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DESCRIPCION
Progastrina y patologias hepaticas.
3. Antecedentes
La presente divulgacién proporciona procedimientos y materiales para el diagndstico y el cribado de patologias
hepdticas, incluidas enfermedades proliferativas o degenerativas del higado; y mas en particular, procedimientos
y materiales para la cuantificacién o la determinacién de niveles de progastrina para diagnosticar patologias

hepéticas.

3.1. Antecedentes de las hormonas gastrina y progastrina.

La gastrina es una hormona peptidica del intestino que actia como estimulante de la secrecién de acido gastrico.
En mamiferos adultos es producida principalmente por las células G del antro pilérico y en una medida variable
en el intestino delgado superior y el pancreas, con cantidades casi indetectables en el colon. Recientemente se
ha desarrollado un interés creciente en el papel de la familia de péptidos de la gastrina en la carcinogénesis
colorrectal. En particular, existen evidencias de que las formas precursoras de gastrina (progastrina y gastrina
extendida con glicina), que se pensaba anteriormente que eran inactivas, desempefian un papel en el desarrollo
del cancer colorrectal.

El gen de la gastrina se traduce en un polipéptido de 101 aminoacidos, denominado preprogastrina, que contiene
una secuencia sefial que se escinde proporcionando progastrina, un polipéptido de 80 aminoacidos. A su vez, la
progastrina se procesa para proporcionar el producto de escision Gss, un péptido de 34 aminoacidos que
corresponde a los residuos 38 a 71 de la progastrina. El Gz4 se extiende después en su extremo carboxi-terminal
con un residuo de glicina, generando Gss extendido con glicina (Gss-Gly). Un subproducto de la escision de
progastrina es un péptido de 6 aminoacidos denominado el péptido flanqueante C-terminal o CTFP.

La mayor parte de los ensayos para determinar progastrina no distinguen entre progastrina y otros productos del
gen de la gastrina, lo que tiene como consecuencia una medicién inexacta de los niveles de progastrina de
longitud completa. Debido a que los niveles de progastrina desempefian un papel en una o mas enfermedades,
serian deseables medios precisos para la medicién de progastrina.

3.2. Antecedentes de patologias hepaticas.

Muchas patologias hepaticas son dificiles de diagnosticar. Por ejemplo, el cancer de higado no puede
diagnosticarse mediante ensayos de sangre rutinarios. Generalmente es necesario un cribado realizado por el
médico con el marcador tumoral alfa-fetoproteina (AFP). Sin embargo, unos niveles elevados de AFP no son
especificos del cancer de higado. En adultos, unos niveles en sangre elevados (méas de 500 ng/ml) de AFP se
observan en tres situaciones: cancer de higado, tumores de células germinales (canceres de testiculos y de
ovarios) y cancer metastasico del higado (un cancer que se origina en otros 6rganos). Ademas, la sensibilidad de
la AFP para el cancer de higado es de aproximadamente el 60%. En otras palabras, un nivel de AFP en sangre
elevado se observa en solo aproximadamente el 60% de los pacientes con cancer de higado; el 40% de
pacientes con cancer de higado tienen niveles de AFP normales. Otra dificultad para diagnosticar patologias
hepaticas es la cirrosis, una consecuencia de una enfermedad hepatica crénica caracterizada por la formacion de
cicatrices en el higado y una funcién hepatica deficiente. El criterio de referencia del diagnéstico es por medio de
una biopsia del higado, una técnica invasiva.

La hepatitis C es una enfermedad infecciosa que afecta al higado, provocada por el virus de la hepatitis C (VHC).
La infeccién es a menudo asintomatica, pero una vez establecida, la infeccion cronica puede progresar hacia la
formacion de cicatrices en el higado (fibrosis) y la formacion de cicatrices avanzada (cirrosis). La hepatitis C se
diagnostica normalmente por medio de cribado serolégico. Serian deseables otros medios para detectar y/o
confirmar la hepatitis C.

Konturek S.J. et al. ("Progastrin and its products from patients with chronic viral hepatitis and liver cirrhosis”, en la
publicacion Scandinavian Journal of Gastroenterology, Vol. 38, N° 6, junio de 2003 (2003-06), paginas 643-647)
demuestra que los niveles en plasma de progastrina y gastrina estan aumentados significativamente en
pacientes cirréticos y que esto podria atribuirse a una reduccion del metabolismo de estos péptidos en caso de
cirrosis hepatica y a una reduccion de su liberacién debida a la tasa de infeccion de H. Pylori en esta
enfermedad.

Konturek Stanislaw J. et al. ("Plasma progastrin and leptin in type B and C viral hepatitis and liver cirrhosis", en
Gastroenterology, Vol. 122, N° 4, Supl. 1, abril de 2002 (2002-04), pagina A-306, y Digestive Disease Week and
the 103™ Annual Meeting of the American Gastroenterological Association; San Francisco, CA, Estados Unidos;
19-22 de mayo, 2002) demuestran que la progastrina (pero no la gastrina) y la leptina en plasma estan
significativamente aumentadas en pacientes cirroticos y este aumento podria atribuirse a una reduccion del
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metabolismo de estos péptidos en el higado cirrético y a un aumento de la tasa de infeccion de H. Pylori en esta
enfermedad.

El documento US 2003/091574 (Gevas Philip et al., 15 de mayo de 2003) divulga una combinacién para su
utilizacién en el tratamiento de cancer pancreatico que comprende (i) una composicion inmunoégena eficaz
antigastrina y (ii) uno o mas agentes quimioterapéuticos adecuados para inhibir el crecimiento de cancer.

Debido a que la deteccion temprana y exacta de cancer de higado, cirrosis y hepatitis C tiene el potencial de
aumentar la tasa de supervivencia de un paciente, existe actualmente y desde hace mucho la necesidad de
procedimientos de diagnéstico o de deteccidn de estas patologias, incluidos casos en los que un paciente tiene
mas de una de las enfermedades mencionadas anteriormente, o todas ellas.

4. Sumario

La presente invencién se define como sigue:

1. Procedimiento de diagnoéstico para diagnosticar si un paciente presenta multiples patologias hepaticas, en
el que una primera patologia hepatica ha sido diagnosticada en un paciente, que comprende la etapa de
determinacién del nivel de progastrina humana (hPG) en una muestra de plasma o suero de dicho
paciente, en el que un nivel umbral de progastrina de por lo menos 400 pM indica que el paciente
probablemente padece por lo menos una patologia hepéatica adicional.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que dicha primera patologia hepatica se selecciona de
entre el grupo que consiste en: cancer de higado, cirrosis y hepatitis C.

3. Procedimiento segun la reivindicacién 1 o 2, en el que dichas mdultiples patologias hepaticas se
seleccionan de entre el grupo que consiste en:

- céancer de higado y cirrosis,
- céancer de higado y hepatitis C.
- céancer de higado, cirrosis y hepatitis C.

4. Procedimiento seguln cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de determinacion del
nivel de hPG se lleva a cabo mediante un anticuerpo que se une especificamente a hPG.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel umbral de progastrina es
de por lo menos 500 pM.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho paciente pertenece a una
poblaciéon que tiene una incidencia superior a la media de hepatitis C o dicho paciente reside en una
regién geografica que tiene una incidencia superior a la media de hepatitis C o dicho paciente tiene una
afeccion de dependencia de drogas o alcohol.

7. Procedimiento de diagndstico segun la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente las etapas
siguientes:

a. identificar un paciente con una concentracion de hPG en plasma o en suero de por lo menos 400 pM,
b. someter a andlisis a dicho paciente para determinar por lo menos dos de las afecciones siguientes:

i. cancer de higado, utilizando una técnica de radiografia o de diagndstico por la imagen;

ii. virus de la hepatitis C, utilizando un ensayo basado en acidos nucleicos; y

ii. cirrosis hepatica, analizando una muestra de sangre de dicho paciente para determinar uno o mas
marcadores de fibrosis en suero,

diagnosticando de esta forma si el paciente padece multiples patologias hepéaticas.

8. Procedimiento para determinar el riesgo de un paciente de padecer una pluralidad de afecciones
hepaticas, que comprende:

a. determinar mediante un ensayo bioquimico niveles de hPG en suero o plasma de un paciente y

b. sobre la base de (a), asignar al paciente un riesgo relativo de una 0 mas patologias hepaticas, en el
que:
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i. un nivel de hPG inferior a 100 pM indica que el paciente tiene un “riesgo bajo” de padecer una o
mas patologias hepaticas;

ii. un nivel de hPG comprendido entre 100 pM y 400 pM indica que un paciente tiene un “riesgo alto”
de padecer cirrosis con o sin cancer de higado, y un “riesgo elevado” de padecer también hepatitis
Cy

iii. un nivel de hPG superior a 400 pM indica que un paciente tiene un riesgo grave de padecer cancer
de higado, cirrosis y hepatitis C;

c. en el que dicho paciente se somete a andlisis opcionalmente utilizando otros medios de diagndstico
para confirmar que dicho paciente no tiene cancer de higado si dicho paciente presenta niveles
inferiores a 100 pM; y

en el que dicho paciente se somete a analisis opcionalmente de forma adicional utilizando otros medios de
diagnostico para detectar cancer de higado y/o hepatitis C si dicho paciente tiene niveles de hPG
comprendidos entre 100 pM y 400 pM.

Se ha descubierto que mientras que los pacientes con una o dos patologias hepaticas pueden mostrar niveles
elevados de progastrina humana (hPG), los pacientes con cancer de higado, hepatitis C y cirrosis muestran
niveles extremadamente elevados de hPG que son mas que meras adiciones a los niveles de hPG mostrados
por pacientes con solo una o dos de estas afecciones. En base a la presente divulgacion, los niveles de hPG en
suero o plasma del paciente pueden utilizarse para asignar un factor de riesgo de padecer una patologia
hepética. Ademas, unos niveles de hPG en suero o plasma excesivos pueden utilizarse para diagnosticar que un
paciente padece cancer de higado, hepatitis C y cirrosis.

Los canceres de higado que pueden diagnosticarse mediante procedimientos de la divulgacion incluyen
canceres de higados primarios (por ejemplo, carcinoma hepatocelular, un cancer que se origina en el higado) y
canceres de higado secundarios.

También se proporcionan procedimientos de diagnéstico en los que se identifica que un paciente padece de
multiples afecciones hepaticas o del higado si se detecta un nivel de progastrina humana (hPG) superior a un
valor umbral (por ejemplo, por lo menos aproximadamente 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 o 750 pM). Dichos
procedimientos también pueden ser Utiles como diagnéstico estandar en poblaciones que tienen una incidencia
superior a la media de una enfermedad hepatica, por ejemplo, en poblaciones consumidoras de drogas o alcohol
0 personas que residen en regiones geogréaficas con incidencias superiores a la media de enfermedades
hepaticas. En consecuencia, también se proporcionan procedimientos para detectar niveles de hPG elevados en
dichas poblaciones.

La presente divulgacion también proporciona procedimientos para asignar a un paciente a un grupo de riesgo de
padecer una pluralidad de patologias hepaticas tales como cancer de higado (por ejemplo, carcinoma
hepatocelular), hepatitis C y cirrosis en base a los niveles de hPG del paciente. Por ejemplo, un primer nivel
umbral de hPG puede indicar que el paciente tiene un "riesgo bajo” de padecer una patologia hepatica; un
segundo nivel umbral de hPG puede indicar que el paciente tiene un “riesgo alto” de padecer una patologia
hepatica; un tercer nivel umbral de hPG puede indicar que el paciente tiene un “riesgo elevado” de padecer una
patologia hepatica; y un cuarto nivel umbral de hPG puede indicar que el paciente tiene un “riesgo grave” de
padecer una patologia hepatica.

Los niveles de hPG cuantificados también pueden utilizarse con biomarcadores adicionales, tales como alfa-
fetoproteina (“AFP”), para ayudar en la identificacion, el diagndstico, la diferenciacion o la asignacién de riesgo
de padecer patologias hepaticas.

Los procedimientos divulgados en el presente documento pueden utilizarse para determinar procedimientos
terapéuticos de actuacion apropiados. En algunos casos es Util cribar pacientes a los que se les ha diagnosticado
ya una patologia hepética para determinar si estan justificadas otras opciones de tratamiento. En consecuencia,
en determinados aspectos, a un paciente al que se le ha diagnosticado previamente una patologia hepatica se le
diagnostica que padece una afeccion hepatica o del higado adicional en base a los niveles de hPG de la muestra
biolégica del paciente. La patologia hepatica previa puede ser hepatitis C, cirrosis o cancer hepatico, tal como
carcinoma hepatocelular. Ventajosamente, unos niveles extremadamente elevados de hPG (por ejemplo,
concentraciones de hPG superiores a 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700 pM) indican que el paciente presenta
todas estas afecciones.

Un paciente cuyos niveles de hPG indican que el paciente presenta una patologia hepatica, o un paciente al que
se le ha diagnosticado previamente una afeccién hepatica y cuyos niveles de hPG son indicativos de méas de una
afeccion hepética, puede someterse a un andlisis adicional para identificar afecciones hepaticas especificas. El
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paciente puede someterse a andlisis para determinar cancer hepatico, hepatitis C o cirrosis hepatica.

Los pacientes a los que se ha identificado que presentan miltiples patologias hepaticas utilizando
procedimientos de la divulgacion pueden tratarse de su afeccion. También puede realizarse un seguimiento de
los niveles de hPG de pacientes que estan sometidos a tratamiento de una patologia hepatica para evaluar la
progresion de la enfermedad y/o la eficacia del tratamiento. Un paciente cuyos niveles de hPG continGian siendo
superiores al valor umbral debe continuar recibiendo tratamiento.

En la puesta en practica de los procedimientos divulgados en el presente documento, el ensayo particular para la
medicidn de niveles de hPG no es critico si el nivel de hPG medido es exacto. En algunas realizaciones, se
utilizan de forma adecuada anticuerpos anti-hPG para medir niveles de hPG. Como se ha indicado, la hPG es
escindida por el cuerpo dando péptidos mas pequefios. Se prefiere que el hPG se detecte y se mida en los
procedimientos de la divulgacién utilizando ensayos que no detecten subproductos del procesamiento de la
progastrina a fin de evitar mediciones de hPG inexactas. Esto puede lograrse utilizando anticuerpos que se unan
a la hPG de longitud completa pero no a péptidos de hPG mas pequefios. Esto puede lograrse también utilizando
dos anticuerpos diferentes que se unen ambos a hPG de longitud completa, pero en la medida que los
anticuerpos se unen a péptidos de hPG mas pequefios, no se unen a los mismos péptidos de hPG mas
pequefios. En dichos ensayos, el Unico producto al que se unen ambos anticuerpos es la hPG de cadena
completa. Por ejemplo, los anticuerpos que se unen a los epitopes C-terminal y N-terminal de hPG permiten la
deteccion y la medicion de hPG de cadena completa sin la deteccion ni la medicion de péptidos de hPG mas
pequefios. Asi, en determinados aspectos, la divulgacion proporciona un procedimiento de diagndstico para un
paciente en el que una muestra biolégica se pone en contacto con un primer anticuerpo que se une a un primer
epitope de hPG, preferentemente a un epitope C-terminal o N-terminal, y un segundo anticuerpo gque se une a un
epitope diferente de hPG, preferentemente un epitope presente en el otro extremo terminal.

En un procedimiento ejemplar que utiliza un anticuerpo anti-hPG para la deteccién y la medicion de hPG, se
identifica que un paciente padece una afeccion multiple hepatica o de higado poniendo en contacto una muestra
del paciente con por lo menos un anticuerpo anti-hPG; y determinando si la muestra tiene una concentracion de
hPG superior a un valor umbral, por ejemplo por lo menos 400, 450, 500, 550 o 600 pM, a menudo 400, 450 o
500 pM, en base a la cantidad de hPG unida al anticuerpo.

Los procedimientos de la divulgacidn incluyen, en general, analizar la muestra bioldgica para determinar niveles
de hPG. La muestra biolégica puede ser plasma o suero. También pueden utilizarse niveles en tejidos; no
obstante, se espera que los niveles de hPG medidos en tejidos difieran de los niveles de hPG encontrados en
suero o0 plasma, pero seran elevados con respecto a un nivel de hPG normal en un paciente cuando dicho
paciente padece patologias hepaticas. Asi, los niveles en tejidos de hPG también pueden utilizarse para realizar
un seguimiento del riesgo de padecer, o del estado de, una patologia hepatica en un paciente. Cuando se utiliza
una muestra de tejido, puede detectarse progastrina utilizando un inmunoensayo que se realiza sobre un extracto
celular o tisular, o se pueden utilizar técnicas inmunohistoquimicas que utilizan un anticuerpo policlonal o
monoclonal marcado con un marcador detectable. Las técnicas inmunohistoquimicas proporcionan una medicion
cualitativa de niveles de progastrina. Los marcadores detectables adecuados incluyen una marca radiactiva (tal
como yodo radiactivo), una marca fluorescente o una marca quimioluminiscente.

En el presente documento también se proporcionan kits de diagndstico. Un kit de diagndstico puede comprender,
por ejemplo, uno o mas anticuerpos de progastrina opcionalmente marcados con un marcador detectable que
pueden utilizarse para cribar, diagnosticar o diferenciar patologias hepaticas. Un kit de diagnéstico puede
contener un primer anticuerpo que tiene afinidad por la region peptidica N-terminal de la hPG y un segundo
anticuerpo que tiene afinidad por un epitope diferente tal como la regién peptidico C-terminal de la hPG. La
presente divulgacion también proporciona kits para llevar a cabo procedimientos de diagnéstico de patologias
hepéaticas, que comprenden un anticuerpo monoclonal anti-hPG N-terminal y un anticuerpo anti-hPG C-terminal
monoclonal o policlonal, cada uno en un recipiente separado, y reactivos adecuados. En algunas realizaciones,
uno de los anticuerpos proporcionados, o0 ambos, esta marcado.

También se proporcionan procedimientos para diagnosticar si un paciente padece multiples afecciones hepaticas
o de higado, en los que un paciente con una concentracion de hPG en sangre de por lo menos aproximadamente
400 pM se identifica que tiene dos 0 mas de las afecciones siguientes: hepatitis C, cancer de higado o cirrosis,
por ejemplo, analizando niveles de hPG en suero o en plasma del paciente utilizando un ensayo bioquimico.
Después de identificar dicho paciente, la patologia hepatica del paciente pude diagnosticarse adicionalmente
utilizando ensayos para determinar hepatitis C, cancer de higado o cirrosis. La hepatitis C puede diagnosticarse
utilizando un ensayo basado en &acidos nucleicos. El cancer de higado puede diagnosticarse utilizando una
técnica de radiografia o de diagnéstico por la imagen (con o sin contraste). La cirrosis hepatica puede
diagnosticarse analizando una muestra de dicho paciente para determinar uno o mas marcadores séricos de
fibrosis que incluyen alfa-2-macroglobulina, haptoglobina, apolipoproteina Al, gamma-glutamil transpeptidasa
(GGT), bilirrubina total y alanina transaminasa (ALT). El paciente puede tener otros marcadores importantes para
un diagnostico, tales como alfa-fetoproteina y/o des-gamma carboxiprotrombina elevadas en suero, y el
procedimiento de diagnéstico o de tratamiento puede comprender adicionalmente una etapa de medicién de
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dichos niveles.

Después del diagnodstico, un paciente puede tratarse de su afeccion o sus afecciones hepaticas utilizando
agentes convencionales, por ejemplo, un paciente con hepatitis C puede tratarse con interferon-alfa-2a pegilado,
interferon-alfa-2b pegilado y/o farmaco virico ribavirina; un paciente con cirrosis puede tratarse con cirugia de
transplante hepatico y tratamiento sintomatico para complicaciones de cirrosis; y un paciente al que se
diagnosticado cancer hepatico puede tratarse con radioterapia y/o quimioterapia.

También puede realizarse un seguimiento a los pacientes utilizando las técnicas de la divulgacion. En un
procedimiento, se realiza un seguimiento del estado patoldgico de un paciente con mdultiples enfermedades
hepaticas o del higado sometiendo al paciente que padece multiples enfermedades hepaticas o del higado y que
tiene una concentracion de hPG en sangre superior a una cantidad umbral a un régimen terapéutico para tratar
dichas enfermedades hepaticas o del higado. Después del tratamiento, se determina si dicho paciente sigue
teniendo una concentracion de hPG en sangre superior a la cantidad umbral, y si este es el caso, se continda
con el régimen terapéutico. Si el paciente ya no tiene una concentraciéon de hPG en sangre superior a la cantidad
umbral, puede realizarse periédicamente un seguimiento de los niveles de hPG del paciente para determinar si
aumentan por encima de dicha cantidad umbral, lo que permite que se reinicie el tratamiento.

También se proporcionan sistemas para diagnosticar el estado de salud hepatico o del higado del paciente. Los
sistemas de la divulgacion comprenden uno o mas de los componentes siguientes: un elemento de entrada que
recibe valores de la concentracion de hPG en sangre del paciente, un procesador configurado para comparar la
concentracion de hPG en sangre del paciente con una concentracion de hPG en sangre de referencia, estando el
procesador configurado para proporcionar un nivel de riesgo para la patologia hepatica del paciente basado
totalmente o parcialmente en la concentracién de hPG en sangre del paciente, y una pantalla configurada para
mostrar el nivel de riesgo de la patologia hepatica. Los sistemas pueden adaptarse de forma que el procesador
proporcione determinaciones del nivel de riesgo bajas, elevadas, altas o graves para una pluralidad de patologias
hepéaticas. El sistema también puede comprender un elemento de entrada para recibir valores de niveles de alfa-
fetoproteina (AFP) del paciente, en el que el procesador esta configurado para comparar el nivel de AFP con un
nivel de AFP de referencia y proporcionar un nivel de riesgo para una patologia hepatica basado en niveles de
hPG y AFP. Los niveles umbrales (i) de hPG y (ii) de hPG y AFP para diferentes grupos de riesgo se divulgan en
el presente documento.

