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DESCRIPCION
Un método in vitro para el diagnostico de endometriosis

La presente descripcion se relaciona con un método in vitro para el diagndstico de endometriosis, un método in vitro
para el seguimiento de una terapia contra la endometriosis y el uso de un kit para el diagnéstico de endometriosis
y/o para el seguimiento de una terapia contra la endometriosis en un sujeto.

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR

La endometriosis es una condicion patolégica caracterizada por la presencia de tejido endometrial fuera del utero y
esta asociada con dolor pélvico e infertilidad (Giudice LC, y Kao LC: Endometriosis, The Lancet, 364: 1789-1799,
2004). Su incidencia se estima en aproximadamente 10% de la poblaciéon femenina en edad reproductiva (Houston,
DE: Evidence for the risk of pelvic endometriosis by age, race, and socioeconomic status. Epidemiol Rev, 6: 167-191,
1984). Los sintomas son, en general, no muy especificos, y a menudo atribuidos erroneamente a otras patologias
que causan dolores crénicos; por lo tanto, un diagnéstico de endometriosis dificilmente se realiza en las primeras
etapas de la enfermedad. Ademas, un diagnéstico certero sélo puede realizarse mediante una metodologia invasiva,
que consiste en una inspeccion laparoscopica y un analisis histologico de las lesiones sospechosas. Por lo tanto, el
diagndstico de endometriosis siempre se plantea con retraso significativo: las estimaciones actuales indican un
intervalo de tiempo de 8-12 afios entre la aparicion de los sintomas y el diagnéstico de endometriosis (Hadfield R,
Mardon H., Barlow D, Kennedy S. Delay in the diagnosis of endometriosis: a survey of women from the USA and the
UK. Hum Reprod 1996, 11: 878-880.). En la actualidad, no existe la posibilidad de realizar un diagnéstico temprano
de la endometriosis mediante el uso de métodos menos invasivos. Una revision reciente de la literatura sobre el
tema destac6 que, a pesar del gran numero de publicaciones cientificas sobre el tema, hasta la fecha no existe un
biomarcador o grupo de biomarcadores que resultd clinicamente eficaz para plantear el diagnostico de
endometriosis mediante el uso de metodologias no invasivas, como, por ejemplo, una muestra de sangre periférica
(May KE, Conduit-Hulbert SA, Villar J, Kirtkley S, Kennedy SH, Becker CM: Peripheral biomarkers of endometriosis:
a systematic review. Hum Reprod 2010, 16: 651-674). Un trabajo muy reciente de Fassbender et al. (Fassbender A,
Waelkens E, Verbeeck N, Kyama CM, Bokor A, Vodolazkaia A, Van de Plas R, Meuleman C, Peeraer K, Tomassetti
C, Gevaert O, Ojeda F, De Moor B, D’'Hooghe T: Proteomics analysis of plasma for early diagnosis of endometriosis.
Obstet Gynecol 2012, 119: 276-285) ha aislado, a través de andlisis protedmicos con base en la metodologia
MALDI-TOFF, un grupo de picos polipéptidos cuya expresion en sangre parece correlacionarse con la presencia o
ausencia de la endometriosis. Sin embargo, los autores, aunque observan una variacion en los patrones maximos de
aproximadamente 10 péptidos/proteinas diferentes en diversas etapas de la endometriosis (desde el estadio minimo
hasta el severo) no identifican el origen de tales proteinas, que por lo tanto permanecen desconocidas y, como tales,
no utiles para definir un grupo de biomarcadores cuya variacion de expresidon puede considerarse ventajosa para
fines de diagndstico.

El documento WO2011020839 divulga un método para predecir la respuesta a talidomida en un paciente con
mieloma multiple.

El documento US2009220994 divulga métodos para el diagndstico de la prostatitis cronica/sindrome pélvico de dolor
cronico.

El documento WO0132920 divulga el descubrimiento de genes y sus productos que estan asociados con la
enfermedad endometriosis

El documento W02005008251 divulga polipéptidos marcadores asociados con endometriosis, en el estado de la
técnica conocida, la necesidad de distinguir instrumentos diagnésticos no invasivos que permitan un diagndstico
preciso y posiblemente temprano de la endometriosis con el fin de definir una estrategia terapéutica ya en las
primeras etapas de la enfermedad el desarrollo es muy sentida.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente descripcion se relaciona con un método in vitro y al uso de un kit para el diagnostico de la
endometriosis.

La presente invencion se basa en el descubrimiento de que la expresion de un grupo de proteinas, detallada en la
siguiente seccion, varia de una manera estadisticamente significativa en pacientes que padecen endometriosis con
respecto a la poblacién de controles sanos.

En particular, la observacion de los inventores acerca de la diferencia cuantitativa de la expresion de las proteinas
en cuestion en sujetos también en las primeras etapas de la patologia con respecto a los pacientes control sanos
permitio definir por primera vez un método para evaluar la presencia de dicha patologia. Una de las ventajas de la
presente invencion consiste, por lo tanto, en la posibilidad de alcanzar un diagnéstico significativamente por delante
de la aparicion de los sintomas tipicos de esta patologia.
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Por lo tanto, la observacion de la variacion de la concentracion de tales proteinas puede utilizarse ventajosamente
para definir un método in vitro para el diagnoéstico de endometriosis en sujetos femeninos. Esta variacion de
expresion se observa particularmente en muestras de sangre de sujetos con endometriosis. Por lo tanto, ain mas
ventajosamente, dicho método, en una realizacion de la misma, se lleva a cabo de una manera absolutamente no
invasiva gracias al hecho de que la determinacion de la concentracion de las proteinas de interés puede realizarse
en una muestra de sangre. En particular, teniendo en cuenta que para un diagnéstico firme de endometriosis existen
actualmente métodos que contemplan practicas quirirgicas invasivas destinadas a obtener una muestra de tejido
endometrial, se puede afirmar que, con respecto al estado de la técnica conocida, en una realizacién, el método de
diagnéstico descrito en el presente documento alcanza un considerable avance técnico que consiste en un aumento
notable del cumplimiento por los sujetos examinados.

Por lo tanto, un primer objeto de la presente solicitud es:
- un método in vitro para el diagnéstico de la endometriosis en un sujeto, que comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracion de al menos una proteina que comprende o consiste en una secuencia seleccionada
del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6, o mutantes
y/o variantes postraduccion de la misma, en una muestra bioldgica de dicho sujeto y en una muestra de control;

b) comparar dichas concentraciones en dicha muestra bioldgica y dicha muestra de control

en el que un aumento de la concentracidon de dicha al menos una proteina que comprende o que consiste en una
secuencia seleccionada del grupo de SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 6 y/o una disminucion de la
concentracion de dicha al menos una proteina que comprende o consiste en una secuencia seleccionada del grupo
de SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 con respecto a la misma proteina en dicho control es indicativa de
endometriosis.

Un segundo objeto de la presente descripcion es:

- un procedimiento in vitro para la monitorizacion de una terapia contra la endometriosis en un sujeto bajo dicha
terapia, que comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracion de al menos una proteina que comprende o consiste en una secuencia seleccionada
del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6, o mutantes
y/o variantes postraduccion de los mismos, en una primera y segunda muestras bioldgicas, obtenidas en diferentes
momentos, de dicho sujeto,

b) comparar dicha concentracion obtenida para dichas primera y segunda muestras.

Objeto de la presente descripcion es también el uso de un kit para el diagnéstico de la endometriosis y/o la
monitorizacion de una terapia contra la endometriosis en un sujeto, que comprende:

- al menos una alicuota de uno o mas reactivos necesarios para la determinacién de la concentracion de al menos
una proteina que comprende o consiste en una secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2,
SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 y SEQ ID NO 6 o sus mutantes y/o sus variantes postraduccion en una
muestra bioldgica de dicho sujeto.

