser
Ser
val
Thr
440
Ser
Leu
Glu
ser
Thr
520
val
ser
Gly

ser

Phe
600
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Pro

345

Thr

Thr

Thr

Glu

Thr

425

ser

Met

Ser

Ala

Thr
505

Met .

AsSp

Thr

Ser

ser

585

val

val

ser

Ala

Pro

Ala

410

Thr

Ile

Pro

"Thr

Ser
490
Pro
Pro
Thr
Thr
Thr
570
clu

Thr

Ala

Thr

Glu

Leu

395

ser

Ala

Ala

val

Thr

475

Ser
Ser
val
Ser
Pro
555
Pro
Ala

Thr

Thr

Leu

Ala

380

Thr

Thr

ser

Thr

ser

460

Pro

Ser

Glu

Ala

Thr

540

Glu

Leu

ser

Ser

62

ser

val

365

Thr

Asn

Thr

Glu

ser

Glu

350

Thr

ser

Met

Ser

Ala

430

Thr

445 .

Thr

val

Pro

Gly

ser

525

Pro

Gly

Thr

Thr

ser
605

Thr
Asp
Pro
ser
510
ser
val
Thr
Asn
Thr

590

Glu

Met
Thr
Met
Pro
Thlr
415

ser

Pro

Pro
ser
Thr
495
Thr
Glu
Thr
ser
Met
575

ser

Ala

ser
ser
Leu
val
400
Ile
Ser
ser

val

Lys

Ala

Pro

Ala

Thr

Ile

560

Pro

Thr

Ser



ser
Ser
625
val
AsSn
Ala
Pro
Ala
705
Thr
Met
Pro
Thr
Ser
785
Pro
Pro
ser
Pro
Thr

865

Ala

ser
610
Glu
Ala
Thr
Glu
Leu
690
ser
ser
Pro
val

Thr
770
cys
§er‘
val

Asn
Ala
850

Pro

Ile

Ser

Arg

ser

Pro

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

ser

755

Pro

ser

Glu

Thr

ser

B35

Glu

Leu

Ser

Thr
Gly
Ser
val
660
Thr
ser
Leu
Glu
ser
740
Lys
Leu
Pro
Gly
ser
820
Pro
Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

Glu

645

Thr

ser

Met

ser

Ala

Thr

Thr

ASp

Thr

ser

BOS

Pro

val

Thr

ser

Leu

Ala

Thr

630

Ala

Thr

Met

Pro

Thr

710

ser

Pro

Leu

Thr

Thr

790

Pro

Glu

Thr

ser

Met

870

Ser

Glu

Ile

ser

Ser

Pro

val
695
Thr
ser
Ser
Leu
ser
775
Thr
Leu
Ala
Thr
Met
855

Pro

Thr

Gly
Thr
Thr
Thr
Thr
680
ASN
Pro
ser
éTu
Thr

760

Thr

Glu

Leu

Ser

ser

840

Pro

val

Thr
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Thr

ser

Leu

Glu

665

ser

Thr

val

Pro

Gly

S5er

His

Gly

Thr

Thr

825

Thr

Thr

ser

Pro

ser

Met

ser

650

Ala

Thr

Thr

Asp

Thr

730

ser

Ser

Ile

Thr

ser

810

Leu

Glu

S5er

Thr

Met

Ser

635

Thr

Thr

Tyr

Leu

Thr

715

Thr

Thr

Glu

Thr

Ser

795

Ite

Ser

val

Thr

Thr
875

Pro

620

val

Thr

5er

Thr

val

700

ser

Ala

Pro

Ala

Thr

780

Met

Pro

Thr

ser

Leu

val Asp Thr

63

Thr
ser
Pro
ser
Glu
685
Ala
Thr
ASp
Leu
S5er
765
ser
Pro
val
Thr
ser
845
ser

val

Ser

ser
Thr
val
Ser
670
Gly
ser
Pro
Gly
Thr
750
Thr
Thr
Ile
Ser
Pro
830
ser
Glu

Ala

Thr

Thr
Thr
ASp
655
Thr
Ser
ser
val
Ala
7

ser
Leu
Glu
ser
Ile
815
val
Pro
Gly

Thr

Pro

Tyr
Leu
640
Ser
Thr
Thr
Glu
Thr
720
ser
Met
ser
Ala
Thr
800
Thr
Asp
Thr
Arg
ser
880

val
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885 890 895

Thr Asn Ser Thr Glu Ala Arg Ser Ser Pro Thr Thr Ser Glu Gly Thr
900 905 910

ser Met Pro Thr ser Thr Pro Gly Glu Gly Ser Thr Pro Leu Thr Ser
915 920 92%

Mer Pro Asp Ser Thr Thr Pro val val sér Ser Glu Ala Arg Thr Leu
930 935 940

ser Ala Thr pro val Asp Thr Ser Thr Pro val Thr Thr Ser Thr Glu
945 950 955 960

Ala Thr Ser Ser Pro Thr Thr Ala Glu Gly Thr Ser Ile Pro Thr Ser
965 970 975

Thr Pro Ser Glu Gly Thr Thr Pro Leu Thr Ser Thr Pro val Ser His
980 985 990

Thr Leu val Ala Asn Ser Glu Ala Ser Thr Leu Ser Thr Thr pPro val
995 1000 1005

Asp ser Asn Thr Pro Leu Thr Thr Ser Thr Glu Ala Ser Ser Pro
1010 1015 . 1020

Pro Pro Thr-ala Glu Gly Thr Ser Met Pro Thr Ser Thr Pro Ser
1025 1030 1035 o

Glu Gly Ser Thr Pro Leu Thr Arg Met Pro val Ser Thr Thr Met
1040 1045 - 1050

val Ala "Ser Ser Glu Thr Ser Thr teu Ser Thr Thr Pro Ala Asp
1055 1060 1065

-Thr Ser Thr Pro val Thr Thr Tyr Ser Gln Ala Ser Ser -Ser Ser
1070 1075 1080

Thr Thr Ala Aasp Gly Thr Ser Met Pro Thr ser Thr Tyr Ser Glu
1085 . 1090 1095

Gly Ser Thr Pro Leu Thr Ser val Pro val Ser Thr Arg Leu val
1100 1105 1110

val ser Ser Glu Ala Sser Thr Leu Ser Thr Thr Pro val Asp Thr
1115 1120 _ 1125 .