También se proporciona un medio de almacenamiento informatico legible en el que se han almacenado datos
que representan instrucciones ejecutables por un procesador programado para su utilizacion en el diagnéstico
del estado de salud hepético o del higado del paciente, comprendiendo el medio de almacenamiento
instrucciones para comparar la concentracion de hPG en sangre del paciente con una concentracion de hPG en
sangre de referencia y proporcionar un nivel de riesgo para la patologia hepatica del paciente basado, totalmente
o parcialmente, en la concentracion de hPG en sangre del paciente. El medio puede proporcionar niveles de
riesgo, por ejemplo, determinaciones de un nivel de riesgo bajo, elevado, alto o grave para una pluralidad de
patologias hepaticas. El medio también puede comprender datos para comparar un nivel de AFP en sangre del
paciente con un nivel de referencia para proporcionar determinaciones del nivel de riesgo. Los niveles umbrales
(i) de hPG y (ii) de hPG y AFP para diferentes grupos de riesgo se divulgan en el presente documento.

5. Breve descripcion de las figuras

La figura 1 proporciona secuencias de aminoacidos de preprogastrina (en las que el péptido sefal esta
subrayado), progastrina y productos del procesamiento de la progastrina, incluidos Gazs, Gzs-Gly, Gi17, G17-Gly
y el péptido flanqueante C-terminal, CTFP.

La figura 2 proporciona un diagrama de barras de valores de hPG indicativos de determinadas patologias
hepéticas.

Las figuras 3A-3L proporcionan secuencias de polipéptidos, y los polinucleétidos correspondientes, de
cadenas VH y VL para anticuerpos monoclonales anti-hPG murinos ejemplares.

La figura 3A muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:16) y polipéptidos (SEC ID NO:12)
para MAb3 anti-hPG y la figura 3B muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:17) y
polipéptidos (SEC ID NO:13) para MAb3 anti-hPG.

La figura 3C muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:18) y de polipéptidos (SEC ID
NO:14) para MAb4 anti-hPG y la figura 3D muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:19) y
de polipéptidos (SEC ID NO:15) para MAb4 anti-hPG.

La figura 3E muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:67) y de polipéptidos (SEC ID
NO:59) para MAb8 anti-hPG vy la figura 3F muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:71) y
de polipéptidos (SEC ID NO:63) para MAb8 anti-hPG.
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La figura 3G muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:68) y de polipéptidos (SEC ID
NO:60) para MAb13 anti-hPG y la figura 3H muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:72)
y de polipéptidos (SEC ID NO:74) para MAb13 anti-hPG.

La figura 3l muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:69) y de polipéptidos (SEC ID
NO:61) para MAb16 anti-hPG y la figura 3J muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:73)
y de polipéptidos (SEC ID NO:65) para MAb16 anti-hPG.

La figura 3K muestra la cadena VH murina de polinucleétidos (SEC ID NO:70) y de polipéptidos (SEC ID
NO:62) para MAb19 anti-hPG y la figura 3L muestra la cadena VL murina de polinucleétidos (SEC ID NO:74)
y de polipéptidos (SEC ID NO:66) para MAb19 anti-hPG.

Las figuras 4A-4Z proporcionan secuencias de polipéptidos de cadenas VH y VL para anticuerpos
monoclonales anti-hPG humanos ejemplares.

La figura 4A muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:21) para MAb3 anti-hPG y la figura
4B muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:22) para MAb3 anti-hPG.

La figura 4C muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:23) para MAb4 anti-hPG vy la figura
4D muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:24) para MAb4 anti-hPG.

La figura 4E muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:75) para MAb8(a) anti-hPG vy la
figura 4F muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:76) para MAb8(a) anti-hPG.

La figura 4G muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:77) para MAb8(b) anti-hPG y la
figura 4H muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:78) para MAb8(b) anti-hPG.

La figura 4] muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:79) para MAb8(c) anti-hPG vy la figura
4J muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:76) para MAb8(c) anti-hPG.

La figura 4K muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:80) para MAb13(a) anti-hPG vy la
figura 4L muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:81) para MAb13(a) anti-hPG.

La figura 4M muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:82) para MAb13(b) anti-hPG vy la
figura 4N muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:83) para MAb13(b) anti-hPG.

La figura 40 muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:84) para MAb16(a) anti-hPG y la
figura 4P muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:85) para MAb16(a) anti-hPG.

La figura 4Q muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:86) para MAb16(b) anti-hPG vy la
figura 4R muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:87) para MAb16(b) anti-hPG.

La figura 4S muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:88) para MAb16(c) anti-hPG y la
figura 4T muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:89) para MAb16(c) anti-hPG.

La figura 4U muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:90) para MAb19(a) anti-hPG y la
figura 4V muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:91) para MAb19(a) anti-hPG.

La figura 4W muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:92) para MAb19(b) anti-hPG vy la
figura 4X muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:93) para MAb19(b) anti-hPG.

La figura 4Y muestra la cadena VH humana de polipéptidos (SEC ID NO:94) para MAb19(c) anti-hPG y la
figura 4Z muestra la cadena VL humana de polipéptidos (SEC ID NO:95) para MAb19(c) anti-hPG.

6. Descripcion detallada
6.1. Definiciones

A menos que se indique lo contrario, esta previsto que los términos siguientes tengan sus significados ordinarios,
gue se comentan a continuacion en el contexto de la presente divulgacion:

La "progastrina humana" o "hPG" es un polipéptido con la secuencia de aminoéacidos identificada como SEC ID
NO:20. Tal como se utiliza en el presente documento, la definicion de hPG comprende el producto proteico
primario del gen de la gastrina; es decir, preprogastrina sin el péptido sefial o el prepéptido. Véase Rehfeld et al.
(2004) Regulatory Peptides 120(1-3):177-183. La hPG consiste en tres regiones bien definidas divididas por dos
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sitios de escision d-Arg. En consecuencia, a menos que se defina de otra forma, la hPG consiste en los
productos del procesamiento de la preprogastrina que conservan los dos sitios d-Arg. La hPG no incluye las
"gastrinas," es decir, Gzs y Gi7, pero puede comprender, por ejemplo, truncados cortos (hasta 1, 2, 3, 4 0 5
aminoacidos) o variantes de hPG que conservan los dos sitios d-Arg localizados en, o aproximadamente en,
36/37 y 73/74. Véase la figura 1.

"Marcador biolégico" o "biomarcador" significa una caracteristica que se mide y se evallUa objetivamente como un
indicador de procesos bioldgicos normales, procesos patoldgicos o respuestas farmacolégicas a una intervencion
terapéutica.

Un "ensayo tipo sandwich" se refiere a un tipo especifico de inmunoensayo que puede utilizarse para cuantificar
la cantidad de un compuesto que interactia con una muestra. El ensayo tipo sandwich se denomina de esta
forma debido a que el antigeno de la muestra se une entre un anticuerpo de captura y un anticuerpo de
deteccion o de referencia. En el ensayo tipo sandwich de la divulgacion, la progastrina humana se une entre
anticuerpos anti-hPG. El ensayo proporciona una cuantificacion de hPG, pero no de precursores o productos de
la misma, proporcionando de esta forma una medida mas exacta de la concentracion de hPG. Ventajosamente,
los anticuerpos de la divulgacion dirigidos contra las regiones N-terminal o C-terminal de progastrina son también
especificos para la progastrina por separado. Es, por lo tanto, menos probable que los fragmentos de
procesamiento de progastrina mas pequefios actien como competidores de un anticuerpo o del otro, sesgando
de esta forma, posiblemente, los resultados del ensayo.

"Sujeto” o "paciente" se usan indistintamente en el presente documento, y se refiere a un vertebrado,
preferentemente un mamifero, mas preferentemente un ser humano.

Un "anticuerpo” o "Ab" se refiere a una molécula de inmunoglobulina que se une especificamente a, 0 es
inmunolégicamente reactiva con, un antigeno particular, e incluye formas policlonales, monoclonales, obtenidas
mediante ingenieria genética o modificadas de otra forma de anticuerpos, incluidos, pero sin limitacion,
anticuerpos quiméricos, anticuerpos humanizados y fragmentos de union a antigeno de anticuerpos, incluidos,
por ejemplo, los fragmentos Fab', F(ab'),, Fab, Fv, rlgG y scFv. En diversas realizaciones, los anticuerpos
monoclonales anti-hPG comprenden la totalidad, o una porcién, de una regién constante de un anticuerpo. En
algunas realizaciones, la region constante es un isotipo seleccionado de entre: IgA (por ejemplo, IgA; o IgA),
IgD, IgE, IgG (por ejemplo, IgG1, 1gG2, IgGs 0 1gG4) y IgM. Los anticuerpos (incluidos anticuerpos monoclonales)
pueden generarse a partir de una cualquiera de diversas especies, incluidas, pero sin limitacion, ratén, conejo,
rata, cerdo, cobaya, pollo, burro, caballo, camello y llama.

Tal como se utiliza en el presente documento, un anticuerpo es “altamente especifico para” hPG si se une a
progastrina de longitud completa pero no se une de ninguna forma a CTFP, a gastrina amidada o a gastrina
extendida con glicina, y “especifico para hPG” o un “anticuerpo que se une especificamente a hPG” si muestra
una union por lo menos aproximadamente 5 veces superior a hPG que a CTFE y los otros productos del gen de
la gastrina, medida en ensayos de union estandar. Un ensayo ELISA que puede utilizarse para evaluar la
especificidad de un anticuerpo anti-hPG particular se proporciona en el ejemplo 4.

Dichos anticuerpos anti-hPG especificos (denominados en el presente documento "anticuerpos anti-hPG")
pueden ser policlonales ("PAb anti-hPG") o monoclonales ("MAb anti-hPG"), aunque para aplicaciones
terapéuticos y, en algunos casos, aplicaciones de diagndstico u otras aplicaciones in vitro, se prefieren
anticuerpos monoclonales.

La expresion “anticuerpo monoclonal”, tal como se utiliza en el presente documento, no esta limitada a
anticuerpos producidos mediante tecnologia de hibridoma. Un anticuerpo monoclonal se deriva de un unico clon,
incluido cualquier clon eucariotico, procariético o de fago, por cualquier medio disponible o conocido en la
técnica. Pueden prepararse anticuerpos monoclonales Utiles con la presente divulgacion utilizando una amplia
diversidad de técnicas conocidas en la técnica que incluyen la utilizacién de tecnologias de hibridoma,
recombinantes y de presentacién en fagos, o una combinaciéon de las mismas. En muchas utilizaciones de la
presente divulgacion, incluidas aplicaciones in vivo de los anticuerpos monoclonales anti-hPG en seres humanos
y ensayos de deteccién in vitro, pueden utilizarse de forma adecuada anticuerpos quiméricos, primatizados,
humanizados o humanos.

El término "scFVv" se refiere a un anticuerpo Fv monocatenario en el que los dominios variables de la cadena
pesada y la cadena ligera de un anticuerpo tradicional se han unido para formar una cadena.

Las referencias a "VH" se refieren a la region variable de una cadena pesada de inmunoglobulina de un
anticuerpo, que incluye la cadena pesada de un Fv, scFv o Fab. Las referencias a "VL" se refieren a la region
variable de una cadena ligera de inmunoglobulina, que incluye la cadena ligera de un Fv, scFv, dsFv o Fab. Los
anticuerpos (Ab) y las inmunoglobulinas (Ig) son glicoproteinas que tienen las mismas caracteristicas
estructurales. Mientras que los anticuerpos muestran una especifidad de unién a una diana especifica, las
inmunoglobulinas incluyen tanto anticuerpos como otras moléculas similares a anticuerpos que carecen de
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especificidad por la diana. Los anticuerpos nativos y las inmunoglobulinas nativas son generalmente
glicoproteinas heterotetraméricas de aproximadamente 150.000 Daltons, compuestas por dos cadenas ligeras
(L) idénticas y dos cadenas pesadas (H) idénticas. Cada una de las cadenas pesadas tiene en un extremo un
dominio variable (VH) seguido por una serie de dominios constantes. Cada una de las cadenas ligeras tiene un
dominio variable en un extremo (VL) y un dominio constante en su otro extremo.

Los anticuerpos monoclonales anti-hPG de la divulgacion comprende "regiones determinantes de la
complementariedad (CDR)". Las CDR se conocen también como regiones hipervariables tanto en los dominios
variables de cadena ligera como de cadena pesada. Las porciones mas altamente conservadas de dominios
variables se denominan el marco estructural (FR). Como se conoce en la técnica, la posicion/el limite de
aminoacidos que delinean una regién hipervariable de un anticuerpo puede variar, en funcién del contexto y las
diversas definiciones conocidas en la técnica. Algunas posiciones dentro de un dominio variable pueden
observarse como posiciones hipervariables hibridas, pudiendo considerarse que estas posiciones estan dentro
de una regioén hipervariable bajo una serie de criterios mientras que se considera que estan fuera de una regién
hipervariable bajo una serie diferente de criterios. Una 0 méas de estas posiciones también pueden encontrarse
en regiones hipervariables extendidas. La divulgacién proporciona anticuerpos que comprenden modificaciones
en estas posiciones hipervariables hibridas. Los dominios variables de cadenas ligera y pesada nativas
comprenden cada uno cuatro regiones FR, que adoptan ampliamente una configuracion de lamina 3, conectadas
mediante tres CDR, que forman bucles que conectan, y en algunos casos forman parte de, la estructura de
lamina . Las CDR de cada cadena se mantienen juntas en una proximidad cercana mediante las regiones FR y,
con las CDR de la otra cadena, contribuyen a la formacién del sitio de unién a diana de anticuerpos (véase Kabat
et al., Sequences of Proteins of Immunological Interest, National Institute of Health, Bethesda, Md. 1987).

El término "epitope” se refiere a cualquier porcion (determinante) de una proteina que es capaz de provocar una
respuesta inmunitaria y que se une especificamente a un anticuerpo. Los determinantes de epitopes consisten
habitualmente en agrupaciones de moléculas superficiales activas tales como cadenas laterales de aminoacidos
o de GAG vy tienen generalmente caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como
caracteristicas de carga especificas. Se dice que dos anticuerpos se unen a sustancialmente el mismo epitope
de una proteina (o el epitope solapante de una proteina) si las mutaciones de aminoacidos de la proteina que
reducen o eliminan la union de un anticuerpo también reducen o eliminan la unién del otro anticuerpo, y/o si los
anticuerpos compiten por la union a la proteina, es decir, la unién de un anticuerpo a la proteina reduce o elimina
la unién del otro anticuerpo. La determinacion de si dos anticuerpos se unen sustancialmente al mismo epitope
se realiza mediante los procedimientos conocidos en la técnica, tales como un ensayo de competencia. Al
realizar un estudio de competencia de anticuerpos entre un anticuerpo de control (por ejemplo, uno de los
anticuerpos anti-progastrina descritos en el presente documento) y cualquier anticuerpo de ensayo, se puede
marcar en primer lugar el anticuerpo de control con una marca detectable, tal como una marca de biotina, una
marca de enzimatica, una marca radiactiva o una marca fluorescente para permitir la subsiguiente identificacion.
Un anticuerpo de ensayo (sin marcar) que se une a sustancialmente el mismo epitope que el anticuerpo de
control (marcado) deberia ser capaz de bloquear la unién del anticuerpo de control y, de esta forma, deberia
reducir la unién del anticuerpo de control.

Un "ensayo especifico para hPG" o un "ensayo especifico para progastrina humana" se refiere a un ensayo que
distingue la hPG de longitud completa de la CTFP y los otros productos del gen de la gastrina. En el contexto de
un ensayo de diagnéstico basado en anticuerpo, un ensayo especifico para hPG puede utilizar un anticuerpo que
se une especificamente a hPG. Como alternativa, un ensayo especifico para hPG puede utilizar dos anticuerpos
que se unen ambos a hPG de longitud completa pero, por el contrario, no se unen ambos a los mismos
productos del gen de la gastrina, de forma que la hPG sea la Unica molécula producida por el gen de la gastrina
gque se reconoce por parte de ambos anticuerpos. Por ejemplo, pueden utilizarse anticuerpos que se unen a
epitopes C-terminales y N-terminales de la hPG en un ensayo que distingue la hPG de otros péptidos del gen de
la gastrina.

Con respecto a la utilizacién del término cancer, se debe indicar que en pacientes en los que las células del
tumor primario (original) se han liberado y han migrado a otra ubicacién dentro del cuerpo, normalmente a través
de la linfa o la sangre, por medio de un proceso denominado "metastasis”, para formar otro tumor metastasico (o
secundario), el tumor secundario o0 metastasico es normalmente del mismo tipo que el tumor original,
independientemente de su nueva ubicacion, de modo que la enfermedad se denomina cancer metastasico, y no
cancer del tejido residente nuevo. Por ejemplo, el cancer pancreatico que se ha extendido al higado es cancer
pancreatico metastasico, no cancer de higado. En consecuencia, un carcinoma hepatocelular metastasico se
refiere a un cancer originado en el higado y que se ha metastatizado a otro sitio. El cancer de higado secundario
(es decir, cancer metastasico de una fuente que no es el higado que se ha metastatizado al higado) también
puede diagnosticarse en base a niveles excesivos de hPG. Por ejemplo, un cancer colorrectal que se ha
metastatizado (es decir, cancer colorrectal metastasico) al higado es una forma de cancer de higado secundario.
En otras palabras, el cancer de higado es detectable utilizando niveles de hPG en suero, plasma o tejido tanto en
canceres de higado primarios como secundarios.

6.2. Niveles de progastrina y patologias hepéticas
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Se considera generalmente que los niveles de progastrina normales son inferiores a de 20 a 50 pM,
encontrandose normalmente entre 0 y 5 pM. La presente divulgacion demuestra que pacientes con multiples
patologias hepaticas pueden mostrar niveles de progastrina humana (hPG) elevados y que pacientes con cancer
de higado, hepatitis C y cirrosis muestran niveles extremadamente elevados de hPG.

La figura 2 ilustra graficamente niveles de hPG en pacientes con una o mas patologias hepaticas determinados
mediante un ensayo tipo sandwich de ELISA utilizando anticuerpos anti-hPG. Las uniones exteriores de areas en
recuadros indican del 25° al 75° porcentil. Los filamentos indican del 5° al 95° porcentil. Las lineas individuales
representan la mediana. Los puntos indican valores atipicos. La tabla siguiente resume datos del 5° al 95°
porcentil:

Tabla 1
Niveles de progastrina (pM) en pacientes con patologias hepaticas (5°-95° porcentil)
Céancer de higado Cirrosis
0a 100 (20) 10 a 700 (90)
Céncer de higado y hepatitis C | Cancer de higado, hepatitis C y cirrosis
10 a 500 (50) 150 a 2000 (1300-1400)
"Los valores en paréntesis indican niveles de hPG promedio

Sobre la base de lo anterior, los niveles de hPG superiores a 50 pM o 100 pM pueden ser indicativos de una o
mas patologias hepaticas. Los niveles de hPG de por lo menos aproximadamente 400 pM, 500 pM o 600 pM
son, en particular, diagnésticamente significativos dado que son muy indicativos de mudltiples patologias
hepaticas, en particular la presencia de cancer de higado y de cirrosis, cancer de higado y hepatitis C, y cancer
de higado, cirrosis y hepatitis C.

Se ha encontrado que los niveles en plasma para pacientes con solo hepatitis C son similares a pacientes sanos
en un estudio que mide niveles de progastrina totales (es decir, niveles de progastrina de longitud completa y
productos de escision). Véase Konturek et al., 2003, Scand J Gastroenterol 6:643-647. Se espera que los niveles
de progastrina de longitud completa solo en pacientes con hepatitis C sean muy reducidos.

Los niveles de progastrina pueden utilizarse para asignar una puntuacion de riesgo y una probabilidad de riesgo
patoldgico correspondiente. Para un ejemplo de un modelo para asignar un riesgo de mortalidad en pacientes
con enfermedad hepatica en un estadio terminal, véase Kamath et al. (2001) Hepatology 33(2):464-70.

Utilizando datos empiricos que correlacionan niveles de progastrina determinados con estados patolégicos
hepaticos, pueden derivarse una puntuacion y una probabilidad de riesgo de enfermedad asociado de los niveles
de biomarcadores, tales como progastrina y opcionalmente otros biomarcadores. La probabilidad de riesgo de
enfermedad puede describirse cualitativamente utilizando cuatro grupos de riesgo: riesgo bajo, riesgo elevado,
riesgo alto y riesgo grave.

Los niveles de riesgo a los que se refiere la presente divulgacion tienen los significados siguientes:

0 "Riesgo bajo" significa que los niveles de marcador(es) bioldgico(s) del paciente no indican la presencia de
una patologia hepatica dada.

o "Riesgo elevado" significa que los niveles de marcador(es) biolégico(s) del paciente indican un riesgo
aumentado de padecer una patologia hepatica dada. El riesgo es de tal magnitud que es necesario un
analisis adicional.

0 "Riesgo alto" significa que los niveles de marcador(es) bioldgico(s) del paciente indican un riesgo muy
aumentado de padecer una patologia hepatica dada. El riesgo es de tal magnitud que se requiere un analisis
adicional. Un diagnostico tentativo basado en la especificidad de los marcadores hioldgicos puede estar
justificado.

o "Riesgo grave" significa que los niveles de marcador(es) bioldgico(s) del paciente son claramente
anormales e indican una patologia subyacente. Puede realizarse un diagnostico, sujeto a la especificidad del
marcador o los marcadores biol4gicos.

Los pacientes que tienen niveles de progastrina en suero o plasma inferiores a de 0 pM a 100 pM tienen un
riesgo bajo de un diagndstico tanto de cancer de higado, por ejemplo, carcinoma hepatocelular, como de cirrosis,
como un riesgo extremadamente bajo de un diagnéstico de la totalidad de las tres patologias: cancer de higado,
cirrosis y hepatitis C. Los pacientes con niveles normales en suero o plasma de progastrina (por ejemplo, de 0 a
5 pM) o niveles ligeramente elevados (de hasta 100 pM) pueden tener, no obstante, cancer de higado. En
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consecuencia, es aconsejable someter adicionalmente a analisis a un paciente con niveles en suero o plasma de
hPG de 100 pM o inferiores para determinar si tiene cancer de higado.