Otras ventajas, asi como las caracteristicas y las etapas de operacion de la presente invenciéon se pondran de
manifiesto en la siguiente descripcion detallada de algunas realizaciones preferidas de la misma, dada simplemente
a modo de ejemplo y no con fines limitativos.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FIGURAS

Figuras 1A, 1B, 1C, 1D. 1E y 1F muestran histogramas relacionados con la expresion diferente respectivamente de
las proteinas de la SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ ID NO: 6 en
muestras de suero de pacientes con endometriosis (grupo 2) con respecto a las muestras de suero de una poblacion
de control (grupo 1). CV = coeficiente de variacion, AVG = valor medio, Fac = factor de regulacion.

Las figuras 2A-F muestran un gel bidimensional en el que son visibles los diversos niveles de expresiéon de las
proteinas de respectivamente las SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5y SEQ
ID NO: 6 en muestras de control y en muestras de pacientes con endometriosis.
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA

SEQ ID NO 1 Proteina correspondiente al mutante de apolipoproteina E humana E3K (niumero de acceso en
GenBank: GI 1506383A; 317 aminoacidos):

mkvlwaallv tflagcqakv kqavetepep elrqgtewqgs ggrwelalgr fwdylrwvgt Iseqvgeell ssqvtgelra Imdetmkelk aykseleeql
tpvaeetrar Iskelgaaqa rlgadmedvc grlvqyrgev gamiggstee Irvrlashir kirkrlirda ddigkrlavy gagaregaer gl sairerlg
plveqgrvra atvgslaggp Igeraqgawge rirarmeemg srtrdridev keqvaevrak leeqaqqirl qaeafqarlk swfeplvedm grqwaglvek
vqaavgtsaa pvpsdnh.

SEQ ID NO 2 Proteina correspondiente a la cadena A del complejo antitrombina lii humana (nimero de acceso en
GenBank: Gl 999513 1ATH_A; 432 aminoacidos):

hgspvdicta kprdipmnpm ciyrspekka tedegsegki peatnrrvwe Iskansrfat tfyghladsk ndndniflsp Isistafamt kigacndtlq
glmevfkfdt isektsdgih fffakincrl yrkanksskl vsanrifgdk sltfnetyqd iselvygakl gpldfkenae qsraainkwv snktegritd
vipseainel tvivivntiy fkglwkskfs pentrkelfy kadgescsas mmyqgegkfry rrvaegtqvl elpfkgddit mvlilpkpek slakvekelt
pevigewlde leemmlvvhm pririedgfs lkeqlgdmgl vdlfspeksk Ipgivaegrd dlyvsdafhk aflevneegs eaaastavvi agrsinpnrv
tfkanrpflv firevpinti ifmgrvanpc vk.

SEQ ID NO 3 Proteina correspondiente a la cadena A de la seroalbumina humana (nimero de acceso en GenBank:
Gl 122920512 2I12Z_A; 585 aminoacidos):

dahksevahr fkdigeenfk alvliafaqy lggcpfedhv klvnevtefa kicvadesae ncdkslhtlf gdkictvatl retygemadc cakgeperne
cflghkddnp nlprivrpev dvmctafhdn eetflkkyly eiarrhpyfy apellffakr ykaafteccq aadkaacllp kldelrdegk assakgrixc
aslgkfgera fkawavarls qrfpkaefae vsklvtdltk vhtecchgdl lecaddradl akyicenqds issklkecce kpllekshci aevendempa
dipslaadfv eskdvcknya eakdvflgmf lyeyarrhpd ysvvliirla ktyettlekc caaadphecy akvfdefkpl veepgnlikq ncelfeqlge
ykfgnallvr ytkkvpqvst ptlvevsrnl gkvgskcckh peakrmpcae dylsvvingl cvihektpvs drvtkcctes lvnrrpcfsa levdetyvpk
efnaetftfh adictlseke rgikkqtalv elvkhkpkat keglkavmdd faafvekcck addketcfae egkklvaasq aalgl.

SEQ ID NO 4 Proteina correspondiente al precursor C3 del complemento [Homo sapiens]; numero de acceso en
GenBank: GI 115298678 NP_000055; 1663 aminoacidos):

mgptsgpsll lllithipla Igspmysiit pnillesee tmvleahdaq gdvpvtvivh dfpgkkivis sektvitpat nhmgnvifti panrefksek
grnkfvtvga tfgtqvvekv vlvslgsgyl figtdktiyt pgstvlyrif tvnhklipvg rtvmvnienp egipvkqdsl ssqnglgvip Iswdipelvn
mgqgwkirayy enspqqvfst efevkeyvlp sfevivepte kfyyiynekg levtitarfl ygkkvegtaf vifgigdgeq rislpeslkr ipiedgsgev
visrkvlldg vgnpraedlv gkslyvsatv ilhsgsdmvq aersgipivt spyqihftkt pkyfkpgmpf dimvfvtnpd gspayrvpva vqgedtvgsl
tqgdgvakls inthpsqgkpl sitvrtkkqe Iseaeqatrt mqalpystvg nsnnylhlsv Irtelrpget Invnflirmd raheakiryy tylimnkgrl
Ikagrgvrep gqdlvvipls ittdfipsfr Ivayytliga sgqrevvads vwvdvkdscv gslvvksgqgs edrgpvpgqq mtlkiegdhg arvvivavdk
gvfvinkknk Itgskiwdvv ekadigctpg sgkdyagvfs dagltftsss gqqtaqrael qcpgpaarrr rsvgltekrm dkvgkypkel rkccedgmre
npmrfscqrr trfisigeac kkvfldccny itelrrghar ashiglarsn Idediiaeen ivsrsefpes wlwnvedlke ppkngistkl mniflkdsit
tweilavsms dkkgicvadp fevtvmqdff idlrlpysvv rneqveirav lynyrgngel kvrvellhnp afcslattkr rhqgtvtipp ksslsvpyvi
vplktglgev evkaavyhhf isdgvrkslk vvpegirmnk tvavrtldpe rigregvgke dippadisdq vpdtesetri liggtpvagm tedavdaerl
khlivipsgc gegnmigmtp tviavhylde teqwekfgle krqgalelik kgytqglafr gpssafaafv krapstwlta yvvkvfslav nliaidsqvl
cgavkwlile kgkpdgvfqe dapvihgemi gglrnnnekd maltafvlis Igeakdicee qvnslpgsit kagdfleany mnlgrsytva iagyalagmg
rikgplinkf lttakdknrw edpgkqglynv eatsyallal Iglkdfdfvp pvvrwineqr yygggygstq atfmvfgala qygkdapdhqg elnldvsiql
psrsskithr ihwesaslir seetkenegf tvtaegkgqg tlsvwvtmyha kakdgltcnk fdlkvtikpa petekrpgda kntmileict ryrgdgdatm
sildismmtg fapdtddlkq langvdryis kyeldkafsd rntliiyldk vshseddcla fkvhqyfnve ligpgavkvy ayynleesct rfyhpekedg
kinklcrdel crcaeencfi gksddkvtle erldkacepg vdyvyktrlv kvglsndfde yimaieqtik sgsdevqvgq qrtfispikc realkleekk
hylmwglssd fwgekpnlsy iigkdtwveh wpeedecqde engkqcqdlg aftesmvvfg cpn.