ser Ile Pro val Thr Thr Sser Thr Glu Ala Ser ser ser Pro Thr
1130 1135 1140

Thr Ala Glu Gly Thr Ser 1le Pro Thr Ser Pro Pro ser Glu Gly
1145 1150 1155

64



Thr
Ser
fhr
Ala
Thr
Ser
Pro
Glu
Leu
Glu
val
Gly
Leu
Ile
Thr
Thr

Thr

Thr
1160

Ser
1175

Gln
1190

Glu
1205

Pro
1220

Glu
1235

val
1250

Leu
1280
Ala
1295
val
1310

Thr
1325

Thr
1340

ser
1355

Thr
1370

ser
1385

ser
1400

Pro

Glu

val

val

Leu

Ala

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

ser

ser

Ile

ser

‘Met

Ile

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

ser

Thr

Ser

ser

Thr

ser

Met

Ile

Leu

Thr

Pro

Pro

Ala
AsSn
Thr
ser
Ser
Thr
ser
Leu
Ile
Leu
Asn
Pro
Pro
ser
Glu
Asn

val

Ser

Thr

ser

Met

Met

Leu

Ala

Pro

Pro

Leu

Glu

Thr

val

Thr

Ala

sSer

Ser

Met
116
Ley

1180

Thr
1195

Pra
1210

Pro
1225

ser
1240

Glu
1255

Thr
1270

val
1285

Thr
1300

val
1315

Ser
1330

Asn
1345

Thr
1360

1¥s

Asn
1390

Thr
1405

Pro
ser
Glu
Thr
val
Thr
Thr
ser
ser

Thr

‘Ser

Thr

Thr

Pro

Ser

Pro

Thr
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val

Thr

Ala

ser

Arg

ser

Ser

Thr

Thr

Pro

Ser

Tyr

Thr

val

ser

ser

Pro

ser
Thr
Ser
Thr
His
Pro
Sef
Thr
Thr
val
ser
ser
Leu
ASp
Pro
Glu

val

Gly Thr

Thr Thr
1170

Pro val
1185

ser Pro
1200

Pro Gly

Thr Pro
1230

val Asp
1245

ser Pro
1260

ser Glu
1275

Leuv val
1290

Asp Thr
1305

Pro thr
1320

Glu Gl
1335

val Ala
1350

Asn Ser
1365

Thr Thr
1380

1355

val ser
1410

65

Leu

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

Gly

Thr

Lys

Pro

Arg

ser

Thr

ser

The

Ser

val

Ser

Pro

Arg

Ala

Ser

Thr

ser

Ser

Gly

Ala

Thr

Ser

Pro

Glu

Pro

Glu

val

Lys

Thr

ser

Ser

Thr

Ala

Thr

Pro

Pro

Glu

Pro

Ala

val

Gly

Leu

Ala



ser

Thr

ser

Ser

Thr

ser

Ile

Ile

Leu

Ser

G1n.

Pro

ser

Glu

Ser

ser

Thr

Thr
1415

Ser
1430

Ile
1445

Ile

1460

Leu

1475 -

Thr
1490

Ala
1505

Pro
1520

ser
1535

Gln
1550

Thr
1565

val

1580

Thr
1595

Ala
1610

Thr
1625

Thr
1640

Pro
1655

Leu

Ala

Pro
Pro
ser
Ala
Ile
val
Thr
Ala
Ser
Ser
Thr
Ser
Pro
Thr

val

Ser
Glu
Thr
Ya1
Thr
val
ser
Ser
Thr
ser
Thr
Thr
Pro
ser
ser
Pro

ASp

Ala

Ala

ser

Ser

Thr

ser

Thr

Thr
Pro

Ser

Met

Ile’

Ser

Glu

val

Ser

Thr

Thr

Thr

AsSh

Pro

Ser

Pro

Thr

Ala

ser

ser

Leu

Asp

Thr

Gly

Ala

ASn

Pro
1420

ser
1435

Pro
1450

Thr
1465

val
1480

Ser
1495

Ser
1510

Thr
1525

val
1540

Pro
1555

Glu
1570

val
1585

ser
1600

Thr
1615

ser
1630

Ser
1645

ser
1660

val

Ser

ser

Pro

ASp

Pre

Glu

val

Thr

Thr

Gly

val

Lys

Ala

Pro

Pro

Pro
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Asp

Pro

Glu

val

ser

Thr

Gly

Ala

Ser

Thr

ser,

Ser

Thr

Glu

Leu

Glu

val

Thr

Thr

Gly

Ala

ASn

Pro

ser

ser

Thr

Ala

Thr

Ser

Gln

Gly

Leu

Ala

Ile

Ser

Thr

LYysS

Asn

Ser

Ala

Thr

ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Ser

Thr

ser

Thr

Thr

-1425

Ala
1440

Thr
1455

Ser
1470

Pro
1485

Glu
1500

Ala
1515

Glu
1530

val
1545

Gly
1560

Leu
1575

Ala
1590

Thr
1605

Ser
1620

Ser
1635

Thr
1650

Ser
1665

66

Pro

Glu

Pro

Glu

val

Gly

Leu

Ile

Thr

Thr

Thr

Asn

Ala

Met

Ile

Leu

Thr

Gly

Gly

Leu

Ala

val

Thr

Thr

Asn

Thr.

ser

ser

Thr

ser

Thr

Pro

Ser

Glu

Thr
Ile
LYyS
Ser
Thr
Ser
Ser
ser
Tyr
Met
Leu
Leg
Thr
Ile
val
Thr

val



Ser

Thr

Thr

Pro

ser

Pro

Thr

Ile

Ser

Ser

Leu

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

Gly

Ser
1670

TYyr
1685

Thr
1700

val
1715

ser
1730

ser
1745

Pro
1760

AS
1775

Pro

1790.