Los pacientes que tienen niveles de progastrina en suero o plasma de entre 100 pM y 400 pM es improbable que
tengan cancer de higado sin otras patologias hepaticas. Dichos pacientes tienen un riesgo alto de tener cirrosis
(con o sin cancer de higado) y un riesgo elevado de tener hepatitis C adicionalmente. Los pacientes que tienen
niveles de progastrina en suero o plasma superiores a 400 pM tienen un riesgo grave de tener cancer de higado,
hepatitis C y cirrosis.

La relacién entre los niveles de hPG de un paciente y el estado patolégico del higado puede utilizarse en una
diversidad de procedimientos de diagndstico. Los procedimientos de diagnéstico suponen generalmente
comparar niveles de hPG en una muestra de un paciente con un valor normal de hPG, por ejemplo los niveles de
hPG de un individuo sano o un grupo de individuos sanos. Si los niveles de hPG son elevados, el nivel elevado
se correlaciona con una patologia hepatica probable, por ejemplo sobre la base de las asignaciones de riesgo
proporcionadas anteriormente. Dichos procedimientos incluyen opcionalmente una etapa en la que un paciente
proporciona una muestra de un fluido corporal. El fluido corporal puede analizarse después para determinar los
niveles de hPG, preferentemente mediante un ensayo bioquimico.

En determinadas aplicaciones, puede utilizarse un analisis del nivel del paciente de un marcador de cancer
conjuntamente con el nivel de hPG del paciente para aumentar la especificidad de un marcador de cancer de
higado en un paciente, o para asignar una puntuacion de riesgo y una probabilidad de riesgo de enfermedad
correspondiente. Un marcador secundario preferido es alfa-fetoproteina (AFP). La AFP en suero, un antigeno de
glicoproteina especifico fetal, es el marcador de tumores mas ampliamente utilizado para detectar pacientes con
cancer de higado, por ejemplo carcinoma hepatocelular. La sensibilidad de la AFP para detector carcinoma
hepatocelular comunicada varia ampliamente tanto en poblaciones positivas al virus de la hepatitis B (VHB)
como negativas al VHB, lo que se puede atribuir a un solapamiento entre disefios de estudio de cribado y de
diagnostico. Cuando se utiliza la AFP para cribar poblaciones de riesgo alto, se ha informado de una sensibilidad
del 39% al 97%, una especificidad del 76% al 95% y un valor predictivo positivo (PPV) del 9% al 32%. La AFP no
es especifica del cancer de higado. Las valoraciones también aumentan en hepatitis aguda o cronica, en el
embarazo y en presencia de tumores de células germinales.

La tabla siguiente indica el riesgo relativo de una patologia hepatica dada sobre la base de niveles de hPG junto
con niveles de AFP. La asignacion de riesgo relativo sobre la base de niveles tanto de hPG como de AFP
proporciona un ensayo mas sensible y exacto para patologias hepaticas que sobre la base de AFP solo.

Tabla 2

Riesgo relativo de padecer patologias hepaticas a niveles de progastrina y AFP determinados

Nivel de progastrina
0-100 pM 100-400 pM > 400 pM
° 0 pMa 50 pM - - ++
S 51 pM a 250 pM - + +++
2% | 251pMa500pM + ++ ++t
P 501 pM a 750pM ++ +++ +++

- = riesgo bajo, + = riesgo elevado, ++ = riesgo alto, +++ = riesgo grave

Otros marcadores secundarios que pueden utilizarse junto con progastrina incluyen antigenos oncofetales,
antigenos de glicoproteina, enzimas e isoenzimas, marcadores génicos y citocinas que se correlacionan con el
cancer de higado. Los marcadores secundarios adecuados adicionales incluyen glipicano-3, gamma-glutamil
transferasa ll, alfa-I-fucosidasa, factor de crecimiento transformante-beta-1, factor especifico especifico de tumor,
gamma-glutamil transferasa ARNm, factor de crecimiento endotelial vascular, interleucina-8 y variantes de los
mismos. Se describen marcadores ejemplares en Zhou et al. (2006) World Journal of Gastroenterology
12(8):1175-1181.

Las patologias hepaticas pueden confirmarse mediante técnicas estandar conocidas en la técnica. Por ejemplo,
pueden confirmarse canceres de higado, tales como carcinoma hepatocelular, mediante radiografia o una
técnica de diagnéstico por la imagen tal como MRI, con o sin biopsia y con o sin cuantificacion de un marcador
sanguineo tal como AFP. La hepatitis C puede confirmarse mediante cuantificacion de particulas viricas en
sangre, mediante analisis de niveles de fibrosis utilizando ultrasonidos, utilizando un ensayo basado en acidos
nucleicos y/o mediante fibroscan. La cirrosis puede confirmarse mediante diagnoéstico utilizando ultrasonidos con
0 sin biopsia y/o detectando marcadores en suero de fibrosis. También pueden utilizarse otras técnicas.

6.3. Procedimientos de medicién de niveles de progastrina

Los procedimientos de la presente divulgacion diagnostican una o mas patologias hepaticas y/o asignan riesgos
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de padecer una patologia hepatica sobre la base de los niveles de hPG del paciente. Pueden medirse niveles de
progastrina en plasma y suero utilizando cualquier técnica analitica conocida. Dichas técnicas incluyen, pero sin
limitacion: ELISA, ELISA tipo sandwich, inmunotrasferencia (inmunotransferencia Western), inmunoprecipitacion,
tecnologia de BIACORE vy similares, asi como ensayos basados en una propiedad de la proteina que incluye,
pero sin limitacion, actividad enzimatica o interaccion con otros asociados proteicos. Para inmunoensayos puede
utilizarse una clase preferida de ensayos, uno o mas anticuerpos anti-progastrina (anti-PG) de la divulgacion
(policlonales o monoclonales y neutralizantes 0 no neutralizantes).

Los ensayos preferidos detectan especificamente progastrina en lugar de otros productos génicos de gastrina,
incluidos productos de degradacién. Los ensayos tipo sandwich proporcionan dicha especificidad para la
deteccion de progastrina en lugar de otros subproductos génicos de gastrina, proporcionando de esta forma una
medida mas exacta de niveles de progastrina en suero. Los anticuerpos de inmunoensayo preferidos unen a
antigeno/epitope que comprende una region terminal Gnica a progastrina. Por ejemplo, en algunas realizaciones,
la progastrina se detecta utilizando un ELISA tipo sandwich con un anticuerpo anti-PG dirigido al extremo N-
terminal de progastrina y un segundo anticuerpo anti-PG dirigido al extremo C de progastrina. Los anticuerpos
ejemplares se abordan mas adelante en la seccion 6.4, y se divulga seguidamente una técnica tipo "sandwich"
general para la medicién de niveles de progastrina utilizando anticuerpos anti-PG.

Se prepara una superficie, tal como los pocillos de una placa de 96 pocillos, a la que se une una cantidad
conocida de un primer anticuerpo, de “captura”, a progastrina. El anticuerpo de captura puede ser, por ejemplo,
un anticuerpo anti-PG que se une al extremo C-terminal o N-terminal de progastrina. Después del bloqueo, se
aplica una muestra de ensayo a la superficie, operacion seguida de un periodo de incubacion. La superficie se
lava después para eliminar el antigeno no unido y se aplica una solucién que contiene un segundo anticuerpo de
"deteccién" a progastrina. El anticuerpo de deteccién puede ser cualquiera de los anticuerpos monoclonales anti-
PG descritos en el presente documento, siempre que el anticuerpo de deteccion se una a un epitope diferente
del anticuerpo de captura. Por ejemplo, si el anticuerpo de captura se une a la regién peptidica C-terminal de
progastrina, entonces un anticuerpo de deteccidén adecuado seria uno que se una a la region peptidica N-
terminal de progastrina. Los niveles de progastrina pueden detectarse después o bien directamente (si, por
ejemplo, el anticuerpo de deteccion esta conjugado a una marca detectable) o bien indirectamente (a través de
un anticuerpo secundario marcado que se une al anticuerpo anti-PG de deteccion).

En una realizacion especifica, los niveles de progastrina humana (hPG) se miden a partir de una muestra de
ensayo hioldgica tal como se describe en el ejemplo 1.

Se han generado curvas de caracteristicas de operacion del receptor (ROC) sobre la base de niveles de hPG en
plasma determinados mediante ensayo tipo sandwich y estas demuestran que la mediciéon de niveles de hPG
proporciona un ensayo diagndsticamente Util para distinguir entre pacientes con una o mas patologias hepaticas
y pacientes que tienen otros canceres y/o individuos sanos.

Los anticuerpos ejemplares para los procedimientos basados en anticuerpos de medicion de niveles de hPG se
divulgan en la seccion siguiente.

6.4. Anticuerpos anti-hPG

Un inmunoensayo para medir niveles de hPG puede utilizar uno o mas anticuerpos anti-hPG policlonales o
monoclonales o un fragmento de unién a antigeno de los mismos.

Pueden utilizarse diversos procedimientos conocidos en la técnica para la produccién de anticuerpos policlonales
de hPG. En una realizacién particular, pueden obtenerse anticuerpos policlonales de conejo. Para la produccion
de anticuerpos pueden inmunizarse diversos animales huéspedes mediante inyeccién con hPG, incluidos, pero
sin limitacién, conejos, ratones, ratas, etc. Pueden utilizarse diversos coadyuvantes para aumentar la respuesta
inmunolégica, dependiendo de las especies huéspedes, que incluyen, pero sin limitacién, adyuvante de Freund
(completo e incompleto), geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias tensioactivas tales como
lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos, emulsiones en aceite, hemocianinas de lapa californiana y
dinitrofenoles.

En los procedimientos de la divulgacion se utilizan preferentemente anticuerpos monoclonales. Pueden
obtenerse anticuerpos monoclonales, que son poblaciones homogéneas de anticuerpos para un antigeno
particular mediante cualquier técnica que proporcione la producciéon de moléculas de anticuerpos por medio de
lineas celulares continuas en cultivo. Estas incluyen, pero sin limitacién, la técnica de hibridoma de Kohler y
Milstein, la técnica de hibridoma de linfocito B y la técnica de hibridoma de EBV. Véase, por ejemplo, Kohler y
Milstein (1975) Nature 256:495-497; Kozbor et al. (1983) Immunology Today 4:72; Cole et al. (1985) paginas 77-
96 en Reisfeld y Sell (1985) Monoclonal Antibodies and Myeloma Therapy Liss; Coligan (1991) Current Protocols
in Immunology Lippincott; Harlow y Lane; Antibodies: A Laboratory Manual (1988) CSH Press; y Goding (1986)
Monoclonal Antibodies: Principles and Practice (22 ed.) Academic Press. Dichos anticuerpos pueden ser de
cualquier clase de inmunoglobulina que incluye IgG, IgM, IgE, IgA, IgD y cualquier subclase de las mismas.
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Recientemente se ha descubierto que, por lo menos para anticuerpos anti-hPG monoclonales, la selecciéon del
antigeno utilizado para obtener los anticuerpos anti-hPG puede ser importante (véase la solicitud internacional N°
PCT/EP2010/006329, presentada el 15 de octubre de 2010 y la solicitud de Estados Unidos N° 12/906.041,
presentada el 15 de octubre de 2010, que se denominan en adelante en el presente documento las solicitudes
'329 y '041, respectivamente). Como se divulga en las solicitudes '329 y '041, no todos los antigenos derivados
de hPG estimulan la produccion de anticuerpos monoclonales que se unen especificamente a hPG en
condiciones fisiolégicas. De hecho, determinados antigenos que se han utilizado para obtener exitosamente
anticuerpos anti-hPG policlonales, tales como hPG recombinante de longitud completa (véase, por ejemplo, el
documento WO 08/076454 de Singh) y un péptido correspondiente a los diez ultimos aminoacidos del extremo C-
terminal de la hPG (véase el documento WO 07/135542 de Hollande et al.) no consiguieron generar anticuerpos
monoclonales.

En una realizacion preferida, pueden utilizarse anticuerpos especificos para epitopes C-terminales y N-terminales
para detectar y medir niveles de hPG con especificidad, lo que significa que solo se detecta hPG de longitud
completa. Como se indica en las solicitudes '329 y '041, se ha identificado que las secuencias N-terminal y C-
terminal antigénicas dentro de la secuencia de hPG se pueden utilizar para generar anticuerpos monoclonales
que se unen especificamente a hPG. Es interesante destacar que la secuencia antigénica no precisa estar
limitada a regiones de la secuencia de hPG que son Unicas para ella. Los antigenos peptidicos que tienen
regiones de secuencia en comin con otros productos del gen de la gastrina, por ejemplo Gi7, Gss y CTFP,
proporcionan anticuerpos monoclonales que no solo se unen a la hPG, sino que se unen a la misma
especificamente.

Los anticuerpos anti-hPG que pueden obtenerse utilizando un antigeno peptidico que tiene una secuencia
correspondiente a una region N-terminal de hPG y/o que se une a una region N-terminal de hPG se denominan
en el presente documento "anticuerpos anti-PG N-terminales". Una regién antigénica ejemplar de hPG que
puede utilizarse para construir un inmunégeno adecuado para obtener anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales especificos para hPG corresponde a los residuos 1 a 14 de hPG: SWKPRSQQPDAPLG (SEC ID
NO:25). En la Tabla 3A, a continuacion, y la seccion de Ejemplos, se proporcionan inmundgenos ejemplares
Utiles para obtener anticuerpos anti-hPG N-terminales, asi como secuencias CDR y VH y VL de anticuerpos
monoclonales anti-hPG N-terminales, obtenidos con estos inmunégenos ejemplares:
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Los anticuerpos anti-hPG que pueden obtenerse utilizando un antigeno peptidico que tiene una secuencia
correspondiente a una region C-terminal de hPG y/o que se une a una region C-terminal de hPG se denominan
en el presente documento "anticuerpos anti-PG C-terminales”. Una region antigénica ejemplar especifica que
puede utilizarse para construir un inmunoégeno Util para obtener anticuerpos anti-hPG C-terminales tanto
policlonales como  monoclonales corresponde a los residuos 55 a 80 de hPG:
QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN (SEC ID NO:27). En la Tabla 3B, a continuacion, y la seccién de
Ejemplos, se proporcionan inmundgenos ejemplares Utiles para obtener anticuerpos anti-hPG C-terminales, asi
como secuencias CDR y VH y VL de anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales, obtenidos con estos
inmundgenos ejemplares:
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Los epitopes especificos unidos por los anticuerpos monoclonales anti-hPG ejemplares MAb1-MAb23
proporcionados en las tablas 4A y 4B se mapearon utilizando la técnica SPOT y barrido de alanita, tal como se
describe por Laune et al. (2002) J. Immunol. Methods 267:53-70 y Laune (1997) J. Biol. Chem. 272:30937-
30944, respectivamente (véase también el ejemplo 6 de la solicitud '329).

En la técnica SPOT, secuencias peptidicas de 15 aminoacidos que abarcan un epitope putativo se generan y se
disponen en una membrana de nitrocelulosa que se sondea después con el anticuerpo de ensayo para
determinar la secuencia de epitope minima reconocida por el anticuerpo. El barrido de alanina se utiliza para
determinar residuos dentro de un epitope que son criticos para la unién al anticuerpo. Cada residuo dentro de un
epitope putativo se muta, uno a uno, a una alanita, y los péptidos que contienen alanina se verifican después con
el anticuerpo de ensayo.

Para anticuerpos monoclonales anti-hPG N-terminales MAb N° 1-4 y 15-20, los epitopes comprenden por lo
menos las secuencias siguientes: DAPLG (SEC ID NO:28), PDAPLG (SEC ID NO:29), PRSQQPD (SEC ID
NO:30), WKPRSQQPD (SEC ID NO:31) o WKPRSQQPDAPLG (SEC ID NO:32), tal como se muestra en la tabla
4A, a continuacion.

Tabla 4A

Antigeno de péptido PG: .

MAb N° SWKPRSOOPDAPLG SEC ID NO:
MAb2 WKPRSQQPDAPLG 32
MAb4 WKPRSQQPDAPLG 32
MAb1 PDAPLG 29
MAb3 DAPLG 28
MAb17 WKPRSQQPD 31
MAb18 WKPRSQQPD 31
MAb19 WKPRSQQPD 31
MAb20 WKPRSQQPD 31
MAb15 PRSQQPD 30
MAb16 PRSQQPD 30

Para anticuerpos monoclonales anti-hPG C-terminales MAb N° 5-7, 9-12, 14 y 21-23, los epitopes comprenden
por lo menos las secuencias siguientes: FGRR (SEC ID NO:33), MDFGR (SEC ID NO:34), AEDEN (SEC ID
NO:35) y GWMDFGRR (SEC ID NO:36), como se muestra en la tabla 4B, a continuacion.

Tabla 4B
Antigeno de péptido PG: .
o

MAb N QGPWLEEEEEAYGWMDFGRRSAEDEN SEC 1D NO:
MAb14 GWMDFGRR 36
MADb11 MDFGR 34
MAb5 FGRR 33
MAb6 FGRR 33
MAb7 FGRR 33
MAb9 FGRR 33
MADb10 FGRR..E 33
MAb12 FGRR 33
MAb23 AEDEN 35

Los experimentos de mapeo del epitope revelan que MAb2 y MAb4 anti-hPG se unen al mismo epitope; MAbl y
MAb3 anti-hPG se unen aproximadamente al mismo epitope; MAb17, MAb18, MAb19 y MADb20 se unen
aproximadamente al mismo epitope; MAb15 y MAb16 se unen aproximadamente al mismo epitope; MAb5,
MAb6, MAb7, MAb9 y MAb12 anti-hPG se unen aproximadamente al mismo epitope y se unen aproximadamente
al mismo epitope que MAb10 anti-hPG; y MAb11l y MAb14 anti-hPG se unen aproxidamente al mismo epitope.

Realizaciones especificas de anticuerpos anti-PG N-terminales Utiles en los procedimientos y kits descritos en el
presente documento incluyen anticuerpos que se unen a un epitope que incluye residuos 10 a 14 de hPG (SEC
ID NO:28), residuos 9 a 14 de hPG (SEC ID NO:29), residuos 4 a 10 de hPG (SEC ID NO:30), residuos 2 a 10 de
hPG (SEC ID NO:31) o residuos 2 a 14 de hPG (SEC ID NO:32).

Realizaciones especificas de anticuerpos anti-PG C-terminales Utiles en los procedimientos y kits descritos en el
presente documento incluyen anticuerpos que se unen a un epitope que incluye residuos 71 a 74 de hPG (SEC
ID NO:33), residuos 69 a 73 de hPG (SEC ID NO:34), residuos 76 a 80 de hPG (SEC ID NO:35) o residuos 67 a
74 de hPG (SEC ID NO:36).

Los anticuerpos N-terminales y C-terminales anti-hPG (tiles en los procedimientos y kits divulgados en el
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presente documento, ademas de los proporcionados en las tablas 4A y 4B, pueden identificarse en ensayos de
unién competitivos con los MAb 1-23 ejemplares, o con otros anticuerpos de referencia que se unen a epitopes
N-terminales o C-terminales, tal como se describird con mas detalle en una seccion posterior.

Varios de los hibridomas Utiles para obtener los anticuerpos se depositaron el 6 de octubre de 2010 en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) de acuerdo con el Tratado de Budapest. Los
nombres designados de los hibridomas productores de MAb1-23 anti-hPG y los nimeros de registro de depdsito
de estos hibridomas depositados se proporcionan en las tablas 4A y 4B. Ademas, para varios de los anticuerpos,
se han determinado las secuencias de aminoacidos de sus cadenas pesadas variables (VH), cadenas ligeras
variables (VL), regiones determinantes de complementariedad (CDR) de VL y CDR de VH. Estas secuencias de
aminoacidos y la nomenclatura abreviada utilizada para referenciarlas a lo largo de la divulgacién, se
proporcionan también en las tablas 4A y 4B. Brevemente, los dominios variables de cadena pesada y ligera
murinos se denominan en el presente documento mVH y mVL seguidos por el nimero del anticuerpo monoclonal
correspondiente, por ejemplo mVH.3 y mVL.3 para las cadenas pesada variable y ligera variable de MAb3 anti-
hPG, respectivamente. De forma similar, los dominios variables de cadena pesada y ligera humanos se
denominan en el presente documento hVH y hVL seguido por el numero del anticuerpo monoclonal
correspondiente. Las tres CDR de cadena pesada variable y las tres CDR de cadena ligera variable se
denominan VH CDR 1, 2 0 3, y VL CDR 1, 2 o 3, respectivamente, seguida por el nimero del anticuerpo
monoclonal anti-hPG especifico. Por ejemplo, VH CDR 1 de MAb3 se denomina VH CDR 1.3 y VL CDR 1 de
MAb3 se denomina VL CDR 1.3. VH CDR 2 de MAb3 se denomina VH CDR 2.3 y VL CDR 2 de MADb3 se
denomina VL CDR 2.3.

Se espera que las CDR correspondientes y/o cadenas VH y VL de anticuerpos monoclonales anti-hPG que se
unen aproximadamente a los mismos epitopes puedan intercambiarse para proporcionar nuevos anticuerpos
monoclonales anti-hPG (tiles en los procedimientos y los kits descritos en el presente documento. Por ejemplo,
como se ha indicado anteriormente, los anticuerpos monoclonales anti-hPG ejemplares MAb5 y MAb6 se unen al
mismo epitope. Un anticuerpo monoclonal anti-hPG puede disefiarse de modo que incluya, en su cadena VL,
diversas combinaciones de las CDR de VL de estos dos anticuerpos, y/o en su cadena VH diversas
combinaciones de las CDR de VH de estos dos anticuerpos. Como ejemplo especifico no limitante para ilustrar
las diversas combinaciones posibles, dicho anticuerpo podria incluir en su cadena VL, CDR 1y 2 de MAb5 (VL
CDR 1.5y VL CDR 2.5, respectivamente) y CDR 3 de MAb6 (VL CDR 3.6), y en su cadena VH, CDR 1 de MAb6
(VH CDR 1.6) y CDR 2 y 3 de MAb5 (VH CDR 2.5 y VH CDR 3.5, respectivamente). Las secuencias de
aminoacidos de CDR de anticuerpos producidos por hibridomas que se han depositado pueden obtenerse
utilizando medios convencionales. Véase, por ejemplo, Coligan (1996) Current Protocols in Immunology, Vol. 3,
Nueva York: John Wiley and Sons.