SEQ ID NO 5 Proteina aislada de Homo sapiens (numero de acceso en GenBank: Gl 194380608 BAG58457; 763
aminoacidos):

mrllwgliwa ssfftlsigk prllifspsv vhigvplsvg vglgdvprgq vvkgsvflrn psrnnvpcsp kvdftlsser dfallsiqvp Ikdakscglh glirgpevql
vahspwlkds Isrttniggi nllfssrrgh Iflgtdgpiy npgqrvryrv faldgkmrps tdtitvmven shglirvrkke vympssifqd dfvipdisep
gtwkisarfs dglesnsstq fevkkyvipn fevkitpgkp yiltvpghld emgldigary iygkpvggva yvrfglided gkkiffrgle sqtklvnggs
hislskaefq daleklnmgi tdliqglrlyv aaaiiespgg emeeaeltsw yfvsspfsld Isktkrhlvp gapfligalv remsgspasg ipvkvsatvs
spgsvpevqd iggntdgsgq vsipiiipqgt iselglsvsa gsphpaiarl tvaappsggp dflsierpds rpprvgdtin Inlravgsga tfshyyymil
srgqivimnr epkrtltsvs vfvdhhlaps fyfvafyyhg dhpvansirv dvgagacegk lelsvdgakq yrngesvkih letdslalva lgaldtalya
agskshkpln mgkvfeamns ydigcgpggg dsalqvfqaa glafsdgdqw tlsrkriscp kekttrkkrn vnfgkainek Igqyasptak rccqdgvtrl
pmmrsceqra arvqqgpdcre pflsccqfae sirkksrdkg geglgspsar spa.
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SEQ ID NO 6 Proteina correspondiente a Zn-alfa-2-glicoproteina aislada de Homo sapiens (nimero de acceso en
GenBank: Gl 38026 CAA42438; 302 aminoacidos):

mwasmsrmip vlisllillg pavpgenqdg rysltyiytg Iskhvedvpa fqalgsindl gffrynskdr ksgpmglwrg vegmedwkqd sqlgkaredi
fmetlkdive yyndsngshv lqgrfgceie nnrssgafwk yyydgkdyie fnkeipawvp fdpaaqitkq kweaepvyvq rakayleeec patlrkylky
sknildrqdp psvvvtshqa pgekkklkcl aydfypgkid vhwiragevq epelrgdvih ngngtygswv vvavppqdta pyschvghss lagplvvpwe
as.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
La presente invencion proporciona un método in vitro para el diagnostico de endometriosis en un sujeto.

El objeto del método descrito aqui es permitir el diagndstico preferiblemente precoz de endometriosis en sujetos
hembras en ausencia o en presencia incluso solo de ligeros sintomas asociados a la enfermedad. En particular, es
posible llevar a cabo el diagnostico no sélo en cada uno de los cuatro estadios convencionales de la enfermedad,
sino también antes de su representacion clinica.

En particular, el método se caracteriza por la determinacién de la concentracion de al menos una proteina que
comprende o consiste en una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2,
SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6 en una muestra biolégica de un sujeto bajo examen.

En una realizacién preferida de la presente invencion, dicha proteina comprende o consiste en la SEQ ID NO 6. De
hecho, como se menciond en lo anterior, los Autores de la presente invencién demostraron que la variacion de la
concentracion de al menos una de las proteinas anteriores sélo se correlaciona con la presencia o ausencia de
endometriosis. Especificamente, dicha al menos una proteina cuya concentracion se ha de determinar es una
proteina que comprende dentro de su secuencia de aminoacidos ala SEQID NO 10 SEQIDNO 20 SEQIDNO 3
0 SEQ ID NO 4 o SEQ ID NO 5 0 SEQ ID NO 6. En otros términos, por lo tanto, de acuerdo con el método descrito
aqui, las proteinas detectables y/o detectadas son las proteinas (denominadas esquematicamente como proteinas
A-F) a continuacion:

- proteina A que comprende o consiste en la SEQ ID NO 1,
- proteina B que comprende o consiste en la SEQ ID NO 2,
- proteina C que comprende o consiste en la SEQ ID NO 3,
- proteina D que comprende o consiste en la SEQ ID NO 4,
- proteina E que comprende o consiste en la SEQ ID NO 5 y/o
- proteina F que comprende o consiste en la SEQ ID NO 6.

En particular, en una realizacion preferida de la invencion, las proteinas detectables y/o detectadas tienen una
secuencia de aminoacidos que consiste exclusivamente en: SEQ ID NO 1 0 SEQ ID NO 2 0 SEQ ID NO 3 0 SEQ ID
NO 4 0 SEQ ID NO 5 0 SEQ ID NO 6.

Las proteinas detectables y/o detectadas en los extremos de la presente invencién pueden ser una o dos, tres,
cuatro, cinco o seis y de acuerdo con una cualquiera de las combinaciones posibles. Sélo a modo de ejemplo,
cuando las proteinas a detectar (detectables) y/o detectadas son tres, éstas pueden ser la proteina A (SEQ ID NO
1), la proteina D (SEQ ID NO 4) y la proteina F (SEQ ID NO 5) o la proteina B (SEQ ID NO 2), la proteina C (SEQ ID
NO 3) y la proteina F (SEQ ID NO 6), o de nuevo la proteina A (SEQ ID NO 1), la proteina C (SEQ ID NO 3) y la
proteina F (SEQ ID NO 6). Aparentemente, cualquier posible combinacion de las 6 proteinas definidas anteriormente
se puede utilizar para los fines del presente método y, por lo tanto, esta comprendida como tal dentro del ambito
protector de la invencion descrita aqui.

Ademas, comprendidos dentro del ambito de proteccion definido aqui estan también secuencias mutadas y/o
variantes postraduccion de las secuencias definidas por las SEQ ID NO 1-6.

"Secuencias mutadas" en la presente invencion significa una secuencia de aminoacidos X que tiene, con respecto a
la secuencia de aminoacidos indicada en la SEQIDNO 1 0la SEQIDNO 20laSEQIDNO 30laSEQIDNO 4o
la SEQ ID NO 5 o la SEQ ID NO 6, al menos 90% de homologia. En otros términos, al menos el 90, 91, 92, 93, 94,
95, 96, 97, 98, 99% de la secuencia de aminoacidos podria ser idéntica a cada una de las SEQ IDs anteriormente
definidas.

En su lugar, "variantes postraduccion” significa las secuencias de aminoacidos que difieren de las secuencias SEQ
ID NO 1-6, o sus mutantes, para la presencia de uno o mas aminoacidos sobre los cuales grupos funcionales como,
a modo de ejemplo no limitativo se han agregado, grupos glucidicos, fosfato, acetilo.

Por consiguiente, en la realizacion del método descrito aqui, también pueden detectarse proteinas que comprenden
0 que consisten en secuencias mutadas y/o variantes postraduccion de las SEQ ID NO 1-6.
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La determinacion de la concentracion de las proteinas anteriores se puede realizar de acuerdo con cualquiera de los
métodos considerados adecuados para ello por el técnico en el campo. Tales métodos son ampliamente conocidos
en la literatura y se describen en detalle en la mayoria de los manuales de laboratorio, por lo que no es necesario
profundizar mas en ellos aqui.

Solo a modo de ejemplo, la concentracion de las proteinas anteriores en una muestra, con respecto a una muestra
de control, se puede determinar por métodos inmunométricos cuantitativos y semicuantitativos. En particular, dichos
métodos se basan en el reconocimiento por anticuerpos especificos de las secuencias representadas por las SEQ
ID NO: 1-6.

El desarrollo de un anticuerpo capaz de reconocer selectivamente una secuencia de aminoacidos dada cae ahora
dentro de las técnicas de laboratorio convencionales; de hecho, dicho desarrollo no sélo se describe en manuales de
laboratorio, sino que también se realiza, a peticién, como un servicio de varias empresas de biotecnologia. Por lo
tanto, hoy en dia es posible desarrollar un anticuerpo, tanto de tipo policlonal como monoclonal, por ejemplo, contra
las SEQ ID NO: 1-6, simplemente proporcionando a una empresa, como por ejemplo, Antibody Resource
(http://www.antibodyresource.com/customantibody.html) las secuencias de interés con el fin de obtener un
anticuerpo especifico para cada una de las SEQ ID NO 1-6.