Glu
1805

val
1820

Ser
1835

Thr
1850

Ala
1880

ser
1895

Thr
1910

Arg

ser
Thr
Pro
Asp
Pro
Glu
Ya]
Thr
Thr
Gly
Ala
Asn
Pro
Ser
Ser
Thr
Ala

Pro

Pro

Glu

val

Asn

Thr

Gly

Leu

Ser

Thr

Met

Asn

Ser

Ala

Thr-

Ser

Pro

Asp

Pro

Thr

Gly

Ala

Ser

Thr

Thr

ser

Thr

Ala

Thr

Ser

Pro

Glu

Ala

Glu

val

Gly

Leu

Pro
Arg
Ser
Thr
ser
Thr
ser
Pro
Glu
Pro
Glu
val
Gly
Leu
Thr
Thr
Ser

Thr

Ala
1675

Thr
1690

Ser
1705

Pro
1720

Glu

"1735

Pro
1750

Glu
1765

val
1780

Leu
1810

Ala
1825

val
1840

Thre
1855

Thr
1870

ASn

1885

Thr
1900

Ser
1915

ser

Glu

Pro

Ala

val

Gly

Leu

Ala

Thr

The

Thr

Ser

Thr

ser

ser

Thr

Tyr

Met

Ile
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Gly
Leu
Ile
Thr
Thr
Thr
ser
Thr
Ser
Ser
Thr
Ser
Ile
ITe
Leu
Ala
Pro

Pro

The

Thr

ser

Thr

ser

.ser.

Thr

Ser

Ile

Thr

Leu

Thr

Ala

Pro

s5er

Gln

Thr

val

sSer
Ser
Thr
Ser
Met
Ile
Leu
Thr
Pro
Pro
Ser
A]ﬁ
Thr
val
Thr
Ya]
ser

s5er

Met
1680

Ile
1695

Leu
1710

Thr
1725

Pro
1740

Pro
1755

Ser
1770

Glu
1785

Thr
1800

val
1815

Thr
1830

val
1845

ser
1860

Ser
1875

Thr
1890

Ser
1905

Thre
1920

Thr

67

Pro
Thr
Ser
Glu
Asn
val
Ala
Ala
Ser
Ser
Thr
ser
Thr
Thr
Pro
Sgr
Pro

Thr

Thr.

val
Thr
Ala
Ser
Ser
Thr
Thr
Thr
His
Pro
Ser
Pro
fhr
Ala
Ser
Arg

Thr

Ser

Arg

Thr

Arg

Thr

Thr

Pro

Ser

Leu

Thr

val

ser

ser

Thr

val

Pro

Glu

val



Ala
Arg
Thr
Ser
Ser
Thr
Ala
Thr
ser
GIn
Gly
Leu
Ala
Ile
Thr
Thr

ser

1925

ser
1940

Thr
1955

Ala
1970

Thr
1985

Ser
2000

Pro
2015

Gly
2030

Pro
2045

Glu
2060

val
2075

ser
2090

Thr
2105

ser
2120

Thr
2135

Ser
2150

ser
2165

Thr
2180

ser
Pro
Asp
Pro
Glu
Ala
Gly
Leu
Gly
Thr
Ser
Ser
Thr
Ser
Met
Met

Leu

Glu
val
Gly
Leu
Ala
Thr
Thr
Ala
Asn
ASn
Met
rle
Leu
Thr
Gln
Pro

ser

Ile

Thr

Thr

Thr

Ser

Thr

ser

Gly

Thr

Ser

Thr

Pro

ser

Glu

Thr

val

Thr

Asn

Thr

Ser

Ser

Thr

ser

Ile

Met

Leu

Thr

Ile

Leu

Thr

val

ser

ser

Thr

1930

Thr
1945

Tyr
1660

Met
1975

Met
1990

Leu
2005

Thr
2020

Gln

2035

Pro
2050

ser
2065

Glu
2080

ser
2095

ser
2110

Thr
2125

Ser
2140

Thr
2155

Thr
2170

Pro
2185

Leu

ser

Pro

Pro

ser

Glu

Thr

val

Thr

Ala

Ala

Thr

Pro

ser

Tyr

Thr

val
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Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

Pro

Thr

val

ser

ser

val

Asp

Thr

Ala

Pro

Ser

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

Ser

ser

Pro

ASp

Pro

Asp

val

Thr

Thr
ser
Ala
Thr
Pro
Ser
Pro
Thr
val
Ser
Glu
val
ser
Ile
Arg
Ala

sSer

1935

Leu
1950

Ser
1965

Tyr
1980

Thr
1995

val
2010

Ser

2025

Ser
2040

Leu
2055

AS
2070

Ala
2085

Ala
2115

Asn
2130

Pro
2145

Ar
2160

ser
2175

Thr
2190

68

Ala
ser
ser
Leu
AsSp
Pro
Glu
val
Ser
Thr
ser
ser
Ser
Thr
Thr
Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

Arg

val

Lys

Ala

Pro

Pro

Pro

Thr
Thr
sty
val
ser
Thr
Thr
Ser
Thr
Glu
Leu
Glu

val

Glu Gly

Pro

Ala

val

Leu

Ile

Thr



T AsSn
Ser
Ser
Thr
ser
Ile
Ile
Leu
Thr
Pro
Pro
ser
Gln
fhr
val
Thr

Ala

Ser
2195

Met
2210

Met
2225

Leu
2240

Thr
2255

Pra
2270

Pro
2285

Ser
2300

Glu
2315

Thr
2330

val
2345

Thr
2360

Ala
2375

ser
2390

ser
2405

Thr

2420.