Con referencia a la tabla 3A, realizaciones especificas de anticuerpos anti-hPG N-terminales Utiles en los
procedimientos y kits descritos en el presente documento incluyen, pero sin limitacién, los siguientes:

(a) anticuerpos que tienen CDR de VL que corresponde en secuencia a las CDR de VL de MAbl, MAb2,
MAb3, MAb4, MAb15, MAb16, MAb17, MAb18, MAb19 o MAb20, y CDR de VH que corresponde en
secuencia a las CDR de VH de MAb1, MAb2, MAb3, MAb4, MAb15, MAb16, MAb17, MAb19, MAb19 o
MADb20;

(b) anticuerpos que tienen CDR de VL y CDR de VH que corresponden en secuencia a las CDR de VL y de
VH de MAb1, MAb2, MAb3, MAb4, MAb15, MAb16, MAb17, MAb18, MAb19 o MAb20;

(c) anticuerpos en los que:

(i) VL CDR1 se selecciona de entre QSIVHSNGNTY ("VL CDR 1.3"; SEC ID NO:4), QSLVHSSGVTY
("VL CDR 1.4"; SEC ID NO:10), QSLLDSDGKTY ("VL CDR 1.16"; SEC ID NO:50) y SQHRTYT (“VL
CDR 1.19"; SEC ID NO:51);

(i) VL CDR2 se selecciona de entre KVS ("VL CDR 2.3"y ("VL CDR 2.4"; SEC ID NO:5), LVS ("VL CDR
2.16"; SEC ID NO:53) y VKKDGSH ("VL CDR 2.19"; SEC ID NO:54);

(i) VL CDR3 se selecciona de entre FQGSHVPFT ("VL CDR 3.3"; SEC ID NO:6), SQSTHVPPT ("VL
CDR 3.4"; SEC ID NO:11), WQGTHSPYT ("VL CDR 3.16"; SEC ID NO:57) y GVGDAIKGQSVFV
("VL CDR 3.19"; SEC ID NO:58);

(iv) VH CDR1 se selecciona de entre GYIFTSYW ("VH CDR 1.3"; SEC ID NO:1), GYTFSSSW ("VH CDR
1.4"; SEC ID NO:7), GYTFTSYY ("VH CDR 1.16"; SEC ID NO:39) y GYSITSDYA ("VH CDR 1.19%
SEC ID NO:40);

(v) VH CDR2 se selecciona de entre FYPGNSDS ("VH CDR 2.3"; SEC ID NO:2), FLPGSGST ("VH CDR
2.4"; SEC ID NO:8), INPSNGGT ("VH CDR 2.16"; SEC ID NO:43) y ISFSGYT ("VH CDR 2.19"; SEC
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ID NO:44); y

(vi) VH CDRS3 se selecciona de entre TRRDSPQY ("VH CDR 3.3"; SEC ID NO:3), ATDGNYDWFAY ("VH
CDR 3.4" SEC ID NO:9), TRGGYYPFDY ("VH CDR 3.16"; SEC ID NO:47) y AREVNYGDSYHFDY
("VH CDR 3.19"; SEC ID NO:48);

anticuerpos que tienen una VL que corresponde en secuencia a la VL de MAbl, MAb2, MAb3, MAb4,
MAb15, MAb16, MAb17, MAb18, MAb19 o MADb20 y una VH que corresponde en secuencia a la VH de
MAb1, MAb2, MAb3, MAb4, MAb15, MAb16, MAb17, MAb18, MAb19 or MAb20; y

anticuerpos que tienen una VL y una VH que corresponde en secuencia a la VL y la VH de MAb1, MADb2,
MAb3, MAb4, MAb15, MAb16, MAb17, MAb18, MAb19 o MADb20.

Con referencia a la tabla 3B, realizaciones especificas de anticuerpos anti-hPG C-terminales (tiles en los
procedimientos y kits descritos en el presente documento incluyes, pero sin limitacién, los siguientes:

()

~

(9

(h)

@

0

Como

anticuerpos que tienen CDR de VL que corresponden en secuencia a las CDR de VL de MAb5, MAb6,
MAb7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb11l, MAb12, MAb13, MAbl14, MAb21, MAb22 o MAb23 y CDR de VH
que corresponden en secuencia a las CDR de VH de MBb5, MAb6, MAb7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb11,
MAb12, MAb13, MAbl14, MAb21, MAb22 0 MAb23;

anticuerpos que tienen CDR de VL y CDR de VH que corresponden en secuencia a las CDR de VL y de
VH de MAb5, MAb6, MAb7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb11, MAb12, MAb13, MAb14, MAb21, MAb22 o
MADb23;

anticuerpos en los que:

(i) VL CDR1 se selecciona de entre KSLRHTKGITF ("VL CDR 1.8"; SEC ID NO:49) y QSLLDSDGKTY
("VL CDR 1.13"; SEC ID NO:50);

(i) VL CDR2 se selecciona de entre QMS ("VL CDR 2.8"; SEC ID NO:52) y LVS ("VL CDR 2.13"; SEC
ID NO:53);

(i) VL CDR3 se selecciona de entre AQNLELPLT ("VL CDR 3.8"; SEC ID NO:55) y WQGTHFPQT ("VL
CDR 3.13"; SEC ID NO:56);

(iv) VH CDR1 se selecciona de entre GFTFTTYA ("VH CDR 1.8"; SEC ID NO:37) y GFIFSSYG ("VH
CDR 1.13"; SEC ID NO:38);

(v) VH CDR2 se selecciona de entre ISSGGTYT ("VH CDR 2.8"; SEC ID NO:41) y INTFGDRT ("VH
CDR 2.13"; SEC ID NO:42); y

(vi) VH CDRS3 se selecciona de entre ATQGNYSLDF ("VH CDR 3.8"; SEC ID NO:45) y ARGTGTY ("VH
CDR 3.13"; SEC ID NO:46);

anticuerpos que tienen una VL que correponde en secuencia a la VL de MAb5, MAb6, MAb7, MADS,
MADb9, MAb10, MAb11, MAb12, MAb13, MAb14, MAb21, MAb22 o MAb23 y una VH que corresponde en
secuencia a la VH de MAb5, MAb6, MAb7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb11l, MAb12, MAb13, MAb14,
MAb21, MAb22 o0 MAb23; y

anticuerpos que tienen una VL y una VH que corresponde en secuencia a la VL y la VH que corresponde
en secuencia a la VL y la VH de MAb5, MAb6, MAb7, MAb8, MAb9, MAb10, MAb1l, MAb12, MAb13,
MAb14, MAb21, MAb22 o MAb23.

se indica en las tablas 4A y 4B, se han identificado diversos anticuerpos anti-hPG monoclonales N-

terminales y C-terminales. Todos estos anticuerpos son especificos de hPG y todos menos MAb14 muestran
actividad neutralizante en células cancerosas colorrectales. Aunque la actividad neutralizante puede ser
importante para aplicaciones terapéuticas, no es necesaria para los fines de diagndstico de la presente
divulgacion. Asi, los anticuerpos tanto no neutralizantes como neutralizantes que se unen especificamente a hPG
son Utiles para los diversos procedimientos de diagnéstico descritos en el presente documento.

La afinidad de un anticuerpo anti-hPG no es critica para los procedimientos de diagnéstico de la divulgacion,
pero los anticuerpos con una afinidad elevada mejoran la sensibilidad en la detecciéon de progastrina. Ademas,
los anticuerpos con afinidad elevada son necesarios para aplicaciones terapéuticas. En consecuencia, pueden
existir ventajas en la utilizacion de anticuerpos que muestran afinidades de por lo menos aproximadamente 1 nM;
por ejemplo una afinidad de por lo menos aproximadamente 90 nM, 80 nM, 70 nM, 60 nM, 50 nM, 40 nM, 30 nM,
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20 nM, 15 nM, 10 nM, 7 nM, 6 nM, 5 nM, 4 nM, 3 nM, 2 nM, 1 nM, 0,1 nM, 0,01 nM, 0,001 nM o incluso
superiores.

Las afinidades medidas de los anticuerpos monoclonales anti-hPG identificados en las tablas 4A y 4B varian de
10° a 102 M, tal como se indica en la tabla 5:

Tabla 5

Anticuerpo monoclonal Constante de afinidad medida K p (M)

MADb 1 anti-hPG

2,5 UM (2,5 x 10° M)

MADb 2 anti-hPG

185 nM (1,85 x 107" M)

MADb 3 anti-hPG

6,4 nM (6,4 x 10° M)

MAb 4 anti-hPG

3,56nM (3,5 x 10° M)

MAb 5 anti-hPG

13 pM (1,30 x 107" M)

MADb 6 anti-hPG

0,6 nM (6,38 x 10™° M)

MADb 7 anti-hPG

58 pM (5,84 x 10 M)

MADb 8 anti-hPG

0,1 nM (1,08 x 10™ M)

MAb 10 anti-hPG

3,6 NM (3,62 x 10 M)

MAb 11 anti-hPG

0,3nM (3,12 x 10™° M)

MAD 12 anti-hPG

0,4 nM (4,43 x 10™° M)

MAD 13 anti-hPG

0,6 nM (6,12 x 10™° M)

MAb 14 anti-hPG

6,8 pM (6,86 x 10> M)

MAb 15 anti-hPG

0,2nM (2,11 x 10™° M)

MAb 16 anti-hPG

0,2nM (2,78 x 10™° M)

MAD 17 anti-hPG

8,3 nM (8,29 x 10° M)

MAD 18 anti-hPG

1,2 nM (1,24 x 10° M)

MAb 19 anti-hPG

0,7 nM (7,79 x 10™° M)

MAb 20 anti-hPG

0,2 nM (2,47 x 10™° M)

MAb 21 anti-hPG

3,9nM (3,90 x 10 M)

MAD 22 anti-hPG

5nM (4,94 x 10° M)

MAD 23 anti-hPG

0,4 UM (3,99 x 107 M)

Un anticuerpo monoclonal anti-hPG que tiene una afinidad especialmente adaptada a una aplicacion deseada
particular puede seleccionarse facilmente de entre estos, o generarse o disefiarse utilizando los diversos
inmundgenos, secuencias de region determinante de la complementariedad (CDR), secuencias de cadena
pesada variable (VH) y ligera variable (VL) de anticuerpos anti-hPG descritos en el presente documento. La
afinidad de cualquier anticuerpo monoclonal anti-PG particular puede determinarse utilizando técnicas bien
conocidas en la técnica o descritas en la presente documento, tales como, por ejemplo, ELISA, calorimetria de
valoracion isotérmica (ITC), BlAcore o ensayos de polarizacion fluorescente. Se proporciona un ensayo
especifico en el ejemplo 5.

Como se reconocera por parte de los expertos, los anticuerpos anti-hPG que tienen propiedades de unidn
especificas, tales como la capacidad a unirse a un epitope especifico de interés, pueden obtenerse facilmente
utilizando los diversos antigenos e inmundgenos descritos en el presente documento y evaluando su capacidad
para competir por la unién a hPG con un anticuerpo de referencia de interés. Puede utilizarse cualquiera de los
anticuerpos anti-hPG descritos en el presente documento como anticuerpos de referencia en dicho ensayo de
competencia. Un ensayo especifico Util para evaluar la capacidad de un anticuerpo para competir por la unién a
hPG con un anticuerpo anti-hPG de referencia biotinilado de interés se proporciona en el ejemplo 6.

En la realizacién de un estudio de competencia de anticuerpos entre un anticuerpo anti-hPG de referencia y
cualquier anticuerpo de ensayo (independientemente de especies 0 isotipos), se puede marcar en primer lugar la
referencia con una marca detectable bien directamente, tal como, por ejemplo, un radioisétopo o fluoréforo, o
indirectamente, tal como, por ejemplo, biotina (detectable por medio de la union con estreptavidina marcada
fluorescentemente) o una enzima (detectable por medio de una reaccidon enzimatica), para permitir la
identificacion subsiguiente. En este caso, un anticuerpo anti-hPG de referencia marcado (en concentraciones
fijas o crecientes) se incuba con una cantidad conocida de hPG, formando un complejo de anticuerpo anti-hPG
marcado con hPG. El anticuerpo de ensayo no marcado se afiade después al complejo. La intensidad de la
marca complejada se mide. Si el anticuerpo de ensayo compite con el anticuerpo anti-hPG de referencia
marcado por hPG mediante unién a un epitope solapante, la intensidad de la marca complejada se reducira con
respecto al experimento de control llevado a cabo en ausencia del anticuerpo de ensayo.

Se conocen numerosos procedimientos para llevar a cabo ensayos de competencia de union y pueden adaptarse
para proporcionar resultados comparables al ensayo descrito anteriormente y en el ejemplo 6.

Se considera que un anticuerpo compite por la unién a hPG con un anticuerpo anti-hPG de referencia, y asi se
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considera que se une aproximadamente al mismo epitope de hPG, o a uno solapante, que el anticuerpo anti-hPG
de referencia, si reduce la union del anticuerpo anti-hPG de referencia a hPG en un ensayo de unién competitiva,
y especificamente el ensayo de unién competitiva del ejemplo 6, en por lo menos el 50%, a una concentracién de
anticuerpo de ensayo en el intervalo de 0,01 a 100 pg/ml (por ejemplo, 0,01 pg/ml, 0,08 pg/ml, 0,4 pug/ml, 2 pg/mi,
10 pg/ml, 50 pg/ml o 100 pg/ml u otra concentracién dentro del intervalo indicado), aunque pueden ser deseables
niveles superiores de reduccioén, por ejemplo del 60%, 70%, 80%, 90% o incluso el 100%.

Como se apreciara por parte de los expertos, los anticuerpos anti-hPG Utiles en los procedimientos de
diagnostico pueden tener cualquier origen, incluido, por ejemplo, mamifero (por ejemplo, humano, primate,
roedor, cabra o conejo), no mamifero, quimérico en naturaleza (derivado de mas de una especie de origen) y/o
injertado con CDR (por ejemplo, humanizado).

Los procedimientos para humanizar anticuerpos, incluidos procedimientos para diseflar anticuerpos
humanizados, son bien conocidos en la técnica. Véase, por ejemplo, Lefranc et al. (2003) Dev. Comp. Immunol.
27:55-77; Lefranc et al. (2009) Nucl. Acids Res. 37:D1006-1012; Lefranc (2008) Mol. Biotechnol. 40:101-111;
Riechmann et al. (1988) Nature 332:323-7; documentos de patente de Estados Unidos N° 5.530.101, 5.585.089,
5.693.761, 5.693.762 y 6.180.370 de Queen et al.; el documento EP239400; la publicacion PCT WO 91/09967; la
patente de Estados Unidos N° 5.225.539; documento EP592106; documento EP519596; Padlan (1991) Mol.
Immunol. 28:489-498; Studnicka et al. (1994) Prot. Eng. 7:805-814; Roguska et al. (1994) Proc. Natl. Acad. Sci.
91:969-973; y la patente de Estados Unidos N° 5.565.332.

Las versiones humanizadas de anticuerpos que tienen secuencias de CDR correspondientes a las CDR de
anticuerpos anti-hPG no humanos, incluidos a modo de ejemplo y no de limitacion los diversos anticuerpos
monoclonales anti-hPG N-terminales proporcionados en la tabla 3A y los diversos anticuerpos monoclonales anti-
hPG C-terminales proporcionados en la tabla 3B, pueden obtenerse utilizado estos procedimientos bien
conocidos. Las secuencias proyectadas para cadenas VL y VH humanizadas de anticuerpos anti-hPG
seleccionados se proporcionan en las tablas 3A y 3B. Pueden utilizarse anticuerpos tanto murinos como
humanizados para fines de diagnéstico de la divulgacion. Los ejemplos especificos de anticuerpos humanizados
incluyen anticuerpos que comprenden:

(a) cualquiera de las tres CDR de VL y cualquiera de las tres CDR de VH divulgadas en el presente
documento;

(b) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde a
la SEC ID NO:21 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que corresponde a la SEC ID NO:22;

(c) una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos que corresponde a
la SEC ID NO:23 y una region variable de cadena ligera que comprende una secuencia de aminoacidos
que corresponde a la SEC ID NO:24;

(d) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en la SEC ID NO:75, 77 y 79 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID
NO:76 y 78;

(e

~

una region variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en la SEC ID NO:80 y 82 y una regién variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID
NO:81y 83;

(f) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en la SEC ID NO:84, 86 y 88 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID
NO:85, 87 y 89;

(g) una regién variable de cadena pesada que comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de
entre el grupo que consiste en la SEC ID NO:90, 92 y 94 y una region variable de cadena ligera que
comprende una secuencia de aminodacidos seleccionada de entre el grupo que consiste en la SEC ID
NO:91, 93y 95;

Los anticuerpos y fragmentos de anticuerpos monoclonales anti-hPG utilizados en los procedimientos de la
presente divulgaciéon pueden estar derivados, por ejemplo modificados o conjugados a otras moléculas.

En determinadas realizaciones, los anticuerpos anti-PG o fragmentos de los mismos estan conjugados a un
agente de diagnéstico. La deteccion de una hPG unida a un anticuerpo anti-PG puede facilitarse acoplando el
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anticuerpo a una sustancia que pueda detectarse directamente o indirectamente. Los ejemplos de sustancias
detectables incluyen diversas enzimas, grupos prostéticos, materiales fluorescentes, materiales luminiscentes,
materiales bioluminiscentes, materiales radiactivos, metales emisores de positrones que utilizan diversas
tomografias de emisién de positrones y iones metalicos paramagnéticos no radiactivos.

La sustancia detectable puede acoplarse o conjugarse o bien directamente al anticuerpo (o fragmento del mismo)
0 bien indirectamente, a través de un intermedio (tal como, por ejemplo, un enlazador conocido en la técnica)
utilizando técnicas conocidas en la técnica.

Los ejemplos de enzimas adecuadas incluyen peroxidasa de rabano picante, fosfatasa alcalina, beta-
galactosidasa o acetilcolinesterasa. Se conocen en la técnica sustratos bioluminiscentes, quimioluminiscentes y/o
cromogénicos para estas enzimas. Por ejemplo, cuando la enzima es alcalina fosfatasa, el sustrato puede incluir
sustratos quimioluminiscentes tales como AMPPD® (3-(2'-espiroadamantano)-4-metoxi-4-(3"-fosforiloxi)fenil-1,2-
dioxetano), CDP-star® (4-c|0ro-3-(met0xiespiro{l,2-dioxetan0-3,2'-(5-c|oro)triciclo[3.3.1.13'7]decan}-4-
ifenilfosfato de disodio) y CSPD® (3-(4-metoxiespiro{l,2-dioxetano-3,2-(5'-cloro)triciclo[3.3.1.13,7]decan}-4-
ilffenilfosfato de disodio); sustratos cromogénicos tales como fosfato de p-nitrofenilo, fosfato de 5-bromo-4-cloro-
3-indolilo (BCIP), cloruro de 4-nitroazul de tetrazolio (NBT) y yodo-nitro-tetrazolio (INT) y similares.

En la solicitud de patente de Estados Unidos N° 4.741.900 se divulgan ejemplos de iones metalicos que pueden
conjugarse con anticuerpos anti-hPG para su uso en los procedimientos de diagnéstico de la divulgacion. Los
ejemplos de complejos de grupos prostéticos adecuados incluyen estreptavidina/biotina y avidita/biotina. Los
ejemplos de materiales fluorescentes adecuados incluyen umbeliferota, fluoresceina, isotiocianato de
fluoresceina, rodamina, diclorotriazinilamina-fluoresceina, cloruro de dansilo o ficoeritrina. Un ejemplo de un
material luminiscente es el luminol. Los ejemplos de materiales bioluminiscentes incluyen luciferasa, luciferina y
acuorina. Los ejemplos de material radiactivo adecuado incluyen *?°I, *!1, **in o0 *°Tc.

Los procedimientos de anticuerpos de acoplamiento para sustratos detectables son conocidos en la técnica. Se
describen técnicas tipicas por Kennedy et al., (1976) Clin. Chim. Acta 70:1-31); Schurs et al. (1977) Clin. Chim
Acta 81:1-40; Antibodies: A Laboratory Manual Harlow y Lane, eds., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1988)
at ch. 9; Bioconjugate Techniques, Hermanson, Academic Press (2008).

También pueden unirse anticuerpos a soportes sélidos, que son particularmente Utiles para inmunoensayos o
purificacién de hPG. Dichos soportes sélidos incluyen, pero no estan limitados a, vidrio, celulosa, poliacrilamida,
nailon, poliestireno, poli(cloruro de vinilo) o polipropileno.

Aunque los diversos anticuerpos anti-hPG utiles en los procedimientos y kits descritos en el presente documento
se han ejemplificado con anticuerpos de longitud completa, los expertos apreciardn que también pueden
utilizarse fragmentos de union, o anticuerpos subrogados disefiados o derivados a partir de anticuerpos de
longitud completa o fragmentos de union. Los fragmentos, subrogados, etc., adecuados incluyen, pero sin
limitacion, fragmentos Fab', F(ab"),, Fab, Fv, vigG, scFv y surrobodies.

6.5. Kits

En un aspecto de la divulgacion, se proporcionan kits para su utilizacion en aplicaciones de diagndstico y de
investigacion tal como se ha sugerido anteriormente. En algunas realizaciones, se proporciona un kit que
comprende anticuerpos anti-hPG y reactivos necesarios para detectar y/o cuantificar hPG en una muestra y este
puede incluir reactivos de ensayo y tampones. Adicionalmente los kits pueden incluir materiales de instruccion
gue contienen instrucciones (por ejemplo protocolos) para la puesta en practica de procedimientos de
diagnostico. Mientras que los materiales de instruccién comprenden normalmente materiales escritos o impresos,
no estan limitados a los mismos. Se contempla en la presente invencién un medio capaz de almacenar dichas
instrucciones y comunicarlas a un usuario final. Dichos medios incluyen, pero sin limitacién, medios de
almacenamiento electronicos (por ejemplo, discos magnéticos, cintas, cartuchos, chips), medios oOpticos (por
ejemplo, CD ROM) y similares. Dichos medios pueden incluir direcciones de sitios de Internet que proporcionan
dichos materiales de instruccion.