Preferiblemente, los anticuerpos desarrollados de acuerdo con la presente invencién son anticuerpos monoclonales.

Para completar la informacién, recordemos que para hacer el anticuerpo primario de tipo monoclonal, cualquier
técnica estandar para desarrollar anticuerpos monoclonales sera suficiente, como por ejemplo, aquella definida por
Koler y Mirstaein en 1967: debe recordarse brevemente aqui que cada anticuerpo especifico, que reconoce un
determinante antigénico especifico (epitopo), es producido por un linfocito B especifico. El aislamiento y cultivo in
vitro de una célula capaz de producir un Unico anticuerpo representa una fuente de anticuerpos monoclonales (por lo
tanto, anticuerpos monoespecificos). Sin embargo, los linfocitos B, cuando se cultivan in vitro, mueren después de
un tiempo muy corto y por lo tanto no pueden ser una fuente para la produccion a largo plazo de anticuerpos.

La tecnologia de anticuerpos monoclonales comprende el aislamiento de estos linfocitos B y su posterior fusion con
células transformadas (células mielomatosas), utiles por sus caracteristicas de mayor crecimiento y supervivencia.

Muchas de las células hibridas (o hibridomas) resultantes, que se cultivan in vitro, conservaran la inmortalidad,
ademas de producir grandes cantidades del anticuerpo monoclonal.

La fusion entre los linfocitos B (provenientes del bazo y los ganglios linfaticos de un animal inmunizado) y el mieloma
de raton (el animal mas utilizado), se obtiene mediante la intervencion de un promotor de fusion de membrana, como
el polietilenglicol.

El medio en el que se cultivan los hibridos es de tipo selectivo, conocido bajo el nombre de HAT, que, debido a su
composicion, inhibe el crecimiento tanto de mielomas como de células de bazo no fusionadas, pero no del hibridoma
que completa las dos lineas originales. Los hibridomas se someten a la criba para buscar anticuerpos especificos de
interés, y los seleccionados son enviados a almacenamiento o producciéon en masa.

Los anticuerpos, tanto policlonales como monoclonales, especificos para las secuencias de aminoacidos definidas
anteriormente, son por lo tanto anticuerpos (primarios) que reconocen especificamente cada una de las secuencias
anteriores, y que a su vez pueden ser reconocidas por un anticuerpo secundario adecuado, por supuesto especifico
para el organismo en el que se ha desarrollado el anticuerpo primario. Dicho anticuerpo secundario podria marcarse,
por ejemplo, con cualquier fluorocromo comunmente usado en marcado de anticuerpos secundarios, como, por
ejemplo, sustancias fluorescentes (a modo de ejemplo: FITC, Cy3, Cy5, Alexa 488, PEe) o enzimas o sustancias
detectables por la citoquimica enzimatica (por ejemplo, peroxidasa de rabano) para permitir de este modo la
deteccion del anticuerpo primario y, por tanto, de la proteina o proteinas de interés de acuerdo con métodos
convencionales de deteccion.

Preferiblemente, por lo tanto, la determinacién de la concentracidon de al menos una de las proteinas indicadas
anteriormente se puede realizar, a modo de ejemplo, por inmunoprecipitaciéon western, ELISA (ensayo de
inmunoabsorcion ligado a enzima), RIA (radioinmunoensayo), inmunoquimica o matriz de proteinas.

En particular, una matriz de proteinas consiste en un soporte sélido sobre el cual diversos reactivos, entre los que,
por ejemplo, anticuerpos especificos para las proteinas descritas aqui, se depositan ("sembrado”, en jerga técnica)
de una manera ordenada y a una densidad especifica y definida. Cada uno de estos anticuerpos, al enlazar a su
propia proteina diana y, de este modo, aislarla de una mezcla compleja, tal como puede ser, por ejemplo, un lisado
celular, permite, sobre la base de las interacciones proteina (antigeno)-proteina (anticuerpo) resaltar y cuantificar la
proteina especifica de interés.

Alternativamente, la determinacién de la concentracién de al menos una de las proteinas descritas aqui puede
realizarse por espectrometria de masas.
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A continuacioén, se compara el valor relacionado con la concentracién de dicha al menos una proteina de interés
presente en una muestra bioldgica del sujeto examinado con el valor de control, es decir, el valor de concentracion
obtenido para la misma proteina en una muestra perteneciente a un sujeto sano. Como resultara evidente para un
técnico en el campo, el valor de control sera preferiblemente el valor medio de la concentracion de dicha al menos
una proteina calculada con respecto a una cohorte de sujetos sanos.

De acuerdo con el método para el diagndstico y/o la evaluacion del riesgo de desarrollar endometriosis descrito aqui,
la variacion de la concentracién de dicha al menos una proteina que comprende una secuencia seleccionada del
grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6, o mutantes y/o
variantes postraduccion de los mismos en la muestra del sujeto bajo examen con respecto al valor de control
proporcionara informacion sobre la presencia de endometriosis o el riesgo de desarrollar endometriosis.

En particular, si al menos una proteina que comprende uno entre las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5
demuestra tener una concentracion estadisticamente inferior con respecto a la misma proteina analizada en la
muestra de control, se diagnosticara endometriosis o riesgo de desarrollar endometriosis al sujeto bajo examen.

Ademas, si al menos una proteina que comprende una entre las SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 6
demuestra tener una concentracién estadisticamente mas alta con respecto a la misma proteina en la muestra de
control, se diagnosticara endometriosis o riesgo de desarrollar endometriosis al sujeto bajo examen.

En una realizacién preferida del presente método, dicha proteina comprende o consiste en la SEQ ID NO 6.

Por lo tanto, en resumen, de acuerdo con el método descrito aqui, una disminucién de la concentracién de dicha al
menos una proteina que comprende uno entre las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 y/o un aumento de la
concentracion de dicha proteina que comprende las SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 6 con respecto a dicho
control es indicativo de endometriosis o del riesgo de desarrollar endometriosis. En particular, a modo de ejemplo,
incluso la simple observacion de que sélo uno o dos, tres entre las SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 6 estan
aumentando, y/o solo uno o dos, tres, entre las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5 estan en disminucion con
respecto al control, es indicativo de la presencia de endometriosis.

Con el fin de facilitar la determinacién de la concentracioén, preferiblemente, el método descrito aqui también puede
comprender una etapa preliminar en la que se obtiene un extracto proteico de la muestra bioldgica a analizar.

Como se ha resaltado anteriormente, el problema técnico adicional resuelto por la presente invencion es el
desarrollo de un método no invasivo para el diagndstico de la endometriosis. Los autores han observado una
modulacién de la expresion de las proteinas anteriores en muestras de suero de pacientes con endometriosis. Por lo
tanto, en una realizacion preferida de la invencion, la muestra bioldgica esta representada por una muestra de
sangre o suero del paciente bajo examen.

Ademas, como es evidente por el tipo de patologia en cuestion, es decir, endometriosis, el paciente bajo examen es
un sujeto femenino, preferiblemente un sujeto humano. Sin embargo, cualquier animal en el que sea posible
observar la endometriosis analogamente a un ser humano, como por ejemplo, en caballos, puede considerarse el
"sujeto" de acuerdo con lo que se describe aqui.