ser
2435

Thr
Pro
Pro
Ser
Glu
Thr
val
Thr
Ala
Ser
ser
Thr
Gly
Thr
Thr
Pro

Ser

GTq

Thr

val

Ala

Ala

Ser

ser

Thr

ser

Thr

Thr

Pro

ser

Tyr

Met

val

ser

Ala

ser

ser

Thr

Thr

Thr

His

Pro

Ser

ser

Thr

Ala

ser

ser

Pro

ASp

Pro

Arg
Thr
Thr
Pro
ser
Leu
Thr
val
Pro
ser
Met
Asp
Pro
Glu
val
Thr

Thr

Ser
2200

Pro
2215

Met
2230

val
2245

ser
2260

Ser
2275

Leu
2290

Pro
2320

Glu
2335

val
2350

Thr
2365

Thr
2380

Gl
2395

val
2410

ser
2425

Thr
2440

Ser

Ser

Pro

ASp

Pro

Glu

val

ser

Pro

Gly

Ala

Ser

Thr

sSer

ser

Thr

Ala
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Pro Thr Thr Ser

Glu
val
Thr
Thr
Gly
Ala
Asn
Thr
ASn
ser
Thr
Ala
Thr
ser
Pro

Glu

Gly
VaI
Ser
Thr
Thr
Asn
Thr
Ala
Thr
Phe
Pro
ASp
Pro
Glu
val

Gly

ser
Thr
Thr
Ala
Thr
ser
Pro
Glu
Pro
Glu
val
ASp
Leu
Ala
Thr

Thr

2205

Thr
2220

ser
2235

Leu
2340

Thr
2355
Thr
2370

Thr
2385

Thr
2400

ser
2415

Thr
2430

Ser
2445

69

Glu

Pro

Glu

val

Gly

Leu

val

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

ser

Ser

Thr

Ser

ile

Gly
Phe
Al;
Thr
Thr
Thr
Ser
Thr
ser
Arg
Thr
Tyr
Met
val
His
Thr

Pro

Thr-

Thr

ser

Thr

ser

ser

Thr

ser

Met

Met

Leu

Ser

Pro

Pro

ser

Glu

Thr



Ser Pro Pro

ser

. Thr

ser

Thr

Thr

Pro

ser

‘LyS

val

Ser

ser

Pro

Asp

Pro

Glu

2450

Thr
2465

Pro
2480

Ser
2495

Ala
2510

Thr
2525

val
2540

ser
2555

Ser
2570

Pro
2585

ASp
2600
Pro

2615

Glu
2630

val
2645

Thr
2660

Thr
2675

Arg
2690

Thr
val
ser
Ser
Pro
Asp
Ala
Glu
teu
Thr
Thr
val
Ala
Arg
Thr

ser

Ser
Pro
Asp
Pro
Glu
val
ser
Thr
Gly
A]a
ser
Thr
Ser
ser
Thr
Ala

Thr

Glu
val
Thr
Thr
Gly
Ala
ASn
Ser
ser
ser
Ile
Ala
Thr
ser
Leu
Glu

Pro

Gly

val

ser

Thr

ser

ser

ser

Ala

Thr

ser

Pro

Lys

Ser

Glu

val

Gly

Leu

Thr
2455

ser
2470

Thr
2485

Ala
2500

Thr
2515

Pro
2530

Pro
2545

Glu
2560

Pro
2575

Glu
2590

val
2605
As

2620

Leu
2635

Ala
2650

Thr

2665

ser
2680

Thr
2695

Thr

Ser

Pro

Glu

Leu

Glu

val

Gly

teu

Ala

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

ser

ASn
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Pro

Glu

Met

Asp

Leu

Ala

val

Thr

Arg

ser

Thr

ser

Ser

Thr

ser

Met

Ile

Leu

Ala

Thr

Ile

Thr

ser

Thr

ser

Ser

Thr

Ser

Met

Ile

Leu

Thr

Pro

Leu

Ala ser
2460

Gly Thr
2475

Thr Ser
2490

val val
- 2505

ser Ile
, 2520

Thr Leu
2535

ser Thr
2550

Met Pro
2565

Met Pro
2580

Leu Ser
2595

Thr Glu
2610

Pro Ile
2625

Leu val
2640

Ser Thr
2655

Gly Thr
2670

Thr ser
2685

val ser
: 2700

70

Met

Leu

Thr

Pro

Pro

ser

Glu

Thr

val

Thr

Thr

Ser

Ser

Thr

ser

Thr

Thr

Pro
ser
Glu
Ile
val

Thr
Ile
Ser
Ser
Thr
ser
Thr
Thr
Pro
Ser
Pro

Thr

val
Thr
Ala
Ser
Ser
+hr
Ser
Thr
Thr
Pro
Ser
Pro-
Met
val
Ser
Gly

Leu



Leu Ala
2705

Thr Ser
2720

Thr Thr
2735

Gly Ser
2750

Ala ser
2765

ser Ile
2780

Thr Ala
2795

ser Thr
2810

ser ser
2825

Thr Pro
2840

Ala Glu
2855

Thr Leu
2870

ser Glu
2885

Pro val
2900

Glu G1
29{5

Pro Leu
2930

Glu Ala
2945

val Thr

Asn
Thr
Ala
Thr
Ser
Pro

Glu

‘Pro

Glu

val

Gly

Leu

Ala

Thr

Thr

Thr

ser

Thr'

ser

Pro

Glu

Pro

Glu

val

val

Leu

Ala

Thr

Ile

Thr

ser

Thr

Ser

Ser

Thr

Ser

Glu
val
Gly
Leu
Ala
Thr
Thr
Thr
Gly
Thr
val
Ser
Thr
ser
Met
Ile
Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

ser

ser

Thr

Ser

val

Ile

Leu

Thr

Pro

Leu

ser

Glu

Ser Thr
2710

Thr Ser
2725

ser Met
2740

ser Ile
2755

Thr wval
2770

ser Thr
2785

Met Pro
2800

Met fPro
2815

Leu ser
2830

Thr Lys
2845

Pro Ile
2860

Pro val
2875

ser Thr
2890 -

Glu Gly
2905

ITe Ser
2920

val ser
2935

Thr Thr
2950

Ala ser
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Leu
Ala
Arg
Leu
Ser
Glu
Thr
val
Thr
Ala
ser
ser
Thr
ser
Thr
Thr
ero