Los kits pueden adaptarse para el diagnéstico o el cribado de pacientes a los que se ha diagnosticado ya una o
mas afecciones. Por ejemplo, el kit puede contener materiales de instruccion para pacientes a los que se ha
diagnosticado hepatitis C, de forma que pueda realizarse un diagnéstico de patologias hepaticas adicionales
basado en niveles de hPG. Los materiales también pueden estar dirigidos a pacientes a los que se ha
diagnosticado otras afecciones hepaticas tales como cirrosis y/o cancer de higado. Los kits también pueden
adaptarse para el cribado de poblaciones de alto riesgo, incluidas poblaciones en las que son mas prevalentes la
hepatitis C u otras patologias hepaticas.

6.6. Procedimientos automaticos y ejecucién de los mismos

En algunas realizaciones de la divulgacion, el procedimiento de diagndstico o de determinacion de un riesgo
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indicado de padecer una pluralidad de patologias hepaticas se ejecuta en su totalidad o en parte por una
maquina. Por ejemplo, el procedimiento puede ponerse en practica mediante una unidad de diagnostico que
comprende una entrada para una muestra de sangre. La muestra de sangre se manipula después por la maquina
para producir un nivel de progastrina. Dicha manipulaciéon puede incluir la unién de progastrina en la muestra de
sangre con uno 0 mas anticuerpos. La muestra de progastrina-anticuerpo puede comprender un marcador
detectable. La medicion del marcador detectable proporciona unos datos de salida que puede transmitirse a una
pantalla. Como alternativa, los datos de salida pueden correlacionarse mediante un ordenador segun el nivel de
progastrina con multiples patologias hepaticas. En otra realizacién, los datos de salida puede compararse con un
valor umbral de hPG, por ejemplo 400, 450, 500, 550, 600, 650 o 700 pM. Si el nivel de hPG determinado es
superior al umbral, se realiza un diagnéstico de multiples patologias hepaticas.

El ordenador puede comprender, ademas, una base de datos de informacion estadistica o experimental. La
informacién puede utilizarse para correlacionar el nivel de progastrina cuantificado y datos adicionales que
pueden introducirse por un usuario para proporcionar un diagndéstico o una indicacién del riesgo de padecer una
pluralidad de patologias hepaticas con mas detalle y exactitud. La base de datos también puede comprender
informacién tal como un tratamiento recomendado u opciones de diagnostico adicionales. En consecuencia, los
procedimientos de la divulgacion pueden ponerse en practica en forma de un procedimiento de diagndstico
médico informatizado. Los sistemas automaticos de ejemplo Utiles para llevar a cabo los diagndsticos de ensayo
de la presente divulgacion incluyen los descritos en las patentes de Estados Unidos N° 6.063.026, 6.063.340 y
7.381.370.

En general, dichos sistemas automaticos pueden comprender uno o mas de los siguientes: unidades de entrada
de sangre o muestra, unidades de manipulacién de sangre o muestra, unidades de deteccién de hPG y/o
marcadores de hPG, una CPU con almacenamiento para una o mas bases de datos, una pantalla y/o unidad de
comunicacion, o unidades que combinan la funcionalidad de una cualquiera de las unidades previas. Las
unidades se han integrado para recibir una muestra, procesar la muestra utilizando reactivos para proporcionar
un marcador detectable indicativo de niveles de hPG, detectar el nivel del marcador, correlacionar el nivel del
marcador con un nivel de hPG y proporcionar una salida de la informacion, es decir, el nivel de hPG determinado
y opcionalmente un diagnéstico basado en el nivel de hPG determinado. Las unidades también pueden
integrarse con una CPU y bases de datos para proporcionar informacién adicional tal como un diagnéstico de
cancer de higado, hepatitis C, cirrosis o una combinacion de los mismos sobre la base del nivel de hPG
determinado e informacion adicional opcional proporcionada por el ensayo automatico o introducida por un
usuario. En algunos aspectos, las unidades pueden integrarse con procedimientos no automaticos. Por ejemplo,
un procedimiento parcialmente automatizado puede comprender unidades para recibir y manipular una muestra.
La muestra manipulada puede remitirse después para su analisis por medio de un procedimiento no
automatizado.

7. Ejemplos
Ejemplo 1: Cuantificacién de progastrina en plasma

Se recubren placas de microvaloraciéon de 96 pocillos con entre 0,5 y 10 pg/ml de un anticuerpo anti-hPG C-
terminal, por ejemplo un anticuerpo policlonal anti-hPG C-terminal de conejo, y después se incuban durante toda
la noche. Las placas se lavan después tres veces en PBS-Tween (0,05%) y se bloquean con lecha secada no
grasa al 2% (p/v) en PBS-Tween (0,05%). Por separado, se preparan muestras de ensayo, muestras de control
(muestras en blanco o negativas a PG en suero o plasma), y entre aproximadamente 5 pM (0,5 x 10 M) y
aproximadamente 0,1 nM (lxlo’10 M) de un patron de referencia de hPG (hPG liofilizado diluido en plasma o
suero negativo a PG) en un diluyente apropiado (por ejemplo, PBS-Tween al 0,05%). Las muestras se incuban
en las placas recubiertas entre 2 y 4 horas a 37 °C, o como alternativa entre 12 y 16 horas a 21 °C. Después de
la incubacioén, las placas se lavan tres veces con PBS-Tween (0,05%) y se incuban con entre 0,001 y 0,1 pg/ml
de un anticuerpo monoclonal anti-hPG N-terminal tal como se describe en el presente documento, se acoplan a
peroxidasa de rabano picante (HRP) (Nakane et al., 1974, J. Histochem. Cytochem. 22(12):1084-1091) durante
30 minutos a 21 °C. Las placas se lavan después tres veces en PBS-Tween (0,05%) y se afiade sustrato HRP
durante 15 minutos a 21 °C. La reaccion se detiene mediante la adicion de 100 ul de acido sulfirico 0,5 M y se
lleva a cabo una medicion optica a 405 nm. Los niveles de hPG en la muestra se determinan mediante
comparacién con una curva estandar construida a partir de las mediciones derivadas a partir del patron de
referencia de hPG.

Se conocen otros ensayos de competencia, que pueden adaptarse para proporcionar resultados comparables al
ensayo descrito anteriormente.

Ejemplo 2: Identificacién de un riesgo incrementado de padecer, o un diagnostico de, una 0 mas
patologias hepaticas, en un paciente

Un paciente del que se sospecha que padece una patologia hepatica, 0 un paciente que se estd sometiendo a
cribado, por ejemplo un cribado realizado como parte de un examen fisico rutinario, proporciona una muestra
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biolégica tal como plasma, suero o sangre. Los niveles de progastrina se cuantifican, por ejemplo, como se
muestra en el ejemplo 1, para producir un valor numérico que corresponde a una concentracién de progastrina
en la muestra de sangre. En los procedimientos de la divulgacion, el valor numérico se encuentra generalmente
entre el 1% y el 5% (o menos) del valor numérico de progastrina verdadero, dado que se utilizan ensayos
especificos para progastrina y no sus precursores o productos. Este valor numérico se compara después con un
listado de patologias hepaticas asociado con niveles de progastrina dentro de un intervalo definido. En otras
palabras, se comparan niveles de progastrina indicativos de determinadas patologias hepaticas con el valor
numeérico cuantificado. Determinados subintervalos pueden indicar niveles diferentes de riesgo. Por ejemplo, un
nivel bajo pero elevado de progastrina puede indicar un riesgo moderado de padecer una o mas patologias,
mientras que un nivel alto de progastrina puede indicar un riesgo alto de padecer una 0 mas patologias. El nivel
puede compararse con un valor umbral, produciendo de esta forma un resultado de ensayo positivo 0 negativo.
Opcionalmente, puede analizarse un segundo biomarcador para confirmar un diagndéstico o una indicacion. Por
ejemplo, de un paciente que presenta un riesgo moderado de padecer una patologia hepatica, pero no un riesgo
alto, puede analizarse un segundo biomarcador. Si el segundo biomarcador también indica la misma patologia
hepatica, entonces es mas probable que sea exacto un diagnostico de esta patologia. Los medios para
determinar niveles de progastrina pueden proporcionarse en un kit. El kit también puede proporcionar datos
estadisticos o de otro tipo que correlacionan niveles de progastrina con una o mas patologias, en particular
patologias hepaticas, y opcionalmente complementados mediante uno o mas biomarcadores adicionales.

Los pacientes a los que se ha diagnosticado ya una patologia hepatica también pueden someterse a un analisis
de hPG. Por ejemplo, a un paciente al que se ha diagnosticado cancer de higado puede someterse a andlisis de
hPG para determinar si el paciente también padece patologias hepaticas adicionales tales como hepatitis C y
cirrosis. Debido a que los niveles de hepatitis C no son normalmente elevados excepto en el caso en el que el
paciente presenta mdiltiples patologias hepaticas, por ejemplo cancer de higado, cirrosis y hepatitis C, la
progastrina es un biomarcador (til para el diagndstico de hepatitis C en dichos pacientes. Asimismo, los
pacientes a los que se ha diagnosticado ya hepatitis C o cirrosis pueden cribarse para determinar patologias
adicionales evaluando si los niveles de hPG son anormales.

Los niveles de hPG pueden utilizarse en algunos casos para confirmar un diagnéstico. Por ejemplo, un paciente
gue presenta resultados de andlisis anormales para uno o mas biomarcadores indicativos de cancer de higado u
otra patologia hepatica, puede cribarse para determinar niveles anormalmente altos de hPG para confirmar el
diagnostico inicial. Los niveles de hPG pueden cuantificarse en poblaciones en riesgo como parte de un
programa de cribado rutinario. Por ejemplo, debido a que niveles muy altos de hPG se correlacionan con
multiples patologias hepaticas y debido a que los pacientes que presentan hepatitis C normalmente presentan
también por lo menos otra patologia hepatica, las poblaciones con altos niveles de hepatitis C son candidatos
probables para el cribado por hPG. Los niveles de hPG también pueden utilizarse para realizar un seguimiento
del transcurso del tratamiento de una o mas patologias hepaticas. Niveles decrecientes de hPG se
correlacionarian con un tratamiento eficaz.

Ejemplo 3: Kits, unidades, ensayos y técnicas de dia  gnostico para el diagnéstico de una o mas
patologias hepaticas.

Pueden utilizarse articulos que comprenden una o mas técnicas de diagnostico en los procedimientos de
diagndstico descritos en el presente documento. Por ejemplo puede adaptarse una tira secante o cromatografica
al cambio de color después de asociarla a sangre o componentes sanguineos de un paciente en los que el nivel
de progastrina es superior al valor umbral. Como alternativa, el kit puede comprender reactivos para unir un
marcador a progastrina en sangre. Dicho marcador puede ser, por ejemplo, un radiois6topo o un croméforo.
Pueden utilizarse después deteccion y cuantificacion de radiacion (inducida por excitacién o de otro modo) para
generar un resultado de ensayo positivo si la emisién del marcador tiene una intensidad suficiente como para
indicar niveles de progastrina superiores al umbral. Los resultados de ensayo pueden adaptarse para indicar
intervalos, tales como intervalos de riesgo. Por ejemplo, un kit puede comprender un ensayo adaptado para
presentar una primera sefial para un intervalo de niveles de progastrina y sefiales adicionales para otros
intervalos de niveles de progastrina.

En un ejemplo particular, una unidad o sistema de diagnéstico comprende una 0 mas camaras de muestra para
la manipulacién de una muestra de sangre, o bien por parte de un técnico o bien por un mecanismo automatico.
La unidad o el sistema comprende ademas uno o0 mas reactivos, tales como antibidticos que se unen
especificamente a progastrina. En una unidad o un sistema para el analisis especifico de progastrina, puede
realizarse un ensayo tipo sandwich utilizando una pluralidad de anticuerpos proporcionados en la unidad o el
sistema. El sistema o la unidad puede comprender un detector para detectar la cantidad de un marcador utilizado
para cuantificar el nivel de progastrina unida. El sistema o la unidad puede comprender adicionalmente un
procesador tal como un ordenador programado con instrucciones para correlacionar el nivel de marcador
detectado con un nivel de progastrina unida y para correlacionar un nivel de progastrina unida con un
diagndstico. Finalmente, el sistema o la unidad puede comprender una unidad para mostrar o comunicar los
resultados de ensayo y/o el diagnéstico. En una unidad alternativa o un sistema alternativo, la unidad comprende
un repositorio de muestra de sangre y uno 0 mas reactivos que se unen a progastrina. Por ejemplo, puede
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utilizarse una tira de ensayo impregnada o recubierta con reactivos que se pone en contacto con progastrina y da
como resultado un cambio de color para proporcionar un ensayo de patologia hepatica de una gota.

Ejemplo 4: Ensayo ELISA para evaluar la especificidad de anticuerpos anti-hPG

La especificidad de anticuerpos anti-hPG puede determinarse convenientemente utilizando un ensayo ELISA de
la forma siguiente. Se incuban placas de 96 pocillos durante toda la noche a 4 °C con una concentracién o
concentraciones apropiadas de polipéptido de ensayo (por ejemplo, 25 y 50 ng de PG humana recombinante y
50 y 250 ng de CTFP u otros productos génicos derivados de gastrina) en solucién salina tamponada con
sulfatos (PBS), después de lo cual los pocillos se lavan tres veces con solucion de lavado (PBS y el 0,1% de
Tween-20), y después se incuban durante 2 horas a 22 °C con 100 pl de solucion de blogueo (PBS, 0,1% de
Tween-20, 0,1% de seroalbdimina bovina o hidrolizado de caseina) por pocillo. Después del bloqueo, los pocillos
se lavan tres veces y se afiade el anticuerpo que se va a analizar (anticuerpo de ensayo). Se afiaden a cada
pocillo 100 pl del anticuerpo de ensayo (a 0,3 a 1 ng/ml) en PBS y el 0,1% de Tween-20. Después las placas se
incuban durante 2 horas a 22 °C, después de lo cual la soluciéon de anticuerpo de ensayo se descarta y se
reemplaza, después de una etapa de lavado (3 X 100 pl, solucién de lavado, como se ha indicado
anteriormente), por solucion de bloqueo que contiene un anticuerpo secundario, un anticuerpo de 1gG (Fc)
antirraton de cabra acoplado a peroxidasa de rabano picante. Después de una incubacién de 1 hora con
anticuerpo secundario, se afladen a cada pocillo 100 pl de solucion de sustrato (por ejemplo, Fast OPD o
diclorhidrato de O-fenilendiamina, disponible de Sigma-Aldrich Co., preparada segun las instrucciones del
fabricante) y se incuban en oscuridad durante 20 minutos a 22 °C. La reaccién se detiene afiadiendo 50 pl de
acido sulfarico 4 N y la cantidad de sustrato catalizado se determina mediante medicién de la densidad 6ptica
(D.O.) a 492 nm. La conversién de sustrato es proporcional a la cantidad de anticuerpo primario (de ensayo)
unido al antigeno. Los experimentos se llevan a cabo por duplicado y las mediciones de la DO se representan en
funcién de la concentracion de antigeno. Los anticuerpos se clasifican como muy especificos para PG si la D.O.
medida se encuentra entre 0,2 y 1,5 para hPG y no existe ninguna sefial estadisticamente significativa superior al
fondo con CTFP o cualquiera de los otros péptidos derivados de genes de gastrina, siendo el fondo la sefial
promedio de los pocillos de control que contienen solo PBS.

Ejemplo 5: Ensayo para evaluar la afinidad de un anti  cuerpo anti-hPG

Las constantes de afinidad de anticuerpos anti-hPG pueden medirse utilizando la técnica de proteén (BioRad),
segun Nahshol et al. (2008) Analytical Biochemistry 383:52-60. En sintesis, para anticuerpos anti-PG murinos, se
recubre en primer lugar un chip sensor con un anticuerpo de IgG antirraton (50 pug/ml), asegurando que la sefial
detectada por el chip después de la inyeccion del anticuerpo cae entre 10.000 y 11.500 unidades de respuesta
(UR). El anticuerpo anti-hPG murino de interés (anticuerpo de ensayo) se inyecta después (a una concentracion
tipica de 30 pg/ml). Si el anticuerpo de ensayo se une suficientemente se observarad una sefial adicional de por lo
menos 500 UR. Se obtiene después un desarrollo del transcurso de la unién con respecto al tiempo entre el
anticuerpo de ensayo y hPG inyectando concentraciones variables de hPG, por ejemplo 200 nM, 100 nM, 50 nM,
25 nM y 12,5 nM, y detectando el nivel de asociacion. Normalmente, hay disponibilidad de una variedad de
canales para analizar multiples anticuerpos en paralelo en un Unico experimento, lo que posibilita analizar la
uniéon de un anticuerpo de ensayo individual a diferentes concentraciones de hPG en paralelo. A un canal
deberia inyectarse un anticuerpo monoclonal murino que no sea especifico de hPG como control para la unién
no especifica y a otro canal deberia inyectarse tampén de dilucién solo como linea base para la sefial de fondo.
En general, no se detecta ninguna unién en el canal al que se ha inyectado anticuerpo murino no especifico. Los
anticuerpos que muestran un nivel alto de asociacion en este marco, que puede dar como resultado la saturacién
del anticuerpo monoclonal atrapado por hPG, pueden analizarse frente a concentraciones de hPG mas reducidas
(50 nM, 25 nM, 12.5 nM, 6,25 nM y 3,125 nM), lo que permite una medicion mas refinada.

Las constantes de afinidad (Kp) se calculan como la relacién entre la constante de disociacion (kq) y la constante
de asociacién (ka). Los valores experimentales pueden validarse analizando la similitud estadisticamente
relevante entre curvas experimentales basadas en mediciones de unién y perfiles teéricos.

Las constantes de afinidad de anticuerpos anti-hPG no murinos pueden evaluarse en un formato similar
utilizando una 1gG especifica para las especies de origen del anticuerpo de ensayo anti-hPG.

Ejemplo 6: Ensayo para evaluar la uniéon de competenci  a con un anticuerpo anti-hPG de referencia

Puede realizarse un ensayo con especificidad para evaluar si un anticuerpo de interés (anticuerpo de ensayo)
compite por la unién a hPG con un anticuerpo anti-hPG de referencia biotinilado de la forma siguiente. Se
recubren placas de 96 pocillos con un anticuerpo anti-hPG de captura (anticuerpo policlonal o monoclonal que
reconoce una region N-terminal o C-terminal de hPG que difiere del epitope reconocido por el anticuerpo anti-
hPG de referencia biotinilado), a una concentracion que se elegirda dentro del intervalo de 1-10 pg/ml, durante
toda la noche a 4 °C (0,1 a 1 pg/pocillo). Después de bloquear con un tampdén de bloqueo (Tween-20 al 0,1%,
BSA al 0,1% en PBS) durante 2 h a 22 °C, se aflade hPG recombinante a una concentracion que varia entre 10
pMy 1 nM (10 y 1000 pg/pocillo) y se incuba durante 2 h a 22 °C. A continuacién se afiade el anticuerpo anti-
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hPG de referencia biotinilado (o una mezcla que contiene el anticuerpo anti-hPG de referencia biotinilado), junto
con concentraciones crecientes de anticuerpo de ensayo sin marcar, y se incuba durante 1 h a 22 °C. Después
de lavar para eliminar los anticuerpos no unidos, se realiza la deteccion del anticuerpo anti-hPG de referencia
marcado unido incubando la mezcla con 50 ng/ml de esteptavidina-HRP durante 1 h a 22 °C, operacion seguida
por incubacién con un sustrato flurogénico para la peroxidasa de rdbano picante y la cuantificacion de las
unidades de luz relativas (ULR) en un lumindmetro. Los ensayos se realizan por duplicado.

Los anticuerpos que compiten con un anticuerpo anti-hPG de referencia inhiben la unién del anticuerpo de
referencia a hPG. Un anticuerpo que se une a sustancialmente el mismo epitope, o a un epitope solapado, como
el anticuerpo de referencia reduce significativamente (por ejemplo, en por lo menos el 50%) la cantidad de
anticuerpo anti-hPG de referencia unido, como se evidencia mediante la reduccién observada de las ULR.

Se obtiene un valor de control alto a partir de un experimento de control llevado a cabo mediante incubacién del
anticuerpo de referencia marcado con hPG recombinante sin anticuerpo de ensayo. Un valor de control bajo se
obtiene a partir de un experimento de control llevado a cabo mediante incubacién del anticuerpo de referencia
marcado con hPG recombinante en presencia de concentraciones en exceso del anticuerpo de referencia sin
marcar (el anticuerpo de referencia sin marcar compite de esta forma con el anticuerpo marcado por la unién a
hPG). La capacidad de los anticuerpos de ensayo para competir con el anticuerpo anti-hPG de referencia se
determina después mediante incubacién del anticuerpo de referencia marcado con hPG recombinante en
presencia de concentraciones crecientes del anticuerpo de ensayo sin marcar.

En el ensayo de analisis, una reduccion significativa en las ULR observadas en presencia del anticuerpo de
ensayo indica que el anticuepo de ensayo reconoce sustancialmente el mismo epitope que el anticuerpo anti-
hPG de referencia.

La inhibicién de unién puede expresarse como una constante de inhibicion, o Ki, que se calcula segun la férmula
siguiente:

K= Cn
/ R
1-+[=E
K

d

en la que "Clso" es la concentracion de anticuerpo de ensayo que proporciona un 50% de reduccién en la unién
del anticuerpo de referencia, R. es la concentracion del anticuerpo anti-hPG y Kq es la constante de disociacion
del anticuerpo anti-hPG de referencia, una medida de su afinidad por hPG. Los anticuerpos de ensayo Utiles que
compiten con un anticuerpo anti-hPG de referencia (por ejemplo, uno de los anticuerpos anti-hPG descritos en el
presente documento) tendran normalmente una K; que varia de 10 pM a 100 nM en las condiciones de ensayo
descritas en el presente documento.

Listado de secuencias

<110> Biorealities S.A.S.