Otro objeto de la presente descripcion es un método in vitro para la monitorizacion de la endometriosis en un sujeto.
El término "monitorizacion" aqui significa el control del patron del estado patolégico de un paciente en el tiempo. Por
lo tanto, "monitorizacion" significa controles en serie en el tiempo de las variaciones cuantitativas de las proteinas en
un sujeto con respecto a los valores cuantitativos de la misma proteina o proteinas en los controles. Preferiblemente,
dicha monitorizacién puede ser, sin limitarse a ello, una monitorizacién de una terapia contra la endometriosis. Por lo
tanto, el objeto de este caso es evaluar antes, durante y/o después de un intervalo de tiempo genérico o una via
terapéutica, una posible mejora o empeoramiento del estado patolégico que, en el caso especifico en que el
paciente se somete a terapia, corresponde a la posible ventaja o desventaja de la terapia prescrita para tratar y/o
desacelerar y/o prevenir la endometriosis.

En particular, dicho método de monitorizacién comprende la etapa clave de determinar la concentracion de al menos
una proteina que comprende una secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3,
SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6. En una realizacién preferida de la presente invencion dicha proteina
comprende o consiste en la SEQ ID NO 6. Andlogamente a lo ya mencionado para el método de diagnostico
anterior, la determinacion de la concentracién de dicha al menos una proteina puede estar relacionado tanto con
proteinas que comprenden y que consisten exclusivamente en las SEQ ID NO 1-6, asi como a mutantes y/o
variantes postraduccion de los mismos. En particular, los aspectos técnicos relacionados con las proteinas a
analizar, asi como las metodologias para determinar la concentraciéon de proteinas, Utiles para los fines del método
de monitorizacion, deben ser consideradas analogas a las ya descritas anteriormente para el método de diagnéstico.

Por lo tanto, en particular, el método podria comprender ademas una etapa de obtenciéon de un extracto proteico de
dichas muestras biolégicas que, preferiblemente, son muestras de sangre o suero.
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La determinacion de la concentracién de proteina a los extremos de la monitorizacién debe realizarse en una
primera muestra bioldgica y en al menos una segunda muestra biolégica de un sujeto, obtenida respectivamente en
un tiempo t=0 y t>0. El sujeto bajo examen puede ser, en particular, tanto un sujeto sometido a terapia contra la
endometriosis como un sujeto monitoreado a tiempo sin necesariamente someterse a ningun tipo de terapia. En
otros términos, por lo tanto, la primera muestra bioldgica obtenida en el momento t=0 puede ser una muestra
adquirida, en un sujeto sometido a terapia contra la endometriosis, por ejemplo, antes del inicio de la terapia en si, y
en su lugar un sujeto no sometido a terapia, adquirido en un tiempo genérico t=0a. De lo contrario, la segunda
muestra biolégica puede adquirirse en uno o mas intervalos de tiempo a partir de dicho tiempo t=0, por lo tanto
definida como tiempos t>0, por ejemplo, cada 15, 20, 30 dias. Preferiblemente, la primera y segunda muestra se
obtienen respectivamente antes del inicio de una terapia contra la endometriosis y durante y/o después de dicha
terapia. A continuaciéon, una comparacion entre la concentracion obtenida en dicha primera y dicha al menos
segunda muestra para una misma proteina, entre las indicadas aqui, proporcionara informacién sobre el curso del
estado patoldgico del paciente.

La variacion de la concentracion de al menos una de las proteinas que comprende o que consiste en las SEQ ID NO
1-6 entre las dos muestras analizadas es, por lo tanto, el instrumento que permite al clinico una evaluacion de la
efectividad o ineficacia de la estrategia terapéutica seleccionada. En particular, una disminucién de la concentracion
de dicha al menos una proteina que comprende o que consiste en las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4 0o SEQID NO 5
y/o un aumento de la concentracion de dicha proteina que comprende o consiste en las SEQ ID NO 2, SEC ID NO 3
o SEQ ID NO 6 en dicha primera muestra con respecto a dicho al menos al segundo, es indicativo de una progresion
de la endometriosis, en otros términos, por lo tanto, de una terapia escasamente eficaz. Viceversa, un aumento de la
concentracion de dicha al menos una proteina que comprende o que consiste en las SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 4 o
SEQ ID NO 5 y/o una disminucién de la concentracion de dicha proteina que comprende o consiste en las SEQ ID
NO 2, SEQ ID NO 3 o SEQ ID NO 6 en dicha primera muestra con respecto a dicho al menos segundo, es indicativo
de la efectividad de la terapia contra la endometriosis. Alternativamente, una no variacién de la concentracion de las
proteinas anteriores en dichas muestras puede indicar una desaceleracion y/o detencion de la progresion de la
endometriosis en el paciente.

Como ya se ha resaltado, el tipo de terapia a monitorizar es una terapia genérica contra la endometriosis. En
particular, la terapia también puede ser un tratamiento de tipo quirurgico.

Un objeto de la presente descripcion es también el uso de un kit para el diagnéstico de la endometriosis y/o la
monitorizacion de la endometriosis en un sujeto. Preferiblemente, el kit puede ser un kit para la monitorizaciéon de
una terapia contra la endometriosis. En particular, dicho kit comprende al menos una alicuota de uno o mas
reactivos necesarios para la determinacion de la concentracién de al menos una proteina que comprende o que
consiste en una secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4,
SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6, o mutantes y/o variantes postraduccién de los mismos, en una muestra bioldgica de
dicho sujeto. En una realizacion preferida de la presente invencion, dichos uno o mas reactivos son necesarios para
la determinacién de la concentracion de una proteina que comprende o que consiste en la SEQ ID NO: 6.

Preferiblemente, el kit de acuerdo con la invencién podria contener una o mas alicuotas de al menos un anticuerpo
especifico monoclonal o policlonal primario contra una de las secuencias definidas en las SEQ ID NO. 1, SEQ ID
NO. 2, SEQ ID NO. 3, SEQ ID NO. 4, SEQ ID NO. 5 o SEQ ID NO. 6. El kit también podria contener una o mas
alicuotas de un anticuerpo secundario marcado o no marcado, siendo dicho anticuerpo secundario, por supuesto,
especifico para el sistema inmune del que se hizo el anticuerpo primario. Por lo tanto, si el anticuerpo primario se
hace en ratén, el secundario sera anti-raton, si se hace en ratdn sera anti-conejo, etc.

El kit podria ademas contener controles negativos y/o controles positivos. En particular, el kit puede contener como
control positivo una o mas alicuotas que comprenden una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas del
grupo de: SEQ ID NO 1, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 5y SEQ ID NO 6.

Ademas, el kit puede comprender reactivos y medios adecuados para el procedimiento de deteccion de las proteinas
anteriores mediante el uso de anticuerpos, tales como el regulador PBS u otros reactivos comunmente utilizados
para la deteccién de anticuerpos.

Los siguientes ejemplos y resultados experimentales tienen el propdsito de indicar modos de realizacién de la
presente descripcion, sin ser sin embargo limitativos de la misma.

Ejemplos
Ejemplo 1: Recoleccién y almacenamiento de material bioldgico
Diez muestras de plasma, respectivamente de 5 pacientes con endometriosis determinada, después de la

recoleccion de suero con cirugia y examen histoldgico, y de 5 pacientes sanos de control, se recolectaron y se
almacenaron a una temperatura de -80 °C. En detalle, las recolecciones de sangre realizadas por puncion de las
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venas periféricas se centrifugaron a 3.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C y del plasma obtenido se tomd una
alicuota y se almacené a -80 °C.