ser

ser
Glu
Ile
val
Thr
Ala
Sgr
AsSn
Thr
ser
Thr
Thr
Pro
ser
Pro
val
val

Ser

Thr
Ala
ser
Ser
Thr
ser
Thr
His
Pro
ser
Alé
Thr

val

Thr
2715

ser
2730

Thr
2745

Thr
2760

Ala
2775

ser
2790

Pro
2805

Thr
2820

val
2835

ser
2350

ser
2865

Pro
2880

ASp

2895

ser

ser

Pro

Asp

Pro

Pro
2910

Glu
2925

val
2940

Thr
2955

Thr

7

Pro

ser

Pro

Leu

val

ser

ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

val

Ala

Arg

Thr

val
ser
ser
Pro
ASp
Pro
Glu
yaT

Thr

Thr

Gly
ala
ser
Thr
Ser
é1y
Thr

Ala

Asp

Pro
Asp
val
Thr
Thr
Thr
Ala _
ser
Thr
Ser
ser
Ile
Ala
Thr
ser
Pro

Glu



Gly

Leu

Ala

Thr

Thr

2960

Thr
2975

Thr
2990

Ser_
3005

Thr
3020

Gl

. 3035

"Thr

ser

Thr

ser

Gly

Thr

Ser

Met

Met

Leu

Thr

Thr

ser
3050

Thr
3065

Ser
3080

Met
3095

val
3110

Leu

‘3125

Thr
3140

Pro
3155

Pro

3170

ser
3185

Glu
3200

Ser
3215

ser

ser

Thr

ser

Ile

Ile

Leu

Thr

Pro

Pro

ser

Glu

Thr

val

Ala

Ala

Thr

Met
Met
Leu
Thr
Pro
Pro
Ser
Glu
Ile
val
Thr
Ala
ser
ser
Thr
Thr

Pro

Pro

ser

ser

Glu

Ile

val

Thr

val

ser

ser

Thr

His

Thr

Thr

Pro

ser

ser

Ile

val

Arg

Ala

ser

Ser

Thr

ser

Thr

Thr

Pro

ser

Pro

Met

val

ser

Glu

2965

ser
2980

ser

Thr

Thr

2995

Thr
3010

ser
3025

Thr
3040

Thr
3055

pro
3070

ser
3085

TYr
3100

Thr
3115

val
3130

ser
3145

ser
3160

Leu
3175

AsSp
3190

Thr
3205

Pro

ser

Pro

Thr

val

ser

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

Met
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Pro

Met

Ala

ser

ser

Pro

ASp

Pro

Glu

val

Thr

Thr

Gly

val

ser

Ala

Thr

Gly

Pro

ASp

Pro

Glu

val

ser

Thr

Gly

Thr

ser

Thr

ser

ser

Thr

Glu

Pro

2970
Glu Ar
2985
val Ala

3000

Thr Ser
3015

Thr Thr
3030

Gly Ser
3045

Ala 1le
3060

Asn ser
3075

Pro Ala
3090

Ser Thr
3105

ser Ser
3120

Thr Pro
3135

ser Glu
3150

Thr Pro
3165

Ser Glu
3180

Pro val
3195

Gly Thr
3210

Leu Thr
3225

72

Arg

Ser

Thr

Ala

Thr

Pro

Pro

Glu

Pro

Ala

val

Gly

Leu

ASp

Thr

ser

Ser

Thr

ser

Pro

Glu

Pro

Glu

val

Gly

Leu

Ile

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

Ile

val

Pro

Glu

val

Gly

Leu

Ala

val

Thr

Thr

ser

Thr

ser

TYyr

Thr

Ser

Pro

Pro



val

Thr

Ala

ser

ser

Thr

Ser

Thr

Thr

Pro

Leu

Pro

Thr

val

ser

Ser

Pro

ser
3230

Thr
3245

ser
3260

Thr
3275

Thr
3290

Pro
3305

Ser
3320

3435

Thr
3350

val
3365

ser
3380

Ser
3355

Pro
3410

As
3425
Pro

3440

Glu
3455

val
3470

ASn

Pro

ser

Pro

Thr

Ala
Ser
Sér
Pro
ASp
Pro
Glu
val
Ser
Thr
Gly

Ala

Thr

val

ser

ser

Thr

ASp

Pro

Glu

val’

Thr

Thr

Gly

val

AsSn

Ile

Ser

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Pro

Gly

Va1

Ser

Thr

Thr

ser

Thr

Ala

Thr.

ser

val

ser

Pro

Gly

Ala

ser

Ile

Ser

ser

Thr

Ala

Thr

ser

Leu

Glu

Pro

Glu

Ala
3235

AsD .-
3250

Thr
3265

ser
3280

ser
3295

Thr
3310

Ala
3325

Thr
3340

Ser
3355

Pro
3370

Ser

Thr

Ala

Thr

Ser

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Gly

Leu

val

Thr

Thr

ser

ser
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ser
Pro
Glu
Pro
Glu
val
Gly
Leu
Ala
Thr
Thr
Ala
AsSn
Thr
ser
£1e