<120> PROGASTRINA Y PATOLOGIAS HEPATICAS

<130> N.112750

<150> 61/293,557
<151> 2010-01-08

<160> 106

<170> Patent In version 3.5
<210>1

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 1
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Gly Tyr Ile Phe Thr Ser Tyr Trp
1 5

<210>2

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 2
Phe Tyr Pro Gly Asn Ser Asp Ser
1 5

<210> 3

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 3
Thr Arg Arg Asp Ser Proc Gln Tyr
1 5

<210>4

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 4
Gln Ser Ile Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr
1 5 10

<210>5

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 5
Lys Val Ser
1

<210> 6

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 6
Phe Gln Gly Ser His Val Pro Phe Thr
1 5

<210>7

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400>7
Gly Tyr Thr Phe Ser Ser Ser Trp
1 5

<210>8

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 8
Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr
1 5

<210>9

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 9

Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 10

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 10
Gln Ser Leu Val His Ser Ser Gly Val Thr Tyr
1 5 10

<210> 11

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético
<900> 11

Ser Gln Ser Thr His Val Pro Fro Thr

1 5

<210>12
<211>115

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<900> 12

28



10

15

20

Glu

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Thr

val

<210> 13

val

Val

Val

Gly

50

Gly

Asp

Arg

Ser

Gln

Lys

His

Phe

Lys

Leu

Arg

Ser
115

<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 13

Asp Val Leu

1

Asp

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

<210> 14

Gln

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Asn

35

Leu

Phe

Leu

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

Leu

Met

20

Trp

Tyr

Ala

Ser

Asp
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser
85

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Pne

Gln

Cys

Lys

Gly

Leu

70

Leu

Pro

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

Thr

Thr

Gln

Thr

Cys

Glu

Lys

35

Gly

Asp

Phe

Gly

Ala

Arg

Ser

Ala

Asn

Tyr

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Thr

Ser

25

Pro

Asp

Val

Glu

Trp
105

Leu

Ser

25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

ES 2636 663 T3

Val Leu
10

Gly Tyr

Gly Gln

Ser Arg

Thr Ser

75

Asp Ser

g0

Gly Gln

ala

Ile

Gly

Tyr

&0

ala

Ala

Gly

Arg

Phe

Leu

45

Asn

Ser

val

Thr

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Thx
110

Polipéptido sintético

Ser Leu
10

Ser Gln

Leu Gln

Asn Arg

Thr Asp
75

Val Tyr
90

Gly Thr

Pro

Ser

Lys

FPhe

Fhe

Tyr

Lys

Val

Ile

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

29

Ser

val

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Gly Ala

Ser Tyr

Trp Ile

Lys Phe

Ala Tyr

80

Phe Cys

85

Leu Thr

Leu Gly
15

His Ser

Gln Ser

Val Pro

Lys Tle
80

Gln Gly
95

Ile Lys



10

15

20

<900> 14

Gl Val Gln Leu

1

Ser

Trp

Gly

Lys

65

Met

Ala

Leu

<210>15

Val

Ile

Glu

50

Gly

Leu

Thr

Val

Lys Ile
20

Glu Trp

Phe Leu

Lys Ala

Leu Ser

Asp Gly

100

Thr Val
115

<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400>15

Asp Leu

1

Asp

Ser

Pro

Asp

Ser

T™hr

<210> 16

Gln Ala Ser

Val Met

Gln

Ser

Leau

Pro

Thr

Ser

83

Asn

Ser

5

20

Gly Val Thr

35

Lys Leu Leu

50

Arg Phe Ser

Arg Val Glu

His Val Pro

Gln Ser

Cys Lys

Lys Gln

Gly Ser

Phe Thr

70

Leu Thr

Tyr Asp

Ala

Thr Gln

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Gly Ser

70

Ala Glu

85

100

<211> 345
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético

Pro Thr

Thr

Cys

His

Lys

55

Gly

Asp

Fhe

Gly Ala

Ala Thr

25

Arg Pro

Gly Ser

Ala Asp

Ser Glu

Trp Phe

105

Pro Leu

Arg Ser

ES 2636 663 T3

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

20

Ala

Ser

Leu

Tyr

His

Asp

Ser

75

Ser

Tyr

10

25

Trp Tyx

40

vVal Ser

Ser Gly

Leu Gly

Gly Ser

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Met

Thr

Gly

Tyr

60

Ser

Ala

Tro

Ser

Lys

Phe

Lys

Phe

Leu

Asn

Asp

Val

Gly

Pro Gly Ala

15

Ser Ser Ser

30

Glu Trp Iie

Glu Lys Phe

Thr Ala Tyr

80

Tyr Tyr Cys

95

Gln Gly Thr

110

Pro Val Ser

Leu Val

30

Pro Gly

15

60

75

]

105

Gly

Tyr

Thr

Phe

Phe

Lys

30

Ser Gly

Thr Leu

Cys Ser

Leu Glu

110

Leu Gly

15

His Ser

Gln Ser

val Pro

Lys Ile

Gln Ser

25

Ile Lys



10

15

20

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(345)

<400> 16

gag gtt cag ctc cag cag tct ggg act
Glu Val Gln Leu Gln Gln Ser Gly Thr
1 5

tce gtg aag atg tcc tge aag gct tct
Ser Val Lys Met Ser Cys Lys Ala Ser
20 25

tgy gta cac tgg gtt aaa cag agg cct
Trp Val His Trp Val Lys Gln Arg Pro

ggt ggt ttt tat cct gga aat agt gat
Gly Gly Phe Tyr Prc Gly Asn Ser Asp
50 55

aag ggc aag gcc ace ctg act gca gtc
Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr ARla Val
65 70

atg gac ctc agc agc ctg aca aat gag
Met Asp Leu Ser Ser Leu Thr Asn Glu
85

4aca aga aga gat agt ccc cag tac tgg
Thr Arg Arg Asp Ser Pro Gln Tyr Trp
100 105

gtc tcc tca
Val Ser Ser
115 .

<210> 17

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 17

gat gtt ttg atg acc caa act cca ctc
Asp Val Leu Met Thr Gln Thr Pro Leu
1 5

gat caa gcc tec atc tct tge aga tot
Asp Gln Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser
20 25

aat gga aac acc tat tta gaa tgg tac
Asn Gly Asn Thr Tyr Lew Glu Trp Tyr
35 40

cca aag ctc ctg atc tac aaa gtt tcc
Pro Lys Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser

ES 2636 663 T3

gtg
Val
10

ggc
Gly

gga
Gly

tect
Ser

aca
Thr

gac
Asp
=1y

ggc
Gly

Polinucleétido sintético

tcce
Ser
10

agt

Ser

ctg
Leu

aac
Asn

ctg
Leu

tac
Tyr

cag
Gln

agg
Arg

tece
Ser
75

tet

Ser

caa
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln

cga
Arg

gca
Ala

atc
Ile

ggt
Gly

tac
Tyr
60

gcc

Ala

gcg
Ala

ggc
Gly

cct
Pro

agc
Ser

aaa
Lys

tece
Phe

agg
Arg

ttt
Phe

cta
Leu

aac
Asn

agt
Ser

gtc
val

acc
Thr

gtc
Val

att
Ile

cca
Pro
45

tct
Ser

31

cet
Pro

acc
Thr
30

gaa
Glu

cag
Gln

act
Thr

tat
Tyr

act
Thr
110

agt
Ser

gta
Val
30

ggc
G1L

999’
Gly
15

agc
Ser

tgg
Trp

aaa
Lys

gcc
Ala

ttc
Phe
95

ctc
Leu

ctt
Leu
15

cat

His

cag
Gln

gtc
val

get
Ala

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr
80

tgt

Cys

aca
Thr

gga
Gly

agt
Ser

tet
Ser

cca
Pro

448

96

288

336

345

48

96

192
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15

20

25

30

ES 2636 663 T3

50 53 60

gac agg ttc agt ggc agt gga tca ggg aca gat tic aca ctc
Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu
65 70 75

agc aga ctg gag gct gag gat ctg gga gtt tat tac tge ttt
Ser Arg Leu Glu Ala Glu Asp Leu Gly val Tyr Tyr Cys Phe
85 20

tza cat gtt ccg tte acg tte gga ggg ggg ace aag ctg gaa
Ser His Val Pro Phe Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu
100 165 110

<210> 18

<211> 354

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucléotido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(354)

<400> 18

cag gtt cag ttg cag cag tct gga gct gag ctg atg aag cca
Gln val Gln Leu Gln Gln Ser Gly ARla Glu Leu Met Lys Pro
1 5 10

tca gtg aag ata tcc tge aag gct act gge tac aca ttc agt
Ser Val Lys Ile Ser Cys Lys Ala Thr Gly Tyr Thr Phe Ser
20 25 30

tgg ata gag tgg tita aaa cag agg cct gga c¢at gge ctt gag
Trp Ile Glu Trp Leu Lys Gln Arg Pro Gly His Gly Leu Glu
35 40 45

gga gag ttt tta cct gga agt ggt agt aca gac tac aat gag
Gly Glu Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser Thr Asp Tyr Asn Glu
50 55 a0

aag ggc aag gcc aca tte act gca gac aca tece tec gac aca
Lys Gly Lys Ala Thr Phe Thr Ala Asp Thr Ser Ser Asp Thr
63 70 75

atg cta ctc age age ctg aca tct gag gac tct goc gtc tat
Met Leu Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr
85 90

gca act gat ggt aat tat gac tgg ttt gct tac tgg ggc caa
Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe Ala Tyr Trp Gly Gln
100 105 110

ctg gtc act gtc tct gea
Leu Val Thr Val Ser Ala
115

<210> 19

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucléotido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 19

32

aag
Lys

caa
Gln
95

ata
Ile

ggg
Gly
15

agce
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

gce
Ala

tac
Tyr
95

ggg
Gly

atc
Ile
80

ggt
Gly

aaa
Lys

gecc
Ala

tce
Ser

att
Ile

ttc
Phe

tac
Tyx
80

tgt
Cys

act
Thr

2490

288

336

48

96

240

288

336

354



10

15

gat ctt gtg atg acc
Asp Leu Val Met Thr

gat caa gcc tece atce
Asp Gln Ala Ser Ile
20

agt gga gtc acc tat
Ser Gly Val Thr Tyr

cca aag ctc ctg atc
Pro Lys Leu Leu Ile
50

gac agg ttc agt ggce
Asp Arg Phe Ser Gly

agc aga gtg gag gct
Ser Arg Val Glu Ala
85

aca cat gtt cct cec
Thr His Val Pro Pro
100

<210> 20

<211>80

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20
Ser Trp Lys Pro Arg
1 5

Ala Asn Arg Asp Lesu

Ser His His Arg Arg
35

Ala Asp Pro Ser Lys

Ala Tyr Gly Trp Met
%

<210> 21
<211> 115
<212> PRT

caa
Gln

tct
Ser

tta
Leu

tac
Tyy

agt
Ser
70

gag
Glu

acg
Thr

Ser

Glu

Gln

Lys

Asp
70

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipétido sintético

<400> 21

act
Thr

tge
Cys

cat

His

aaa
Lys
55

gga
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

Gln
Leu
Leu
Gln

55

Phe

cca
Pro

aga
Aryg

tgyg

40
grt
val

tca
Ser

ctyg
Leu

gac
Gly

Gln

Pro

Gly

40

Gly

Gly

ctc
Leu

tct
Ser
25

tac

Tyr

tec
Ser

g99
Gly

gga
Gly

rcg
Ser
105

Pro

Trp

Pro

Pro

Arg

ES 2636 663 T3

tcc
Ser
10

agt

Ser

ctyg
Leu

aac
Asn

aca
Thr

gtt
Val
S0

999
Gly

Asp

Leu

Gln

Trp

Arg

ctg
T.eu

cag
Gln

cag
Gln

cga
Arg

gat
Asp
75

tat
Tyr

aca
Thr

Ala

Glu

Gly

Leu

Ser
75

cct
Pro

agc
Ser

aag
Lys

ttt
Phe
60

ttc
Phe

ttc
Phe

aag
Lys

Pro

Gln

Pro

Glu

aAla

gte
val

ctt
Leu

cca
Pro
45

tct

Ser

aca
Thr

tgc
Cys

ttg
Leu

Leu

Gln

Pro

45

Glu

Glu

33

agt
Ser

gta
val
30

ggc
Gly

999
Gly

ctc
Leu

tct
Ser

gaa
Glu
110

Gly

Gly

30

His

Glu

Asp

ctt
Leu
15

cac
His

cag
Gln

gte
val

aaqg
Lys

caa
Gln
G5

ata
Ile

Thr

15

Pro

Leu

Glu

Glu

gga
Gly

agt
Ser

tct
Ser

cca
Pro

atc
Ile
80

agt
Ser

aaa
Lys

Gly

Ala

Val

Glu

Asn

48

96

240

288

336
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15

20

Gln

Ser

Trp

Gly

Gln

o>

Met

Thr

<210> 22

val

val

Val

Gly

Gly

Glu

Arg

Ser

Gln

Lys

His

35

Phe

Arg

Leu

Arg

Ser
115

<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 22

Asp Val Vval

1

Gln

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

<210> 23

Pre

Gly

Arg

Arg

Arg

His

Ala

Asn

35

Arg

Phe

val

Val

<211>118
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 23

Leu

Val

20

Trp

Tyr

val

Ser

Asp
100

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

val

Ser

Val

Pro

Thr

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala
85

Phe

Gln

Cys

Arg

Gly

Tle

70

Leu

Pro

Cln

Ser

Leu

Tyr

Ser
70

Glu

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Gln

ES 2636 663 T3

Gly &Ala Glu

Ala Ser Gly

Rla Pro Gly

10

Sexr Asp Ser

Arg Asp Thr

Ser Glu Asp

Tyr Trp Gly
105

Val

Tyr

Gln

Arg

Ser

75

Thr

Gln

Ser Pro Leu Ser Leu

Cys

Glu

Lys

55

Gly

Asp

Phe

i0

Arg Ser Ser
25

Trp Phe Gln
40

Val Ser Asn

Ser Gly Thr

val Gly val
%0

Gly Gly Gly
105

Gln

Gln

Asp
75

Tyr

Thr

Lys Lys Pro Gly
15

TIle Phe Thr Ser
30

Arg Leu Glu Trp
45

Tyr Ser Gln Lys
60

Ala Ser Thr Ala

Ala Val Tyr Tyr
95

Gly Thr Leu Val
110

Pro Val Thr Leu
15

Ser Ile Val His
30

Arg Pro Gly Gln
45

Phe Ser Gly Val
60

Phe Thr Leu Lys

Tyr Cys Phe Gln
85

Lys Val Glu Ile
110

34

Tyr

Met

Phe

Tyr

8C

Cys

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Gly

Lys



10

15

20

Gln Val Gln Leu Val Gln Ser Gly Ala

Ser Val Lys Val Ser Cys Lys Ala Ser

Trp Met His Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Gly Ile Phe Leu Pro Gly Ser Gly Ser

Gin Gly Arg Val Thr Met Thr Arg Asp

Met Glu Leu Ser Ser Leu Arg Ser Glu

Ala Thr Asp Gly Asn Tyr Asp Trp Phe
100 105

Leu Val Thr Val Ser Ser
115

<210> 29

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 24
Asp Tle Val Met Thr Gln Thr Pro Leu
1 5

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser
20 25

Ser Gly Val Thr Tyr Leu Tyr Trp Tyr
35 0

Prec Gln Leu Leu Ile Tyr Lys Val Ser
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70

Ser Arg Val GClu Ala Glu Asp Val Gly

Thr His val Pro Pro Thr Phe Gly Gln
100 105

<210> 25

<211> 14

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

ES 2636 663 T3

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

Ala

Val

Tyr

Gln

Asp

Ser

75

Thr

Tyr

Lys

Thr

Gly

Tyr

60

Thr

Ala

Trp

Lys

Phe

Leu

45

Rla

Ser

val

Gly

Pro

Ser

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gln
110

Polipéptido sintético

Ser
10

Ser

Leu

Asn

Thr

val

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Ser

Ser

Lys

Fhe

60

Phe

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Leu

35

Thr

Val
30

Gly

Gly

Leu

Ser

Glu
110

Gly

15

Ser

Trp

Lys

val

Tyr

25

Gly

FPro
15

His

Gln

val

Lys

Gln

Ile

Ala

Ser

Met

Phe

Tyr

80

Cvs

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Ser

Lys
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15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2636 663 T3

Ser Trp Lys Pr¢ Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pr¢ Leu Gly

1 5

<210> 26

<211>16

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

10

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)

<223> Xaa es un residuo modificado de acido aminohexanoico

<400> 26

Ser Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly Xaa Cys

1 5

<210> 27

<211> 26

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 27

Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp
10

1 5

15

15

Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn

20

<210> 28

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 28
Asp Ala Pro Leu Gly
1 5

<210> 29

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 29
Pro Asp Ala Pro Leu Gly
1 5

<210> 30

<211>7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 30
Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp
1 5

<210> 31

<211>9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31

Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp

1 5

36
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60

ES 2636 663 T3

<210> 32

<211>13

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 32
Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly
1 5 10

<210> 33

<211>4

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 33
Phe Gly Arg Arg
1

<210> 34

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 34
Met Asp Phe Gly Axrg
1 5

<210> 35

<211>5

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
Ala Glu Asp Glu Asn
1 5

<210> 36

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 36
Gly Trp Met Asp Phe Gly Arg ARrg
1 5

<210> 37

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 37
Gly Phe Thr Phe Thr Thr Tyr Ala
1 5

<210> 38

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 38
Gly Phe Ile Phe Ser Ser Tyr Gly
1 ]

37
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60

ES 2636 663 T3

<210> 39

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 39
Gly Tyr Thr Phe Thr Ser Tyr Tyr
1 5

<210> 40

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 40
Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp Tyr Ala
1 5

<210>41

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 41
Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr Thr
1 5

<210> 42

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 42
Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg Thr
1 5

<210> 43

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 43
Ile Asn Pro Ser Asn Gly Gly Thr
1 5

<210> 44
<211>7

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
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<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 44
Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr
1 5

<210> 45

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 45
Ala Thr Gln Gly Asn Tyr Ser Leu Asp Phe
1 5 10

<210> 46

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 46
Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr
1 5

<210> 47

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 47
Thr Arg Gly Gly Tyr Tyr Proc Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 48

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 48
Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 49

<211>11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 49
Lys Ser Leu Arg His Thr Lys Gly Ile Thr Phe
1 5 10

<210> 50
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<211>11
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<900> 50
Gln Ser Leu Leu Asp Ser Asp Gly Lys Thr Tyr
1 5 10

<210>51

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 51
Ser Gln His Arg Thr Tyr Thr
1 5

<210> 52

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 52
Gln Met Ser
1

<210> 53

<211>3

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 53
Leu Val Ser
1

<210> 54

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 54
Val Lys Lys Asp Gly Ser His
1 5

<210> 55

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

40
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<400> 55
Ala Gin Asn Leu Glu Leu Pro Leu Thr
1 5

<210> 56

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<900> 56
Trp Gln Gly Thr Eis Phe Pro Gln Thr
1 5

<210>57

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 57
Trp Gln Gly Thr His Ser Pro Tyr Thr
1 5

<210> 58

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 58
Gly val Gly Asp Ala Ile Lys Gly Gln
1 5

<210>59

<211>117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 59
Gla val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5

ES 2636 663 T3

: Péptido sintético

: Péptido sintético

: Péptido sintético

Ser Val Phe Val

10

: Polipéptido sintético

Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

10

41

15
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15

20

Ser

Ala

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Leu

<210> 60

Leu

Met

Thr

S0

Gly

Gln

Thr

Thr

Lys

Ser

Ile

Arg

Met

Gln

Val
115

<211> 114
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 60

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

<210>61

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Arg

Ser

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Gly

100

Ser

Leu

Leu

20

Trp

Asn

FPhe

Thr

Thr
100

Ser

val

Ser

Thr

Ser

Val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Tyr

Glu

Cys

Arg

Phe

Ile

Leu

Thr

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

5%

Ser

Lys

Tyr

Ala

Thy

40

Thr

Arg

Ser

T.eu

Gly

Ala

Ser

40

Asp

Arg

Ser

Trp

Ser

Pro

Lsp

Glu

Asp
105

Gly

Ser

Z5

Pro

Arg

Asp

Glu

Gly
105

ES 2636 663 T3

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Phe

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Thr

Arg

Tyx

&0

Lys

Ala

Gly

Phe

Leu

45

Bro

Asn

Met

Gln

Thr

30

Asp

Ala

Tyr

Gly
110

Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Asp

Thr

Asn

Asp

Gln

Leu

Phe

Arg

Tyr

Ala

75

Thr

val

Ile

Arg

Tyr

60

Lys

Ala

Gly Thx

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Ile

Thr

42

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

Tyr

Leu
110

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

15

ser

Leu

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

vVal

val

Tyr

80

Cys

Ser

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Val



10

15

<400> 61

Gln val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Lys

65

Met

Thr

<210> 62

Val

Met

Glu

50

Ser

Gln

Arg

Thr

Lys

Tyr

35

Tie

Lys

Leu

Gly

Val
115

<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 62

Asp Val Gln

1

Ser

Tyr

Met

Lys

65

Leu

Ala

Gln

<210> 63

Leu

Ala

Gly

50

Ser

Gln

Arg

Gly

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

Thr
115

<211> 112
<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Ala

Ser

Gly

100

Ser

Leu

Leu

20

Asn

Ile

Ile

Thr

Val

100

Ile

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

8%

Tyr

Ser

Gln

Thr

T

Ser

Ser

Ser

BS

Asn

Val

Gln

Cys

Lys

Ser

Leu

70

Leu

Tyr

Glu

Cys

Ile

Phe

Val

70

val

Tyr

Thr

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Thr

Pro

Ser

Thr

Arg

Ser

55

Thr

Thr

Gly

Val

Gly

Ala

Arg

40

Gly

val

Ser

Phe

Gly

val

Gln

10

Gly

Arg

Thr

Asp

Ser

120

Ala

Ser

25

Pro

Gly

ASp

Glu

Asp
105

Pro

Thr

25

Phe

Tyr

Asp

Glu

Ser

105

Ser

ES 2636 663 T3

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

80

Tyr

Leu

Tyr

Gln

Asn

Ser

15

Ser

Trp

val

Thr

Gly

Phe

60

Ser

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Asn

ser

val

Gln

Pro

Thr

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly
110

Polipéptido sintético

Gly Leu Val Lys

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp
90

Tyr

Tyr

Gly

Ser

Ser

75

Thr

His

Ser

Asn

Tyr

60

Arg

Ala

Phe

Ile

Lys

45

Asn

Asn

Thr

Asp

43

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Tyr
110

Gly

15

Ser

TIp

Lys

Ala

Tyr

85

Thr

Ser

15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr
95

Trp

Ala

Tyr

Ile

Phe

Tyr

80

Cys

Thr

Gln

Asp

Trp

Leu

Phe
80

Cys

Gly
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15

20

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 63

Asp Ile Val

1

Thr

Lys

Pro

Asp

Ser

Leu

<210> 64

Ser

Gly

Gln

Arg

Arg

Glu

Ala

Tle

Leu

Phe

Val

Leu

<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 69

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

rro
100

Thr

5

Ile

Phe

Ile

Ser

Ala

85

Leu

Gin

ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ala

Cys

Tyr

Gln

Gly

Asp

rhe

RAla

Arg

Trp

Met

Ser

Leu

Gly

Ser

Ser

Tyr

Ser

Gly

Gly

Ala
105

Asp Val Val Leu Thr Gln Thr Pro Leu

Asp

Pro

AsSp

65

Ser

Thr

<210> 65

Pro
Gly
Lys
50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

<211> 112
<212> PRT

Ser

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Lys

Trp

Val

Leu

Gly

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
1095

ES 2636 663 T3

Ser Asn
10

Ser Lys

Leu Gln

Asn Leu

Thr Asp
75

Val Tyr
90

Gly Thr

Pro

Ser

Lys

Ala

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Arg

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Polipéptido sintético

Thr Leu Ser Val Thr

10

Ser Gln

Leu Gln

Lys Leu

Thr Asp
75

Val Tyr
90

Gly Thr

Ser

Arg

Asp

60

Fhe

Tyr

Lys

Leu

Ser

Thr

Cys

Leu

44

Leu

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
i10

Leu

15

His

Gin

val

Arg

Gln

95

Leu

ile

15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile

Asn

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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15