Ejemplo 2: Analisis proteémico por método de gel bidimensional

Las muestras de plasma se agotaron antes de las proteinas mas abundantes presentes en el suero (albumina, IgG,
antitripsina, IgA, transferrina y aptoglobina), para poder resaltar con mayor claridad las proteinas expresadas de
forma diferente en los dos grupos de pacientes. A continuacion, se extrajeron proteinas de 10 muestras de plasmay
se separaron dichas proteinas por electroforesis en geles bidimensionales (gel 2DE de 20x30 cm). Las proteinas se
resaltaron sobre el gel mediante una tincién con base en plata, adecuada para una posterior aplicacion de
espectrometria de masas. Mediante el uso de un software dedicado, las imagenes de los diferentes geles se
compararon con puntos individuales expresados de manera constante y significativamente diferente en los dos
grupos de pacientes. Se utilizaron pruebas estadisticas apropiadas para confirmar la validez estadistica de estas
diferencias. Este analisis identifico 5 puntos de forma significativa y constantemente expresados de manera diferente
en pacientes con endometriosis con respecto a pacientes de control sanos.

Por un método de espectrometria de masas (LC ESI MS/MS), las proteinas que corresponden a dichos puntos
expresados diferencialmente fueron sefalados. La identificacion de las proteinas correspondientes a las manchas
identificadas por gel 2D se realizd6 mediante la tecnologia nanoLC-ESI-MS/MS. El aparato MS era un sistema de
nanoLC Agilent 1100 (Agilent, Waldbronn, Alemania), un NanoMate 100 (Advion, lIthaca, EE.UU.) y un
espectrofotometro de masas Finnigan LTQ-FT (ThermoFisher, Bremen, Alemania). Las manchas de proteina se
digirieron directamente en el gel con tripsina (Promega, Mannheim, Alemania) y se aplicaron al sistema nanoLC-ESI-
MS/MS. Los péptidos producidos por la digestion de las manchas de proteinas fueron atrapados en una columna
especifica de enriquecimiento (Zorbax SB C18, 0,3 x 5 mm, Agilent) durante cinco minutos, usando acetonitrilo al
1%/acido férmico al 0,5% como eluyente; posteriormente los péptidos se separaron en una columna Zorbax 300 SB
C18 de 75 pm x 150 mm (Agilent) usando un gradiente de acetonitrilo/acido férmico al 0,1% desde 5% a 40% de
acetonitrilo durante un periodo de 40 minutos. Los espectros de masas se registraron automaticamente mediante
espectrometro de masas, siguiendo las condiciones de uso indicadas por el fabricante para los analisis nanoLC-ESI-
MSMS. Las proteinas correspondientes se identificaron a continuacion utilizando el sistema de investigacion MS/MS
del motor de busqueda Mascot (Matrix Science, Londres, Inglaterra) y la base de datos apropiada de proteinas
(National Center for Biotechnology Information, Bethesda, EE.UU.).

Las proteinas identificadas a través de dicho método son respectivamente:

Proteina correspondiente al mutante de apolipoproteina E humana E3K (SEQ ID NO: 1);
Proteina correspondiente a la cadena A del complejo de antitrombina lii humana (SEQ ID NO: 2);
Proteina correspondiente a la cadena A de la seroalbumina humana (SEQ ID NO: 3);

Proteina correspondiente al precursor C3 del complemento (SEQ ID NO: 4);

Proteina aislada de Homo sapiens (SEQ ID NO: 5);

Proteina correspondiente a la glicoproteina Zn-alfa 2 (SEQ ID NO: 6)

= — —

1
2
3
4
5
6

En las Figuras 1A-F se muestran los histogramas que muestran la expresion diferente de las proteinas anteriores en
una muestra de suero de pacientes con endometriosis, con respecto a las muestras de suero de una poblacién de
control.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> signorile/baldi, pietrogiulio/alfonso
<120> Un método in vitro para el diagndstico de endometriosis
<130> BW708R

<160> 5

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 317

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..317

<223> /mol_tlpo="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 1
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Met

Gln

Gly
val
€5

Glu
Lys

Val

vVal
Glu
Asp

Val

<210> 2
<211> 432
<212> PRT

Lys
Ala
Gln
Arg
Gln
Met
Glu
Glu
Cys
130
Gln
Leu
Ala
Ala
Ala
210
Gln
Arg
Arg
Ala
Met

290
Gly

Val
Lys
Gln
35

Phe
Glu
Asp
Gln
Leu
115
Gly
Ser
Arg
Val
Ile
195
Ala
Ala
Thr
Ala
Phe
275
Gln

Thr

Leu
Val
20

Thr
Trp
Glu
Glu
Leu
100
Gln
Arg
Thr
Lys
Tyr
180
Arg
Thr
Trp
Arg
Lys
260
Gln
Arg

Ser

305

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..432

Trp
Lys
Glu
Asp
Leu
Thr
85

Thr
Ala
Leu
Glu
Arg
165
Gln
Glu
Val
Gly
Asp
245
Leu
Ala

Gln

Ala
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Ala Ala Leu Leu Val

10
Gln Ala Val Glu Thr

25
Trp Gln Ser Gly Gln
40
Tyr Leu Arg Trp Val
55
Leu Ser Ser Gln Val
70

Met Lys Glu Leu Lys

90
Pro Val Ala Glu Glu

105
Ala Gln Ala Arg Leu
120
Val Gln Tyr Arg Gly
135
Glu Leu Arg Val Arg
150

Leu Leu Arg Asp Ala

170

Ala Gly Ala Arg Glu
185
Arg Leu Gly Pro Leu
200
Gly Ser Leu Ala Gly
215
Glu Arg Leu Arg Ala
230
Arg Leu Asp Glu Val

250

Glu Glu Gln Ala Gln
265
Arg Leu Lys Ser Trp
280
Trp Ala Gly Leu Val
295
Ala Pro Val Pro Ser

310

<223> /mol_tlpo="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 2
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Thr
Glu
Arg
Gln
Thr

75
Ala
Thr
Gly
Glu
Leu
155
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Gly
val
Gln
Arg
235
Lys
Gln
Phe

Glu

Asp

Phe
Pro
Trp
Thr

60
Gln
Tyr
Arg
Ala
Val
140
Ala
Asp
Ala
Glu
Pro
220
Met
Glu
Ile
Glu
Lys

300
Asn

Leu
Glu
Glu

45
Leu
Glu
Lys
Ala
Asp
125
Gln
Ser
Leu
Glu
Gln
205
Leu
Glu
Gln
Arg
Pro
285
Val

His

Ala
Pro

30
Ser
Leu
Ser
Arg
110
Met
Ala
His
Gln
Arg
190
Gly
Gln
Glu
Val
Leu
270

Leu

Gln

315

Gly

15
Glu
Ala
Glu
Arg
Glu

95
Leu
Glu

Met

Lys
175
Gly
Arg
Glu
Met
Ala
255
Gln
Val

Ala

Gln
Ala

80
Ser

Asp

Arg
160
Arg

val
Arg
Gly
240
Glu
Ala
Glu

Ala
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Glu
Arg
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Glu
Trp
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Lys
Lys
Pro
Glu
Gln
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Pro
Asp
Gly
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385
Thr

Gly
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Glu
Glu
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Leu
Ser
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Lys
Leu
130
Leu
Ser
Asn
Thr
Leu
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Lys
Ala
Phe
Phe
Lys

290
Glu

Met
Ile
Lys
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Thr

FPhe

Asn

Ser
Pro
Gly
35

Leu
Ala
Ile
Leu
Thr
115
Tyr
Phe
Glu
Ala
Glu
195
Thr
Ser
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Lys
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Ser

Trp
Phe
Gly
val
355
Ala

Ala

Lys

Thr

Pro
Met
20

Ser
Ser
Asp
Ser
Gln
100
Ser
Arg
Gly
Leu
Glu
180
Gly
Val
Lys
Gly
Tyr
260
Gly

Leu

Leu

Leu
340
Ala
Phe

Val

Ala

Tle
420

Val
Cys
Glu
Lys
Ser
Thr
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Gln
Asp
Lys
Asp
Val