Thr

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

Thr

Thr

Thr

ser

Thr

ser

ser

Thr

ser

Leu

Met

Leu

Ala

Thr

Thr

Thr

Ser

Thr

Ser

AsSn

Thr

Ser

Ile

Met

Leu

Thr

Pro

Pro

ser-

Ser
3240

Thr
3255

ser
3270

Ser
3285

Thr
3300

Tyr
3315

Met
3330

Met
3345

Leu
3360

Thr
3375

Pro
3390

Pro
3405

ser
3420

Glu -
3435

Thr

3450

Leu
3465

Thr
3480
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Ile

ser

Met

Met

Leu

ser

.Pro

Ser

ser

Glu

Thr

val

Thr

Ala

ser

ser

Thr

Leu

Thr

Pro

Pro

ser

G1in

Thr

Phe

Thf

Ala
Ser
Ser
Thr
Ser
Thr
Thr

Pro

ser
Glu
Thr
val
Thr
Ala
ser
Ser
Thr
ser
Ser
Thr
Pro
ser
Thr
Thr

val



Asp

Pro

Glu

val

ser

Ala

Gly

Thr

Thr
3485

Thr
3500

Gly
3515

Ala
3530

Asn
3545

Thr
3560

ser
3575

ser

- 3590

ser

Pro

ser

Ile

Thr

Pro

Thr

ser

Pro

Thr
3605

Pro
3620

Thr
3635

ser
3650

Pro
3665

Glu
3680

Pro
3695

Glu
3710

val
3725

Ser

Thr

Ser

Ser

Thr

Leu

Ser

ser

Pro

Glu

Pro

Glu

val

Gly

Leu

Gly

Thr

Thr
Ala
Thr
Ser
Phe
Gln
ser
Glu
val
val
Leu
Ala
Ile
Thr
Thr
ser

Thr

Pro

Glu

Pro

Glu

val

val

Leu

Ala

Thr

Ile

Thr

Gly

Thr

Thr

Thr

Thr

ser

val
val
Leu
Ala
Thr
Thr

Thr

Thr
3490

Thr
3505

Thr
3520

ser
3535

ser
3550

Thr
3565

-Thr

3580

ser

Thr

Thr

Ile

Thr

ser

Met .

Met

Leu

Thr

Thr
3595

ser
3610

Leu
3625

Met
3640

Ala
3655

Thr
3670

Pro
3685

Pro
3700

ser
3715

Glu
3730

Thr

ser

Asn

Thr

ser

Met

Met

Pro

Thr

Pro

Pro

ser

Gln

Ile

val

Thr

Ala
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ser
Met
Met
Leu
ser
arg
Leu
sSer
Gln
Met
val

Thr
val

Trp
Ser
Pro

Ile

ser

Pro

Pro

ser

G1n

Met

Leu

Thr

ser

Ser

Ser

Leu

Ser

Thr

Thr

ser

ser

Pro

Thr

‘val

Thr

Ala

s5er

Ser

Pro

ASN

Thr

Thr

Pro

Ser

Pro

Thr

-val

ser

Thr
3495

ser
3510

ser
3525

Thr
3540

ser
3555

Thr
3570

ser
3585

ser
3600

ser
3615

Pro
3630

Thr
3645

val
3660

Ser
3675

ser
3690

Ar
3705
val

3720

ser
3735
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Asn Ser Ser

Thr Ala Gly

Thr

Pro

ser

Pro

Thr

val

Thr

ser

Ser

Asp

Pro

Glu

val

Thr

Ala

Thr

val

ser

ser

Tyr

Asp

Pro

Glu

val

Thr

val

Gly

Thr

ser

Thr

Pro

Asp

Pro

Glu

val

Arg

Thr

val

Thr

Ser

Thr

Ser

ser

Thr

Leu



ASp

Leu

Pro

Ser

Glu

Pro

Thr

Ala

Thr

Phe

Thr

Pro

Thr

ser

Pro

Ser

Pro

Ser
3740

Leu
3815

Ser
3830

Pro
3845

Glu
3860

Pro
3875

Pro
3890

Thr
-3905

val
3920

Pro
3935

Thr
3950

val
3965

Ser
3980

Ala

Thr

Thr

ser

Thr

Thr

Leu

Glu

Leu

val

Leu

Gly

Phe

Ala

cly

Ala

Ile

Thr

Met

Thr

Thr

Ser

Thr

Thr

Thr

Ala

Leu

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr:

Asp

Thr

Thr

Thr

Met
Ile
Thr
Ala
Thr
Thr
ser
Thr
Thr
Thr
ser
Pro
he
Thr
val
ser
Thr

Thr

ser

Leu

Pro

ser

Met

val

Thr

Ser

Ile

Leu

Ile

Ser

Ile

Ile

Phe

Thr

Ser

Ala

val
3745

val

Ser

ser

3760

Ser
3775

Glu
3790

Pro
3805

Leu
3820

Leu
3835

Thr
3850

3885

Leu
3880

Ala
3895

Thr
3910

Ser
3925

Phe
3940

Pro
3955

Glu
3970

Phe
3985

Ala"