20

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 65
Asp Val Val Met Thr Gln Thr Pro Leu
1 5

Arg Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser
20 25

Asp Gly Lys Thr Tyr Leu Tyr Trp Leu
35 10

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser
50 55

Asp Arg Ile Thr Gly Ser Gly Ser Gly
65 70

Ser Arg val Glu Ala Glu Asp Leu Gly
85

Thr His Ser Pro Tyr Thr Phe Gly Gly
100 105

<210> 66

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 66
Gln Leu Ala Leu Thr Gln Ser Ser Ser
1 5

Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser
20 25

Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Ser Leu
35 40

Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser
50 35

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala
65 70

Asn Tle Gln Pro Glu Asp Glu Ala Ile

Ala TIle Lys Gly Gln Ser Val Phe Val
ice 105

Thr Val Leu
115

<210> 67
<211> 351

ES 2636 663 T3

: Polipéptido sintético

Thr

10

Ser

Len

Glu

Thr

Val

a0

Gly

Ala

10

Ser

Lys

Thr

Asp

Tyr

g0

Fhe

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Pro

Gly

Arqg

75

Ile

Gly

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Phe

His

Pro

His

60

Tyr

Cys

Gly

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Ser

aArg

Lys

45

Gly

Leu

Gly

Gly

45

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Leu

Thr

30

Tyr

Ile

Ser

Val

Thr
110

Ile

i5

Asp

Gln

Val

Lys

Gin

95

Ile

Gly

15

Tyr

Val

Pro

Ile

Giy

Lys

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

Gly

Lys

Ala

Thr

Met

Asp

Ser

BOC

Asp

Val
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25

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(351)

<400> 67

gaa gtg cag
Glu Val Gln

1

tcc
Ser

gcc
Ala

gca
Ala

aag
Lys
65

ctg

Leu

gca
Ala

cte
Leu

<210> 68

ctg
Leu

atg
Met

acc
Thr

50

ggt
Gly

caa
Gln

aca
Thr

aca
Thr

aaa
Lys

tct
Ser
35

att
Ile

cga
Arg

atg
Met

cag
Gln

gtc
Val
115

<211> 342
<212> AND
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(342)

<400> 68

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

agt
Ser

tte
Phe

agc
Ser

gg9g
Gly
100

tcc
Ser

gtg
Val

tcc
Ser

gtt
Val

agt
Ser

ace
Thr

agt
Ser
85

aat

Asn

tca
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

cgc
Arg

ggt
Gly

atc
Ile
70

ctg
Leu

tac
Tyr

tct
Ser

gca
Ala

cag
Gin

ggt
Gly
55

tcoc

Ser

agg
Arg

tct
Ser

999
Gly

gce
Ala

act
Thr
40

act
Thr

aga
Arg

tct
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

tct
Ser
25

ccg
Proc

tac
Tyx

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

ES 2636 663 T3

ggc
Gly

gga
Gly

gag
Glu

acc
Thr

aat
Asn

gac
Asp
90

tte
Phe

tta
Leu

ttc
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

gcc
Ala
75

acg

Thr

tgg
Trp

gtg
val

act
Thr

agg
Arg

tat
TYL
60

aag

Lys

gce
Ala

ggc
Gly

aag
Lys

ttec
FPhe

ctyg
Leu
45

cca
Pro

aac
Asn

atg
Met

caa
Gln

46

cct
Pro

act
Thr

gag
Glu

gac
Asp

gce
Ala

tat
Tyr

ggc
Gly
110

gga
Gly
15

acc
Thr

tgg
Trp

agt
Ser

cta
Leu

tac
Tyr
95

acc
Thr

999
Gly

tat
Tyr

gtc
Val

gtg
Val

tac
Tyr
80

tgt
Cys

tct
Ser

48

96

240

288

336

351



10

15

gag
Glu

fafalol
Ser

ggc
Gly

gca
Ala

aag
Lys
e5

ctg

Leu

gca
Ala

tcc
Ser

<210> 69

gtg
Val

ctg
Leu

atg
Met

agt
Ser
50

ggc
Gly

caa
Gln

aga
Arg

tca
Ser

cag
Gln

aaa
Lys

teot
Ser
35

att

Ile

cga
Arg

atg
Met

999
Gly

<211> 351
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(351)

<400> 69

cag gtc caa
Gln Val Gln

1

tca
Ser

tat
Tyr

gga
Gly

aag
Lys
65

atg
Met

aca
Thr

ctc
Leu

gtg
Val

atg
Met

gag
Glu
H0

agc

Ser

caa
Gln

aga
Arg

aca
Thr

aag
Lys

tac
TyrC
35

att
Ile

aag
Lys

ctc
Leu

ggc
Gly

gtc
Val
115

ctg
Leu

ctc
Leu

tgg
Trp

aat
Asn

tte
Fhe

ace
Thr

ace
Thr
100

ctg
Leu

ttg
Leu
20

tgg
Trp

aat
Asn

gcc
Ala

agc
Ser

ggt
Gly
100

tce
Ser

gtg
Val

tcc
Ser

gtt
Val

act
Thr

acc
Thr

agt
Ser
BS5

gga
Gly

cag
Gln

tce
Ser

gtg
val

cct
Pro

aca
Thr

agc
Ser
85

tac

Tyr

tca
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

cgc
Arg

ttt
Phe

atc
Ile
74

ctg
Leu

ace
Thr

cag
Gln

tgc
Cys

aag
Lys

agce
Ser

ctg
Leu
70

ctg
Leu

tac
Tyr

tct
Ser

gca
Ala

cag
Gln

ggt
Gly
55

tce

Ser

aag
Lys

tac
Tyr

tet
Ser

aag
Lys

cag
Gln

aat
Asn

act
Thr

aca
Thr

cce
Pro

gg9g9
Gly

gce
Ala

tct
Ser
40

gat
Asp

aga
Arg

tct
Ser

tgg
Trp

999
Gly

gct
Ala

agg
Arg
10

ggt
Gly

gta
Val

tet
Ser

ttt
Phe

gga
Gly

tct
Ser

cca
Pro

aga
Arg

gac
Asp

gag
Glu

ggce
Gly
105

get
Ala

tect
Ser
25

cct
Pro

ggt
Gly

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp
105

ES 2636 663 T3

ggce
Gly
10

gga
Gly

gac
Asp

acce
Thr

aat
Asn

gac
Asp
90

caa
Gln

Polinucleétido sintético

gaa
Glu
10

ggc
Gly

gga
Gly

act
Thr

aaa
Lys

gac
Asp
90

tac
Tyr

ttg
Leu

ttc
Phe

agg
Arg

tat
Tyr

gce
Ala
75

aca
Thr

ggc
Gly

ctg
Leu

tac
Tyr

caa
Gln

aac
Asn

tcc
Ser
75

tct

Ser

tgg
Trp

gtg
val

att
Ile

agg
Arg

tat
Tyr
60

aag

Lys

gceo
Mla

acc
Thr

gtg
Val

acc
Thr

ggc
Gly

ttc
Phe

tce
Ser

gcg
Ala

ggc
Gly

cag
Gln

ttc
Phe

ctg
Leu
45

ceca
Pro

aac
Asn

att
Ile

act
Thr

aag
Lys

tte
FPhe

ctt
Leu
15

aat

Asn

age
Serxr

gtc
Val

caa
Gln

47

cct
Pro

agt
Ser
30

gag
Glu

gac
Asp

acc
Thr

tat
Tyr

ctc
Leu
110

cct
Pro

acc
Thr
30

gag
Glu

gag
Glu

aca
Thr

tat
Tyr

ggc<
Gly
110

gga
Gly
15

age
Ser

ttg
Leu

agt
Ser

ctg
Leu

tac
Tyr
85

aca
Thr

999
Gly
15

agc
Ser

tgg
Trp

aag
Lys

gca
Ala

tac
Tyr
95

acec
Thr

999
Gly

tat
Tyr

gtc
val

gtg
Val

tac
Tyr
80

tat
Cys

gte
Val

gct
Ala

tac
Tyr

att
Ile

tte
Phe

tac
Tyr
80

tgt
Cys

act
Thr

48

96

192

240

288

342

48

96

192

288

336

351
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ES 2636 663 T3

<210> 70

<211> 363

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledétido sintético

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(363)

<400> 70

gat gtg cag ctt cag ¢gag teg gga cct ggc ctg gtg aaa cct tct cag

Asp Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu Val Lys Pro Ser Gln

1 5 10 15

tct ¢ctg tee cte aca tge act gtc act gge tac tea atc acc agt gat

Ser Leu Ser Leu Thr Cys Thr Val Thr Gly Tyr Ser Ile Thr Ser Asp

20 25 30
tat gcc tgg aat tgg atc cgg cag ttt cca gga aac aaa ctg gag tgg
Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln Phe Pro Gly Asn Lys Leu Glu Trp
35 40 415
atg ggc tac ata agc ttc agt ggt tac act agt tac aac cca tct ctc
Met Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr Thr Ser Tyr Asn Fro Ser Leu
50 55 60
aaa agt cga atc tct gtc act cgg gac aca tcc agg aac caa ttc tte
Lys Ser Brg Ile Ser Val Thr Arg Asp Thr Ser Arg Asn Gln Phe Phe
65 70 75 80
Cctc cag ttg act tct gtg act act gag gac aca gcc aca tat tac tgt
Leu Gln Leuw thr Ser val Thr Thr Glu Asp Thr Ala Thr Tyr Tyr Cys
85 90 85
gca aga gag gtc aac¢ tat ¢ggg gac tcc tac cac ttt gac tac tgg ggc
Ala Arg Glu Val Asn Tyr Gly Asp Ser Tyr His Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110
caa ggc acc att gtc aca gtc tcc tca
Gln Gly Thr Ile Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210>71

<211> 336

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucléetido sintético

<220>

<221> CDS

<222> (1)..(336)

<400> 71

48

48

96

144

192

240

288

336

363



10

15

20

gac
Asp

aca
Thr

aaa
Lys

cct
Pro

gac
Asp
65

age
Ser

cta
Leu

100

<210> 72

att
Ile

tcc
Ser

gac
Gly

cag
Gln

agg
Arg

aga
Arg

gaa
Glu

gtg
Val

gct
Ala

atc
Ile
35

cte
Leu

tte
Phe

gtg
Val

ctt
Leu

<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400> 72

gat gtt gtg
Asp Val Val

1

caa
Gln

gat
Asp

cca
Pre

gac
Asp

agc
Ser

aca
Thr

<210>73

cca
Pro

gga
Gly

aag
Lys
50

agg
Arg

aga
Arg

cat
His

gcc
Ala

aag
Lys
35

cge

Arg

ttc
Phe

gtg
Yal

ttt
Phe

<211> 336
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

atg
Met

tce
Ser
20

act
Thr

ctyg
Leu

agt
Ser

gag
Glu

ccg
Pro

ctg
Leu

tcec
Ser
20

aca
Thr

cta
Leu

act
Thr

Jgag
Glu

cct
Pro
100

acg
Thr

atc
Ile

ttt
Phe

att
Ile

age
Ser

gct
Ala
85

cte
Leu

ace
Thr

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

ggce
Gly

gct
Ala
a5

cag
Gln

cag
G.n

tcc
Ser

ttg
Leu

tat
Tvr

agt
Ser
70

gag
Glu

acy
Thr

105

cag
Gln

tceo
Ser

ttg
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
70

gag
Glu

acg
Thr

gct
Ala

tgc
Cys

tat
Tyr

cag
Gln
55

99g
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

act
Thr

tgc
Cys

aat
Asn

ctg
Leu

gga
Gly

gat
Asp

ttc
Phe

gca
Ala

agg
Arg

tgg
Trp
10

atg
Met

tca
Ser

ttg
Leu

ggt
Gly

cca
Pro

aag
Lys

tgg
Trp
40

gtg
Val

tca
Ser

ttg
Leu

ggt
Gly

tce
Ser

tct
Ser
25

tat
Tyr

tcc
Ser

gga
Gly

agt
Gly

gct
Ala

cte
Leu

tca
Ser
25

ttg
Leu

tct
Ser

ggg
Gly

gga
Gly

gga
Gly
105

ES 2636 663 T3

tct
Ser

agt
Ser

ctg
Leu

aac
Asn

act
Thr

gtt
val

999
Gly

Polinucleétido sintético

act
Thr
10

agt
Ser

tta
Leu

aaa
Lys

aca
Thr

gtt
Val
an

ggc
Gly

aat
Asn

aag
Lys

cag
Gln

ctt
Leu

gat
Asp
75

tat
Tyr

agce
Thr

110

ttg
Leu

cag
Gln

cag
Gin

ctyg
Leu

gat
Asp
75

tat
Tyr

acc
Thr

cca
Pro

agt
Ser

aaqg
Lys

gce
Ala
60

ttc
Phe

tac
Tyr

aag
Lys

tcg
Ser

agce
Ser

agg
Arg

gac
Asp
60

ttc
FPhe

tat
Tyx

aag
Lys

gte
Val

cte
Leu

cca
Pro

tca
Ser

aca
Thr

tgt
Cys

ctg
Leu

gtt
val

cte
Leu

cca
Pro
45

tct

Sar

aca
Thr

tgc
Cys

ctg
Leu

49

act
Thr

cga
Arg
30

ggc
Gly

gga
Gly

ctg
Leu

gct
Ala

gag
Glu

acc
Thr

ftta
Leu
30

ggc
Gly

gga
Gly

ctg
Leu

tag
Trp

gaa
Glu
110

ctt
Leu
15

cat
His

cag
Gln

gtc
Val

aga
Arg

caa
Gln

ctg
Leu

att
Ile
15

gat
Asp

cag
Gin

gtc
val

aaa
Lys

caa
Gln
95

ate
Ile

gga
Gly

act
Thr

tct
Ser

cca
Pro

atc
Ile
80

aat
Asn

aaa
Lys

gga
Gly

agt
Ser

tct
Ser

cct
Pro

atc
Ile
80

ggt
Gly

aza
Lys

48

96

144

192

240

288

48

96

192

240

288

336
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15

20

25

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(336)

<400>73

gat
Asp
1

cgc
Arg

gat
Asp

cca
Pro

gac
Asp
65

age

Ser

aca
Thr

<210> 74

gLt
vVal

cca
Pro

gga
Gly

aag
Lys
50

agg
Arg

aga
Arg

cat
His

gLg
Val

gco
Ala

aag
Lys
35

cgc

Arg

atc
Ile

gtg
Val

tct
Ser

<211> 345
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polinucledtido sintético

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(345)

<400> 74

aly
Met

tco
Ser

20

aca
Thr

cta
Leu

act
Thr

gag
Glu

cecg
Pro
100

ace
Thr

atc
Ile

tat
Tyr

atc
Ile

ggc
Gly

gct
Ala

tac
Tyr

cag
Gln

tct
Ser

ttg
Leu

tat
Tyr

agt
Ser
70

gag
Glu

acg
Thr

act
Thr

tgc
Cys

tat
Tyr

ctg
Leu

999
Gly

gat
Asp

tte
Phe

cCa
Proc

aag
Lys

tgg
Trp
40

atg
val

tcg
Ser

ttg
Leu

gga
Gly

ctec
Leu

tca
Ser

25

ttyg
Leu

tct
Ser

999
Gly

gga
Gly

999
Gly
105

ES 2636 663 T3

Polinucleétido sintético

act
Thr

agt
Ser

tta
Leu

gag
Glu

aca
Thr

gtt
val

999
Gly

tig
Leu

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

gat
Asp
15

tat
Tyr

acec
Thr

Ley
Ser

agc
Ser

agyg
Arg

gac
Asp
60

ttc

Phe

tat
Tyr

aag
Lys

gtt
val

cte
Leu

cca
Pro
45

tct
Ser

aca
Thr

tgc
Cys

cty
Leu

50

acg
Thr

tta
Leu

30
g9c
Gly

gga
Gly

ctg
Leu

tgg
Trp

gaa
Glu
110

att
Ile

gac
Asp

cag
Gln

gtc
val

aag
Lys

caa
Gln
95

ata
Ile

99Y
Gly

agt
Ser

tct
Ser

cct
Pro

atc
Ile
80

gga
Gly

aaa
Lys

48

96

144

192

288

3386



10

15

caa ctt gcg ctc act cag tca Lcet tca
Gln Leu Ala Leu Thr Gln Ser Ser Sex

tca gca aaa cta acg tge act ttg agt
Ser Ala Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser

att gea tgg tat cag caa cag tca ctc
Ile Glu Trp Tyr Gln Gln Gln Ser Leu
35 40

gag gtt aag aaa gat gga agc cac agce
Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser
50 55

cge ttc teor gga tec agt tct ggt got
Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala
63 70

aac atc cag cct gaa gat gaa gca ata
Asn Ile Gln Pro Glu &sp Glu Ala Ile
B85

gca att aag gga caa tct gtg ttt gtt
Ala Ile Lys Gly Gln Ser Val Phe Val
100 105

act gtc cta
Thr Val Leu

115

<210> 75

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 75
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Rla Ala Ser
20 25

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ser Ser Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu Gln Met Asn $er Leu Arg Ala Glu
85

Ala Thr Gln Gly Asn Tyr Ser Leu Asp
100 105

val Thr Val Ser Ser
115

<210> 76

ES 2636 663 T3

gce
Ala
10

agt
Ser

aag
Lys

aca
Thr

gat
Asp

tac
Tyr
20

tte
Phe

tect
Ser

caa
Gln

Pro

ggt
Gly

cgc
Ar
15

atc

Tle

ggc
Gly

tte
Phe

cac
His

cct
Pro

cat
His
60

tac

Tyr

tgt
Cys

ggt
Gly

tce
Ser

aga
Arg

aag
Lys
45

999
Gly

ctc
Leu

ggt
Gly

ggc
Gly

ctg
Leu

acg
Thr

tat
Tyr

att
Ile

agce
Ser

gtg
Val

acc
Thr
110

: Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Asn

Val

Gln

51

Pro

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

gga
Gly
15

tac

Tyr

gty
Val

cct
Pro

att
Ile

ggt
Gly

aag
Lys

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

gcc
Ala

acc
Thr

atg
Met

gat
Asp

tce
Ser

80

gax
Asp

gtc
Val

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

48

96

288

336

345
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15

20

<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 76

Asp Ile Vval

1

Glu

Lys

Pro

Asp
€5

Ser

<210> 77

Pro

Gly

Gln

50

Arg

Arg

Glu

Rla

Ile

35

Leu

Phe

val

Leu

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 77

Glu val Gln

1

Ser

Ala

Ser

Lys

65

Leu

Ala

Val

Leu

Met

Ser

50

Gly

Gln

Thr

Thr

Arg

Asn

35

Ile

Arg

Met

Gln

Val
115

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Asn

Gly

100

Ser

Thr

Ile

Phe

Ile

Gly

Ala

85

Leu

Val

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

B5

Asn

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyxr

Ser
70

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

Leu

Tyr

Ser Pro Leu

Cys Arg

Tyr

Gln

55

Trp
40

Met

Gly Ser

Asp val

Phe Gly

Ser
25

Tyr

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ser Gly Gly

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

Ser

Ala

Ala

40

Thr

Arg

Ala

Leu

Ser

25

Pro

Tyr

Lsp

Glu

ASp
105

ES 2636 663 T3

Ser Leu Pro
10

Ser Lys Ser

Leu Gln Lys

Asn Arg Ala

60

Thr Asp Phe
75

val Tyr Tyr
90

Gly Thr Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr
Arg
30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

Polipéptido sintético

Gly Leu Val
10

Gly Phe Thr

Gly Lys Gly

Thr Tyr Tyr
60

Asn Ala Lys

Asp Thr Ala
90

Phe Trp Gly

Lys

Phe

Leu

a5

Ala

Asn

Val

Gln

52

Pro

Thr

30

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Pro

15

His

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Thr

Ser

Pro

Ile
BO

Asn

Lys

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr



10

15

20

<210>78

<211> 112

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 78
Asp Ile val Met Thr Gln Ser Pro Leu