165
Gln

Leu
Phe
Glu
245
Arg
Asp
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Asp
Ile
325
val
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Val

Asn
405
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Asp Tle Cys Thr Ala Lys
10
Ile Tyr Arg Ser Pro Glu
25
Gln Lys Ile Pro Glu Ala
40
Ala Asn Ser Arg Phe Ala
55
Lys Asn Asp Asn Asp Asn
70 75
Ala Phe Ala Met Thr Lys
90
Leu Met Glu Val Phe Lys
105
Gln Ile His Phe Phe FPhe
120
Ala Asn Lys Ser Ser Lys
135
Lys Ser Leu Thr Phe Asn
150 155
Tyr Gly Ala Lys Leu Gln
170
Ser Arg Ala Ala Ile Asn
185
Ile Thr Asp Val Ile Fro
200
Val Leu Val Asn Thr Ile
215
Ser Pro Glu Asn Thr Arg
230 235
Ser Cys Ser Ala Ser Met
250
Arg Val Ala Glu Gly Thr
265
Asp Ile Thr Met Val Leu
280
Lys Val Glu Lys Glu Leu
295
Glu Leu Glu Glu Met Met
310 315
Glu Asp Gly Phe Ser Leu
330
Asp Leu Phe Ser Pro Glu
345
Gly Arg Asp Asp Leu Tyr
360
Glu Val Asn Glu Glu Gly
375
Ile Ala Gly Arg Ser Leu

390 395
Arg Pro Phe Leu Val Fhe
410
Phe Met Gly Arg Val Ala
425

12

Pro
Lys
Thr
Thr

60
Ile
Leu
Phe
Ala
Leu
140
Glu
Pro
Lys
Ser
Tyr

220
Lys

Gln
Ile
Thr

300
Leu

Lys
val
Ser

380
Asn

Ile

Asn

Arg
Lys
Asn

45
Thr

Phe

Asp
Lys
125
Val
Thr
Leu
Trp
Glu
205
Phe
Glu
Tyr
Val
Leu
285
Pro
Val
Glu
Ser
Ser
365
Glu

Pro

Arg

Pro

Asp
Ala

30
Arg
Phe
Leu
Ala
Thr
110
Leu
Ser
Tyr
Asp
Val
190
Ala
Lys
Leu
Gln
Leu
270
Pro
Glu
vVal
Gln
Lys
350
Asp
Ala

Asn

Glu

Cys
430

Ile

15
Thr
Arg
Tyr
Ser
Cys

95
Ile
Asn
Ala
Gln
Phe
175
Ser
Ile
Gly
Phe
Glu
255
Glu
Lys
Val
His
Leu
335
Leu
Ala
Ala

Arg

Val
415
Val

Pro
Glu
val
Gln
Pro
80
Asn
Ser
Cys
Asn
Asp
160
Lys
Asn
Asn

Leu

Tyr

Met
320
Gln
Pro
Phe
Ala

Val

400
Pro

Lys
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ES 2641367 T3

<210> 3

<211> 585

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..585

<223> /mol_tlpo="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 3

13



Asp
Glu
Gln
Phe
Ser
65

Arg
Glu
Pro
Asp
Arg
145
Tyr
Cys
Ser
Arg
Lys
225
val
Arg
Ser
Cys
Leu

305
Glu

Tyr

Ala
Asn
Cys
Ala
50

Leu
Glu
Arg
Arg
Asn
130
His
Lys
Leu
Ala
Ala
210
Ala
His
Ala
Lys
Ile
290
Ala
Ala
His

Glu

His
Phe
Pro
35

Lys
His
Thr
Asn
Leu
115
Glu
Pro
Ala
Leu
Lys
195
Phe
Glu
Thr
Asp
Leu
275
Ala
Ala
Lys

Pro

Thr

Lys
Lys
20

Phe
Thr
Thr
Tyr
Glu
100
Val
Glu
Tyr
Ala
Pro
180
Gln
Lys
Phe
Glu
Leu
260
Lys
Glu
Asp
Asp
Asp

340
Thr

Ser
Ala
Glu
Cys
Leu
Gly
85

Cys
Arg
Thr
Phe
Phe
165
Lys
Arg
Ala
Ala
Cys
245
Ala
Glu
Val
Phe
val

325
Tyr

ES 2641367 T3

Glu Val Ala

Val Leu

Val
40
Asp

Asp His

Val Ala

55
Phe Gly
70

Glu

Asp

Met Ala

Phe Leu Gln

Pro Glu Val

120

Phe Leu
135

Tyr Ala Pro
150

Thr Glu Cys

Lys

Leu Asp Glu

Leu Xaa Cys

200

Trp Ala Val
215

Glu Vval
230
Cys

Ser

His Gly

Lys Tyr Ile

Cys Cys Glu

280

Glu Asn Asp

295
Val Glu Ser
310

FPhe Leu Gly
Ser Val Val

Glu Lys Cys

14

His Arg Phe
10

Ile Ala

25

Lys

Phe

Leu Val

Glu Ser Ala

Lys Leu Cys

75
Asp Cys Cys
90
His Lys
105
Asp Val

Asp
Met

Lys Tyr Leu

Glu Leu Leu

155

Cys Gln Ala

170

Leu Arg
185

Ala

Asp

Ser Leu

Ala Arg Leu

Leu Val
235
Leu

Lys

Leu
250
Glu

Asp
Cys Asn
265
Lys

Pro Leu

Glu Met Pro
val
315

Leu

Lys Asp

Met Phe

330
Leu Leu Leu
345

Cys Ala Ala

Lys
Ala
Asn
Glu

60
Thr
Ala
Asp
Cys
Tyr
140
Phe
Ala
Glu
Gln
Ser
220
Thr
Glu
Gln
Leu
Ala
300
Cys
Tyr
Arg

Ala

Asp
Gln
Glu

45
Asn
Val
Lys
Asn
Thr
125
Glu
Phe
Asp
Gly
Lys
205
Gln
Asp
Cys
Asp
Glu
285
Asp
Lys
Glu

Leu

Asp

Leu
Tyr

30
Val
Cys
Ala
Gln
Pro
110
Ala
Ile
Ala
Lys
Lys
190
Phe

Arg

Ala
Ser

270
Lys

Asn
Tyr
Ala

350
Pro

Gly

15
Thr
Asp
Thr
Glu

95
Asn
Phe
Ala
Lys
Ala
175
Ala
Gly
Phe
Thr
Asp
255
Ile
Ser
Pro
Tyr
Ala
335
Lys

His

Glu
Gln
Glu
Lys
Leu
80
Pro
Leu
His
Arg
Arg
160
Ala
Ser
Glu
Pro
Lys
240
Asp
Ser
His
Ser
Ala
320
Arg
Thr

Glu
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Cys
Gln
385
Tyr
Gln
vVal
Ala
Glu
465
Tyr
Tle
Leu
Lys
545

Ala

Ala

<210> 4

Tyr
370
Asn
Lys
vVal
Gly
Glu
450
Lys
val
val
Cys
Val
530
Ala
Asp

Ala

<211> 1663
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<220>

<221> FUENTE

<222>1..1663
<223> /mol_tlpo="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 4