Ile

Gly

Met

Ile

ser

Lys

Ile

val

ser

ASp

val

Ile

Ala

Leu

Ser

Pro
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Met

Thr

Pro

ser

ser

Ser

Thr

Ala

Ser

Ser

Thr

Thr

sSer

Pro

Thr

ASNn

Thr

Leu

Pro
Thr
ser
Ser
Thr
Pro
Pro
Gly
Ile
Thr

Pro

Ala

val
Ser
fhr
Thr
Thr

Thr

Met

Pro

val

ser

Thr

Ile

Pro

Ser

Thr

Thr

Pro

ser

Ile Thr

Thr

Gly

Pro

Lys

Tyr

Glu
3750

val
3765

380

Pro
3795

ser
3810

Ser
3825

phe
3855

Ser
3870

Leu
3885

Leu
3900

Thr
3915

3930

Pro
3945

Ala
3960

ser
3975

Glu
3990

val

75

Ile
Thr
Thr
Thr
Glu
val
Asp
Ser
G1Q
Pro
Asp
Pro
Glu
val
val
Thr
Phe

Thr

Ser
Arg
ser
Thr
Arg
Met
Thr
Ile
Arg
Thr
Th
Thr
Gly
Thr
ser
Ser
Thr

Met

Thr
Phe
Met
Leu
Ser
ser
ser
Pro
ser
Ser
ser
;1e
Ser
ser
Thr
Ser
Thr

Ser



Thr

Ser

ser

Pro

Ala

val

ser

Pro

val

Ala

GlIn

ser

Glu

Lys

Thr

Gly

His

3995

Ala
4010

Ala
4025

val
4040

Ser

Pro

ser

Thr

Thr

4055

His
4070

Asn
4085

Thr
4100

Thr
4115

Pro
4130

Ser
4145

Cys
4160
ser

4175

Leu
4190

Asn
4205

Gluy
4220

val
4235

Asp
4250

ser
Pro
Arg
Asn
Arg
Arg
Pro
Ile
Thr
His
G]n
Asn

val

Ser

Thr

Thr

Ile

ser

Glu

Thr

Thr

Thr

Cys

ASD

ASp

val

ser

Met

Ile

Leu

Thr

Leu

Arg

Thr

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Lys

Leu

Ile

Thr

Ser

ASn

Thr

Leu

Pro

ser

Pro

Ser

Pro

val

ser

Ile

Thr

Asn

TYyr

Gly

val

Gln

Ile

Lys

Arg

4000

Ar
4015

Ala
4030

val
4045

His
4060

Pro
4075

Thr
4090

Phe
4105

Lys
4120

Cys
al3s

Pro
4180

Thr

4195

Glu
4210

val
4225

Leu
4240

Thr
4255

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Thr

Pro

Ser

pPhe

Gly

Gly

Pro

ser

phe

Tyr

Arg

Lys
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Thr

ser

Pro

Ile

Thr

Met

Thr

Asn

Gly

Thr

Glu

Glu

val

Gln

ser

Leu

Tyr

Ser

Thr

ser

Pro

ser

Thr

val

Pro

ASp

Trp

Leu

Thr

Lys

Glu

Gly

Gly

Thr

Arg
Pro
ser
Pro
Ala
The
Thr
Thr
cly
ASp
Cys
Ile
Phe
Phe
1le
ser

Fro

His
4035

Glu
4050

Thr
4065

ser
4080

Ar
4095
Thr

4110

Ser
4125

Cys
4140

Glu
4170

Ser
4185

Thr
4200

Lys
4215

Pro
4230

val
4245

Glu
4260

76

Cys

Thr

ser

Phe

ser

Thr

Thr

Thr

Gin

Leu

Glu

Ala

Glu

Gln

Glu

val

Tyr

Thr

ser

ser

Pro

Thr

Lys

Ala

Pro

Asn

Lys

val

GIn

Glu

Thr

Tyr

val

Lys

Thr
Thr
Arg
Prq
Thr
Pro
val
Thr
Thr
Cys
val
Met
Leu
Phe
val
619

Thr



val

val

Met

Thr

Tyr

cys

Asn

Cys

Gln

val

Phe

Gln

Thr

Ile

Met

Leu
4265

Thr
4280

453s

Gln
4310

Gl
4325

Ile
4340

Leu
4355

val
4370

val
4400

Arg
4415

Leu
4430

Phe
4445

His
4460

Ile
4475

Thr
4490

<210>6
<211> 167

<212> PRT

Asp

Thr

Phe

Tyr

ASp

s5er

Gly

Thr

Thr

Leu

ser

Tyr

Gln

Leu

ASp

Thr

<213> Humano

<400> 6

Asn

Gln

Asn

ASp

Tyr

Pro

Lys

Thr

GIn

Met

Lys

Lys

ASD

Glu

Pro

ser

Ala

GlIn

Thr

Pro

Phe

Cys’

Cys

G1y

Lys

Leu

Arg

Trp

Ile

ser

Glu

Phe

Thr

Ile

Thr

Glu

val

Glu

GlIn

Thr

ser

Ile

Glu

Gln

Gly

Ile

Thr

Glu
4270

Met
4285

Glu
4315

val
4330

Pro
4345

Met
4360

His
4375

Leu
4390

Ile
4405

val
4420

Glu
4435

Phe
4450

Tyr

" 4465

Lys
4480

val

Ile

Asp

Glu

Gly

ser

Trp

val

Leu

Lys

Glu

ASp

ser

Ile
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val

ASn

Gln

Cys

Tyr

Phe

Leu

Tyr

Tyr

val

Arg

Asp

Ile

ASn

Arg

Lys

ASp

val

Arg

Arg

ser

ser

ser

Gly

Ala

Glin

ser

Cys

Phe

Ile

Gly

Ile

GlIn

Lys

Asp

val

Gly

Gly

Leu

Leu

Lys

Gly

Gln

Gln

Gln

Lys
4275

Cys
4290

ASN

4305

Met
4320

Gln
4335

ser
4350

Pra
4365

Glu

4380

val
4395

Leu
4410

Tyr
4425

Pro
4440

ASp
4455

Pro
4470

Arg
4485

77

Ile

Ser

Ile

Ala

Lys

Lys

GlIn

Thr

Gly

Met

Arg

Ala

ASp

ser

Pro

Thr
ASp
Thr
Lys
Prq
Asn
Cys
Cys
Ala

Leu

Leu

Pro

AsSp

Leu

GIn

Lys

Met

val

Glu

Tyr

cys

Leu

Asn

Gly

val

ser

Gly

ser

Arg

val



Met
Asn
<1y
Ile
Gln
65
Gly
val
AsSp
"ASn
Ar

14

Pro

Leu

Ala

Gly

Thr

50

val

Asp

ser

Lys

Ala

130

Ser

Thr

Thr

1le

Gly

35

Ala
Arg
Leu
Gly
Gl

11

val

Gly

Ser

val

GlIn

20

Lys

Leu

Tyr

Glu

Lys

100

Arg

Pro

Ser

Cys

Ala

Ala

Arg

Arg

Gly

Glu

L H]

Tyr

Tyr

Leu

Leu

Ser
165

Leu

Arg

Phe

val

Lys

Leu

His

Ile

150

Arg

Leu

ser

ser

Alrg

55

val

Phe

Trp

ser

Pro

135

ASp

Cys

Ala

Ser

His

40

val

Trp

Leu

Tyr

phe

120

Asn

Ala
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Leu

Ser

ser

Asn

Ser

Leu
105
Gly

Thr

Ile

Leu

10

Tyr

Gly

Thr

Asp

Pro

0

Lys

Lys

val

Gly

cys
ser
Asn
TYP
Tyr
.75

Gly
Lys
Asp

Leu

Leu
155

Ala

Gly

GIn

&

val

G'Iu-

Leu

Ser

78

Ser
Glu
Leu
45
11e-
Gly
ser
val
Gly

Phe

Trp

Ala

w
(=)