Glu Pro Ala Ser Ile Ser Cys Arg Ser
20 25

Lys Cly Ile Thr Phc Leu Asp Trp Tyr
35 40

Pro Gln Leu Leu Ile Tyr Gln Met Ser
50 55

Asp Arg Phe Ser Gly Ser Gly Ser Gly
65 70

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Val Gly
85

Leu Glu Leu Pro Leu Thr Phe Gly Gly
100 105

<210>79

<211> 117

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2636 663 T3

: Polipéptido sintético

Ser

10

Ser

Leu

Asn

Thr

Val

g0

Gly

Leu

Lys

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro Val

Ser Leu

Lys Pro
45

Ala Ser

60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Val

Thr

Arg

30

Gly

Gly

Leu

Ala

Glu
110

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 79

53

Pre

15

His

Gln

Val

Lys

Gln

Ile

Gly

Thr

Ser

Preo

Ile

Asn

Lys



10

15

Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala ARla Ser
' 20 25

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro
35 40

Ser Thr Ile Ser Ser Gly Gly Thr Tyr
50 35

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85

Ala Thr Gln Gly Asn Tyr Ser Leu Asp
100 105

Val Thr val Ser Ser
115

<210> 80

<211>114

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 80
Glu Val Gln Leu Val Glu Ser Gly Gly
1 5

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser

Gly Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro

Ala Asn Ile Asn Thr Phe Gly Asp Arg
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp
65 70

Leu Gin Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu
85

Ala Arg Gly Thr Gly Thr Tyr Trp Gly
100 105

Ser Ser

<210> 81

<211>112

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

ES 2636 663 T3

Gly

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Phe

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Trp

Val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

45

ala

Asn

Val

Gln

Pro

Thr

10

Glu

Asp

Ser

Tyr

Gly
110

Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

Gln

Leu

?he

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gly

val

Ile

Gly

Tyr

&0

Lys

Ala

Thr

Gln

Phe

Leu

45

Val

Asn

val

Leu

54

Pro

Ser

Glu

Asp

Ser

Tyr

Val
11¢

Gly

15

Thr

Trp

Ser

Leu

Tyr

85

Thr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

Thr

Gly

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Val
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15

20

25

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 81

Asp val val

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

<210> 82

Pro

Gly

Arg
50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

<211>114
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 82

Glu Val Gln

1

Ser

Gly

Ala

Lys

65

Leu

Ala

Ser

<210> 83

Leu

Met

Ser
50

Gln

Arg

Ser

Arg

Ser

35

Ile

Arg

Met

Gly

<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
[ He

Leu

Leu

20

Trp

Asn

Phe

Asn

Thr
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Gln

val

Ser

val

Thr

Thr

Ser

85

Gly

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Glu

Cys

Arg

Phe

Ile

70

Leu

Thr

Ser

Cys

Asn

Len
55

Gly

Asp

Phe

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Arg

Tyr

Pro

Arg

Trp

Val

Ser

val

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Asp

Arg

Ala

Trp

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Gly

Ser

25

Pro

Arg

Asp

Glu

Gly
105

ES 2636 663 T3

Ser

10

Ser

Gln

Asn

Leu

Gln

Gln

Arg

Thr Asp

735

Val Tyr

90

Gly Thr

Pro

Ser

Arg

Asp
60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Thr

Leun

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

90

Gln

Leu

Phe

Tyr

Ala

75

Thr

Gly

val

Lle

Gly

Lys

Ala

Thr

Gln

Phe

Leu

15

val

Asn

Val

Lew

55

Pro

Ser

30

Glu

Asp

sSer

Tyr

val
110

Leu
15

Asp

Gln

Val

Lys

Gln

85

Ile

Gly

13

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Tie

80

Gly

Lys

Gly

Tyr

Val

Val

Tyr

80

Cys

val
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15

20

ES 2636 663 T3

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 83

Asp Val Val Met Thr

1

Gln

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

<210> 84

Pro

Gly

Arg

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 84

Gln val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

65

Met

Thr

val

<210> 85

val

Met

Ile

S0

Gly

Glu

Arg

Thr

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Gly

Val
115

<211>112
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Fro
100

Leu

Val

Trp

Asn

Val

Ser

Gly

100

Ser

5

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

B85

Gln

val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

25

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Pro

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

Gly

Ala

Ala

Gly

Arqg

Ser

Fhe

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Ala

Ser

Pro

Gly

Asp

Glu

ASp
105

Sexr Leu
10

Ser Gln

Gln Gln

Lys Arg

Thr Asp
75

val Tyr
90

Gly Thr

Pro

Ser

Arg

Asp

Fhe

Tyr

Lys

Val Thr

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Val

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Glu Val
10

Gly Tyr

Gly Gln

Thr Ser

Thr Ser
75

Asp Thr
20

Tyr Trp

Lys

Thr

Gly

Tyr

€0

Thr

Ala

Gly

Lys

Phe

Leu

Ala

Ser

val

Gln

56

Pro

Thr

30

Glu

Gin

Thr

Tyr

Gly
110

Leu
15

Asp

Gln

val

Lys

Glin

95

Ile

Gly

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

25

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 85

Asp val val

1

Gin

Asp

Pro

Asp

65

Ser

Thr

<210> 86

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Ala

Arg

Phe

Val

Ser

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 86

Gln Val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

Met

Thr

Val

<210> 87

Val

Met

Glu

Arg

Thr

Lys

His

Tle

Arg

Leu

Gly

Val
115

<211>112
<212> PRT

Met

Ser

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Leu

Val

20

Trp

Asn

Val

Ser

Gly
100

Ser

Thr

Ile

Tyr

Tle

Gly

Ala

85

Tyr

Vval

5

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

Leu

Tyr

Ser

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Th=

Arg

Pro

Pro Leu

Arg Ser
25

Trp Phe

40

Val Ser

Ser Gly

val Gly

Gly Gln
105

Gly Ala

Ala Ser
25

Ala Pro

40

Gly Gly

Arg Asp

Ser Glu

Phe Asp
105

ES 2636 663 T3

Ser Leu Pro

10

Ser Gln Ser

Gln Gin Arg

Asn Arg Asp

Thr Asp Fhe

75

Val Tyr Tyr

Gly Thr Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Glu vVal Lys
10

Gly Tyr Thr

Gly Gln Gly

Thr Ser Tyr
60

Thr Ser Thr
75

Asp Thr Ala

90

Lys

Phe

Leu

45

Ala

Ser

Val

Tyr Trp Gly Gln

57

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Leu

15

Asp

Gln

val

Lys

Gln

95

Ile

Gly

15

Ser

Trp

Lys

Vval

Tyr

S5

Gly

Ser

Ser

Fro

Ile

80

Gly

Lys

Ala

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr Thr
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20

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 87

Asp Val Val

1

Gln

Asp

Pro

AspD

65

Ser

Thr

<210> 88

Pro

Gly

Arqg

50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Ser

<211> 117
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 88

Gln val Gln

1

Ser

Tyr

Gly

Gln

Met

Thr

Val

<210> 89

val

Met

Glu
50

Gly

arg

Thr

Lys

Tyr

35

Ile

Arg

Leu

Gly

val
115

Met

Ser

20

Thr

Leu

Ser

Glu

Pro
100

Leu

val

20

Trp

Asn

val

Ser

Gly
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Tyr

val

Ser

val

Pro

Thr

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Gln

Cys

Arg

Ser

Met

70

Leu

Tyr

Ser

Cys

Asn

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Lys

Gln

Asn

55

Thr

Arg

Pro

Pro

Arg

Trp

ac

Val

Ser

Gly

Gly

Ala

Ala

40

Gly

Arg

Ser

Phe

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gln
105

Ala

Ser

25

Pro

Gly

Asp

Glu

Asp
105

ES 2636 663 T3

Polipéptido sintético

Ser

Ser

Gln

Asn

Thr

val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Tyr

Thr

Pro Val

Ser Leu

Arg Pro

45

Asp Ser

60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Glu
10

Gly

Gly

Thr

Thr

Asp

TYyY

Val

Tyr

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Lys Lys

Thr Phe

Gly Leu

45

Tyr Ala

60

Thr Ser

Ala val

Giy Gln

58

Pro

Thr

30

Glu

Gln

Thr

Tyr

Gly
110

Leu

15

Asp

Gln

vVal

Lys

Gln

95

Ile

Gly
15

Ser

Trp

Lys

Val

Tyr

95

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Tyr

Met

Phe

Tyr

80

Cys

Thr
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<211> 112
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 89

Asp val Val

1

Gln

Asp

Pro

Ser

Thr

<210> 90

Pro

Gly

Arg

50

Arg

Arg

His

Ala

Lys

35

Arg

Phe

val

Ser

<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 90

Gln val Gln

1

Thr

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

Ala

Gly

30

Ser

Lys

Arg

Gly

Ser

Trp

Tyr

Arg

Leu

Glu

Thr
115

Met

Serxr

Thr

Leu

Ser

Pro
100

Leu

Leu

Asn

Ile

val

Ser

vVal

100

Leu

Thr

Ile

Tyr

Ile T

Gly

Ala

85

Tyr

Gln

Thr

Trp

Thr

Ser

85

Asn

Val

Gln

Ser

Leu

Ser
70

Glu

Thr

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Tyr

Thr

Ser

Cys

Tyr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Ser

Arg

Ser

55

Ser

Thr

Gly

Val

Pro

Arg

Trp

40

val

Ser

Val

Gly

Gly

r Val

Gln

40

Gly

Val

Ala

Asp

Ser
120

Leu

Ser

25

Phe

Ser

Gly

Gly

Gln
103

Pro

Ser

His

Tyr

hsp

Ala

Ser

105

Ser

ES 2636 663 T3

: Polipéptido sintético

Ser

10

Ser

Gln

Glu

Thr

Val

90

Gly

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

Tyr

Thr

Pro Vval

Ser Leu

Arg Pro

495

Asp Ser

60

Phe Thr

Tyr Cys

Lys Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Trp

Glu
110

Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

AsSp

90

Tyr

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Ser

Thr

His

val Lys

Ser Ile

Lys Gly

45

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala Val

Phe Asp

59

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

1Tyr
110

Leu
15

Asp
Gln
Val
Lys

Gln

Ile

Ser
15

Ser
Glu
Ser

Phe

Tyr
95

Trp

Gly

Ser

Ser

Fro

Ile

BO

Gly

Lys

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly
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<210>91

<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400>91

Gln Leu Val

1

Ser

Ile

Lys

Arg

65

Ser

Ala

Glu

<210> 92

Val

Glu

Val

50

Phe

Leu

Ile

N

Iie

Lys

Trp

a5

Lys

Ser

Gln

Lys

Lys
115

<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Polipéptido sintético

<400> 92

Leu

Leu

20

His

Lys

Gly

Ser

Gly
100

Thr

Thr

Gln

Asp

Ser

Glu
85

Gln

Gln

Cys

Gln

Gly

Ser

70

Asp

Ser

Ser

Thr

Gln

Ser

55

Ser

Glu

val

Pro

Leu

Pro

40

His

Gly

Ala

Phe

Ser

Ser

25

Glu

Ser

Ala

Asp

val
105

ES 2636 663 T3

Ala Ser
10

Ser Gln

Lys Gly

Lys Gly

Glu Arg

75

Tyr Tyr

90

Phe Gly

Bla Ser

His Arg

Pro Arg

45

Asp Gly

Tyr Leu

Cys Gly

Gly Gly

60

Leu

Thx

30

Tyr

Ile

Thr

Val

Thr
110

Gly

15

Tyr

Leu

Pro

Ile

Gly
95

Lys

Ala

Thr

Met

Asp

Ser

80

Asp

val



10

15

20

Gln

Thr

Tyr

Ile

Lys

65

Leu

Ala

Gln

val

Leu

Ala

Gly

Ser

Lys

Arg

Gly

<210>93
<211> 115
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial:

<400> 93
Gln Leu Val

1

Ser

Ile

Lys

Arg

65

Ser

Ala

Glu

Val

Ala

Val

50

Phe

Leu

Ile

<210> 94

<211>121
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

Gln

Ser

Trp

35

Tyr

Arg

Leu

Glu

Thr
115

Lys

Trp

35

Lys

Ser

Gln

Lys

Lys
115

Leu

Leu

Ser

Ile

Val

Ser

Val

100

Leu

Leu

Leu
20

His

Lys

Gly

Ser

Gly
100

Gln

Thr

Trp

Ser

Thr

Ser

Asn

Val

Thr

Thr

Gln

Asp

Ser

Glu

Gln

Glu

Cys

Ile

Phe

Ile

70

Val

Tyr

Thr

Gln

Cys

Gln

Gly

Ser

70

Asp

Ser

Ser

Thr

Arg

Ser

Ser

Thr

Gly

Val

Ser

Thr

Gln

Ser

35

Ser

Glu

val

Gly

Val

Gln

40

Gly

val

Ala

Asp

Ser
120

Pro

Leu

Pro

40

His

Gly

Ala

Phe

Pro

Ser

His

Tyr

Asp

Ala

Ser

105

Ser

Ser

Ser
25

Glu

Ser

Ala

Asp

Val
105

ES 2636 663 T3

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

Tyr

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Ser

15

Thr

His

val

Ser

Lys

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Lys

Ile

Gly

45

Asn

ASn

val

Asp

Pro

Thr

Leu

Pro

Gin

Tyr

Tyr
110

Polipéptido sintético

Ala

Ser

Lys

Lys

Clu

Tyr

aQ

Phe

Ser

Gln

Gly

Gly

Arg

75

Tyr

Gly

Ala

His

Pro

Asp

Tyr

Cys

Gly

Ser

Arg

Arg

45

Gly

Leu

Gly

Gly

61

Leu

Thr
30

Tyr

Ile

Thr

Val

Thr
110

Ser
15

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Trp

Gly
15

Tyr

Leu

Pro

Ile

Gly

a5

Lys

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly

Rla

Thr

Met

Asp

Ser

80

Asp

Val



10

15

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 94
Gln Val Gln Leu Gln Glu Ser Gly Pro
1 5

Thr Leu Ser leu Thr Cys Thr Val Ser
.20 25

Tyr Ala Trp Asn Trp Ile Arg Gln His
35 40

Ile Gly Tyr Ile Ser Phe Ser Gly Tyr

Lys Ser Arg Val Thr Ile Ser Val Asp
65 70

Leu Lys Leu Ser Ser Val Thr Ala Ala
a5

Ala Arg Glu val Asn Tyr Gly Asp Ser
100 105

Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ser
115 120

<210> 95

<211> 115

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial

<400> 95
Gin Leu Val Leu Thr Gln Ser Pro Ser
1 5

Ser Val Lys Leu Thr Cys Thr Leu Ser
20 25

Ile Glu Trp His Gln Gln Gln Pro Glu

Glu Val Lys Lys Asp Gly Ser His Ser
S0 55

Arg Phe Ser Gly Ser Ser Ser Gly Ala
65 70

Ser Leu Gln Ser Glu Asp Glu Ala Asp
85

Ala Tle Lys Gly Gln Ser Val Phe Val
100 105

Glu Ile Lys
115

<210> 96

ES 2636 663 T3

: Polipéptido sintético

Gly

10

Gly

Pro

Thr

Thr

Asp

90

Tyr

Leu

Tyr

Gly

Secr

Ser

75

Thr

His

val Lys

Ser Ile

Lys Gly

45

Tyr Asn

60

Lys Asn

Ala Val

Phe Asp

Pro

Thr

30

Leu

Pro

Gln

Tyr

Tyr
110

: Polipéptido sintético

Ala

10

Ser

Lys

Lys

Glu

Tyr

90

Phe

Ser

Gln

Gly

Gly

Arg

75

Tyr

Gly

Ala Ser
His Arg

Pro Arg
4

8]

Asp Gly

60

Tyr Leu

Cys Gly

Gly Gly

62

Leu

Thr

30

Tyr

Ile

Thr

vVal

Thr
110

Ser

Ser

Glu

Ser

Phe

Tyr

95

Trp

Gly

15

Tyr

Leun

Pro

Ile

Gly

95

Lys

Gln

Asp

Trp

Leu

Ser

80

Cys

Gly

Ala

Thr

Met

Asp

Ser

80

Asp

Val
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<211>29
<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa es un residuo modificado de acido aminohexanoico

<400> 96
Cys Xaa Xaa Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly
1 5 1o 15

Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
20 25

<210> 97

<211> 13

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (2)..(3)

<223> Xaa es un residuo modificado de acido aminohexanoico

<400> 97
Cys Xaa Xaa Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
1 5 10

<210> 98

<211>13

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (11)..(12)

<223> Xaa es un residuo modificado de acido aminohexanoico

<400> 98
Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn Xaa Xaa Cys
1 5 10

<210> 99

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Péptido sintético

<400> 99
Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 195

<210> 100
<211>101
<212> PRT

63
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<213> Homo sapiens

<400> 100
Met Glun Arg Leu Cys Val Tyr Val Leu Ile Phe Alz Leu Ala Leu Ala
1 5 10 15

Ala Phe Ser Glu Ala Ser Txp Lys Pro Arg Ser Gin Gln Pro Asp Ala
20 25 30

Pro Leu Gly Thr Gly Ala Asn Arg Asp Leu Glu Leu Pro Trp Leu Glu
35 40 45

Gln Gln Gly Pro Ala Ser His His Arg Arg Gln Leu Gly Pro Gln Gly
50 55 60

Pro Pro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys Lys Gln Gly Pro Trp Leu
65 70 75 80

Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg Ser
85 50 85

Ala Glu Asp Glu Asn
100

<210> 101

<211> 80

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 101
Ser Trp Lys Pro Arg Ser Gln Gln Pro Asp Ala Pro Leu Gly Thr Gly
1 5 10 13

Ala Asn Arg Asp Leu Glu Leu Pro Trp Leu Glu Gln Gln Gly Pro Ala
Ser His His Arg Arg Gln Ler Gly Pro Gln Gly Pro Pro His Leu Val

Ala Asp Pro Ser Lys Lys Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu
50 55 €0

Ala Tyr Gly Trp Met Asp Phe Gly Arg Arg Ser Ala Glu Asp Glu Asn
65 70 75 80

<210> 102

<211> 34

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<900> 102
Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Fro His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15

Lys Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met
20 25 30

Asp Phe

<210> 103

<211> 35

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

64
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<400> 103
Gln Leu Gly Pro Gln Gly Pro Proc His Leu Val Ala Asp Pro Ser Lys
1 5 10 15

Lys Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met
20 25 30

Asp Phe Gly
35

<210> 104

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 104
Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Cly Trp Met Asp
1 3 10 15

Phe

<210> 105

<211>18

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 105
Gln Gly Pro Trp Leu Glu Glu Glu Glu Glu Ala Tyr Gly Trp Met Asp
1 5 10 i5

Phe Gly

<210> 106

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 106
Ser Ala Glu Asp Glu Asn
1 5

65
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ES 2636 663 T3

REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para diagnosticar si un paciente presenta multiples patologias hepaticas, en el que una
primera patologia hepatica ha sido diagnosticada en un paciente, que comprende la etapa de determinacion del
nivel de progastrina humana (hPG) en una muestra de plasma o suero de dicho paciente, en el que un nivel
umbral de progastrina de por lo menos 400 pM indica que dicho paciente probablemente padece por lo menos
una patologia hepéatica adicional.

2. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que dicha primera patologia hepatica se selecciona de entre el
grupo que consiste en: cancer de higado, cirrosis y hepatitis C.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que dichas mdltiples patologias hepaticas se seleccionan
de entre el grupo que consiste en:

- cancer de higado y cirrosis,
- cancer de higado y hepatitis C.
- cancer de higado, cirrosis y hepatitis C.

4. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa de determinacién del nivel
de hPG se lleva a cabo mediante un anticuerpo que se une especificamente a hPG.

5. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el nivel umbral de progastrina es de
por lo menos 500 pM.

6. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que dicho paciente pertenece a una
poblacién con una incidencia superior a la media de hepatitis C o dicho paciente reside en una region geografica
con una incidencia superior a la media de hepatitis C o dicho paciente tiene una afeccidon de dependencia de
drogas o alcohol.
7. Procedimiento de diagnoéstico segun la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente las etapas siguientes:

a. identificar un paciente con una concentracion de hPG en plasma o en suero de por lo menos 400 pM,

b. someter a andlisis a dicho paciente para determinar por lo menos dos de las afecciones siguientes:

i. cancer de higado, utilizando una técnica de radiografia o de diagnostico por la imagen;

ii. virus de la hepatitis C, utilizando un ensayo basado en acidos nucleicos; y

iii. cirrosis hepatica, analizando una muestra de sangre de dicho paciente para determinar uno o mas
marcadores de fibrosis en suero,

diagnosticando de esta forma si el paciente padece multiples patologias hepéaticas.

8. Procedimiento para determinar el riesgo de un paciente de padecer una pluralidad de afecciones hepaticas,
que comprende:

a. determinar mediante un ensayo bioquimico los niveles de hPG en suero o plasma de un paciente; y

b. sobre la base de (a), asignar al paciente un riesgo relativo de padecer una o mas patologias hepaticas, en
las que:

i. un nivel de hPG inferior a 100 pM indica que el paciente tiene un “riesgo bajo” de padecer una o mas
patologias hepaticas;

ii. un nivel de hPG comprendido entre 100 pM y 400 pM indica que un paciente tiene un “riesgo alto” de
padecer cirrosis con o sin cancer de higado, y un “riesgo elevado” de padecer también hepatitis C, y

iii. un nivel de hPG superior a 400 pM indica que un paciente tiene un riesgo grave de padecer cancer de
higado, cirrosis y hepatitis C;

c. en el que dicho paciente se somete a analisis opcionalmente utilizando otros medios de diagndstico para
confirmar que dicho paciente no tiene cancer de higado si dicho paciente tiene unos niveles de hPG
inferiores a 100 pM; y

en el que dicho paciente se somete a andlisis opcionalmente de forma adicional utilizando otros medios de

66
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diagnostico para detectar cancer de higado y/o hepatitis C si dicho paciente tiene unos niveles de hPG
comprendidos entre 100 pMy 400 pM.
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