AsSp

val

Gly

val

Phe

110

Thr

Ile

ASp

Ser

15

Gly

Gly

Gly

Arg

Ile

95

val

Ser

Ser

val

Gly
ser
Pro
Leu
Asn
80

Gln
Th_r
Phe

Gly

Tyr
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REIVINDICACIONES
1.- Un método para detectar el cdncer gastrico, que comprende:
(i) proporcionar una muestra de sangre, plasma o suero;
(i) detectar los niveles de proteina del granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16") en dicha muestra; y

(iii) comparar la cantidad de ZG16 en dicha muestra con un valor obtenido a partir de una o mas muestras control
que no tienen cancer gastrico,

en el que la sobreexpresion de ZG16 en la muestra bioldgica es indicativa de cancer gastrico.

2.- El método de la reivindicacion 1, que comprende detectar el nivel de uno o mas miembros adicionales de la
familiaGTM.

3.- El método de la reivindicacion 2, en el que:

(i) dicho método comprende ademas detectar los niveles de un miembro adicional de la familia de GTM seleccionado
del grupo que consiste en mucina 5AC ("MUC5AC"), y mucina 17 ("MUC17"); y/o

(ii) el o los miembros adicionales de la familia de GTM se seleccionan de MUC5AC, MUC17, ZG16, cadena de 83
kDa del polipéptido 2 de la carboxipeptidasa N ("CPN2"), metaloproteinasa de matriz 12 ("MMP12"), inhibina
("INHBA"), factor del crecimiento de tipo insulinico 7 ("IGFBP7"), gamma-glutamil hidrolasa ("GGH"), proteoglicano
enriquecido en leucina y prolina ("LEPRE1"), cistatina S ("CST4"), proteina relacionada con frizzled segregada 4
("SFRP4"), asporina ("ASPN"), regulador del crecimiento celular con dominio de mano EF 1 ("CGREF1"), calicreina
10 (KLK10), inhibidor tisular de metaloproteinasa 1 ("TIMP1"), proteina rica en cisteina acida segregada ("SPARC"),
factor del crecimiento transformante, B-inducido ("TGFBI"), proteina de la matriz extracelular similar a fibulina que
contiene EGF 2 ("EFEMPZ2"), lumicano ("LUM"), estanina ("SNN"), fosfoproteina segregada 1 ("SPP1"),
proteoglicano de sulfato de condroitina 2 ("CSPG2"), N-acilesfingosina amidohidrolasa ("ASAH1"), serina proteasa
11 ("PRSS11"), proteina relacionada con frizzled segregada 2 ("SFRP2"), fosfolipasa A2, grupo XIIB ("PLA2G12B"),
espondina 2, proteina de la matriz extracelular ("SPONZ2"), olfactomedina 1 ("OLFM1"), repeticion de
tromboespondina que contiene 1 ("TSRC1"), tromboespondina 2 ("THBS2"), adlicano, cistatina SA ("CST2"),
cistatina SN ("CST1"), enzima de tipo lisil oxidasa 2 ("LOXL2"), tiroglobulina ("TG"), factor del crecimiento
transformante betal ("TGFB1"), inhibidor de serina o cisteina proteinasa Clado H, miembro 1 ("SERPINH1"),
inhibidor de serina o cisteina proteinasa Clado B, miembro 5 ("SERPINB5"), metaloproteinasa de matriz 2 ("MMP2"),
proproteina convertasa subtilisina/kexina de tipo 5 ("PCSK5"), proteina de enlace de glicoproteina de hialuronano 4
("HAPLN4"), CA19-9, CA72-4, pepsindgeno, y CEA; y/o

(iii) los marcadores de GTM ensayados comprenden MUC5AC, MUC17, ZG16, cistatina SN, serpina H1 y serpina
B5.

4.- El método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que:
(i) dicha etapa de deteccion se realiza detectando los niveles de una proteina de GTM; o
(i) dicha etapa de deteccion se realiza detectando los niveles de un péptido de GTM.

5.- El método de la reivindicacion 4, en el que dicha etapa de deteccién se realiza empleando un anticuerpo dirigido
contra dicho GTM, opcionalmente en el que dicho anticuerpo es un anticuerpo monoclonal, o un antisuero policlonal.

6.- El método de la reivindicacién 4 o 5, en el que dicha etapa de deteccion se realiza empleando un método de
inmunoensayo de tipo "sandwich", o empleando un chip de anticuerpos.

7.- El uso de un anticuerpo especifico para la proteina del granulo de zimégeno humana 16 ("ZG16") para detectar el
cancer gastrico en una muestra de sangre, plasma o suero.
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Figura 1
Nombre Simbolo MWG Ref. de la Ref. de la Clasific. de Clasific. de
oligo secuenciade secuencia de intensidad intensidad

ARNmM de proteina (tumor) (no
Unigene maligno)

Mucina 5, subtipos | MUC5AC 30 K, #B: NM_017511 NP_059981 404 328

AyC 7561

Mucina 17, MUC17 30 K#C: NM_001040105 | NP_001035194 | 2043 1485

asociada a la 0346

superficie celular

Proteina del ZG16 30 K#C: NM_152338 NP_689551 3606 3249

granulo de 0156

zimoégeno 16

Molécula de CEACAMS5 30 K, #B: NM_004363 NP_004354 4873 7668

adhesion a células 5440

relacionada con el

antigeno

carcinoembrionario
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Figura 2

Pacientes con cancer gastrico Controles

Estadio T1 2 Céncer colorrectal estadio T2 1

Estadio T2 15 Cancer colorrectal estadio T3 9

Estadio T3 13 Cancer colorrectal estadio T4 1

Estadio T4 1 Cancer colorrectal después de cirugia 7

Tumores estromaticos gastrointestinales 2 Enfermedad no malgina 10
Sanos 13

TOTAL 33 TOTAL 41
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