355
Ala

Leu
Phe
Ser
Ser
435
Asp
Thr
Asn
Pro
Thr
515
Glu
val

Asp

Ser

Lys
Tle
Gln
Thr
420
Lys
Tyr
Pro
Arg
Lys
500

Teun

Leu

Lys

Gln
580

val
Lys
Asn
405
Pro
Cys
Len
val
Arg
485
Glu
Sar
Vval
Asp
Glu

565
Ala

ES 2641367 T3

360
Phe Asp Glu Phe Lys Pro
375
Gln Asn Cys Glu Leu Phe
390 395
Ala Leu Leu Val Arg Tyr
410
Thr Leu Val Glu Val Ser
425
Cys Lys His Pro Glu Ala
440
Ser Val Val Leu Asn Gln
455
Ser Asp Arg Val Thr Lys
470 475
Pro Cys Phe Ser Ala Leu
450
FPhe Asn Ala Glu Thr Phe
505
Glu Lys Glu Arg Gln Tle
520
Lys His Lys Pro Lys Ala
535
Asp Phe Ala Ala Phe Val
550 555
Thr Cys Phe Ala Glu Glu
570
Ala Leu Gly Leu
585

15

Leu
380
Glu
Thr
Arg
Lys
Leu
460
Cys
Glu
Thr
Lys
Thr
540
Glu

Gly

365
val

Gln
Lys
Asn
Arg
445
Cys
Cys
val
Phe
Lys
525
Lys
Lys

Lys

Glu
Leu
Lys
Leu
430
Met
Vval
Thr
Asp
His
510
Gln
Glu
Cys

Lys

Glu
Gly
Val
415
Gly
Pro
Leu
Glu
Glu
495
Ala
Thr
Gln
Cys

Leu
575

Pro
Glu
400
Pro
Lys
Cys
His
Ser
480
Thr
Asp
Ala
Leu
Lys

560
Val



Met
Leu
Ile
Ala
Lys
65

Asn
Lys
Gly
Tyr
Val

145
Arg

Gly
Pro
Leu
Gln
50

Lys
His
Ser
Thr
Leu
130

Leu

Thr

Pro
Leu
Arg
35

Gly

Leu

Glu
Gln
115
Phe
Tyr

val

Thr
Ala
20

Leu
Asp
Val
Gly
Lys
100
Val
Ile

Arg

Ser
Leu
Glu
Val
Leu
Asn
85

Gly
Val
Gln

Ile

Val

Gly
Gly
Ser
Pro
Ser

70
Val
Arg
Glu

Thr

Phe

150

ES 2641367 T3

Pro
Ser
Glu
val

55
Ser
Thr
Asn
Lys

Asp

135

Ser
Pro
Glu

40
Thr
Glu
Phe

Lys

Val

120

Leu
Met

25
Thr
Val
Lys

Thr

Phe

Leu
10

Tyr
Met
Thr
Thr
Ile

90
Vval

105

Val

Leu

Lys Thr Ile

Thr Val Asn His

Asn Ile Glu Asn Pro

16

Leu
Ser
val
val
Val

75
Pro
Thr
val
Tyr
Lys

155
Glu

Leu
Ile
Leu
His

60
Leu
Ala
val
Ser
Thr
140

Leu

Gly

Leu
Ile
Glu

45
Asp
Thr
Asn
Gln
Leu
125
Pro

Leu

Ile

Len
Thr

30
Ala
Phe
Pro
Arg
Ala
110
Gln
Gly

Pro

Pro

Thr

15
Pro
His
Pro
Ala
Glu

95
Thr
Ser
Ser

val

Val

His
Asn
Asp
Gly
Thr

80
Phe
Phe
Gly
Thr
Gly

160
Lys



Gln
Trp
Tyr
Lys
225
Lys
Ala
Phe
Lys
Lys
305
Gly
Asp
Tyr
Pro
Tyr
385
Thr
Gln
Glu
Val
Leu
465
Lys
Asp
Phe
Glu
545
Gly
Pro
val
Asn
Ile

625
Asp

Asp
Asp
Tyr
210
Glu
Phe
Arg
Gly
Arg
290
vVal
Lys
Met
Gln
Phe
370
Arg
Gln
Lys
Ala
Gly
450
Arg
Ala
Gly
Leu
Arg
530
Val
Ser
Gly
val
Lys
610
Gly
Ala

Ala

Ser
Ile
195
Glu
Tyr
Tyr
Phe
Ile
275
Ile
Leu
Ser
Val
Ile
355
Asp
Val
Gly
Pro
Glu
435
Asn
Pro
His
Arg
Vval
515
Leu
Val
Leu
Gln
Leu
595
Leu
Cys
Gly

Glu

Leu
180
Pro
Asn
Val
Tyr
Leu
260
Gln
Pro
Leu
Leu
Gln
340
His
Leu
Pro
Asp
Leu
420
Gln
Ser
Gly
Glu
Leu
500
Val
val
Ala
val
Gln
580
val
Thr
Thr

Leu

Leu
660

165
Ser

Glu
Ser
Leu
Ile
245
Tyr
Asp
Ile
Asp
Tyr
325
Ala

Phe

Val
Gly
405
Ser
Ala
Asn
Glu
Ala
485
Leu
Leu
Ala
Asp
Val
565
Met
Ala
Gln
Pro
Thr

645
Gln

ES 2 641 367

Ser Gln Asn Gln
185

Leu Val Asn Met

200
Pro Gln Gln Val
215

Pro Ser Phe Glu

230

Tyr Asn Glu Lys

Gly Lys Lys Val
265

Gly Glu Gln Arg

280
Glu Asp Gly Ser
295
Gly val Gln Asn
310
Val Ser Ala Thr

Glu Arg Ser Gly

345
Thr Lys Thr Pro

360
Val Phe Val Thr
375
Ala Val Gln Gly
390

Val Ala Lys Leu

Ile Thr Val Arg
425

Thr Arg Thr Met

440
Asn Tyr Leu His
455
Thr Leu Asn Val
470
Lys Ile Arg Tyr

Lys Ala Gly Arg
505

Pro Leu Ser Ile

520
Tyr Tyr Thr Leu
535
Ser Val Trp Val
550
Lys Ser Gly Gln

Thr Leu Lys Ile
585

Val Asp Lys Gly

600
Ser Lys Ile Trp
615
Gly Ser Gly Lys
630
Phe Thr Ser Ser

Cys Pro Gln Pro
665

17

T3

170
Leu Gly

Gly Gln
Phe Ser

val Ile
235
Gly Leu
250
Glu Gly

Ile Ser
Gly Glu

Pro Arg

315

Val Ile
330

Ile Pro

Lys Tyr
Asn Pro

Glu Asp

395

Ser Ile
410

Thr Lys

Gln Ala
Leu Ser

Asn Phe

475

Tyr Thr
490

Gln Val

Thr Thr
Ile Gly

Asp Val

555

Ser Glu
570

Glu Gly

Val Phe
Asp Val

Asp Tyr

635

Ser Gly
650

Ala Ala

Val

Trp
Thr
220
val
Glu
Thr
Leu
val
300
Ala
Leu
Ile
Phe
Asp
380
Thr
Asn
Lys
Leu
val
460
Leu
Tyxr
Arg
Asp
Ala
540
Lys
Asp
Asp
val
Vval
620
Ala

Gln

Arg

Leu
Lys
205
Glu
Glu
val
Ala
Pro
285
val
Glu
His
Val
Lys
365
Gly
val
Thr
Gln
Pro
445
Leu
Leu
Leu
Glu
Phe
525
Ser
Asp
Arg
His
Leu
605
Glu
Gly
Gln

Arg

Pro
190
Ile
Phe
Pro
Thr
Phe
270
Glu
Leu
Asp
Ser
Thr
350
Pro
Ser
Gln
His
Glu
430
Tyr
Arg
Arg
Ile
Pro
510
Ile
Gly
Ser
Gln
Gly
590
Asn
Lys
val

Thr

Arg
670

175
Leu

Arg
Glu
Thr
Ile
255
val
Ser
Ser
Leu
Gly
335
Ser
Gly
FPro
Ser
Pro
415
Leu
Ser
Thr
Met
Met
495
Gly
Pro
Gln
Cys
Pro
575
Ala
Lys
Ala
Phe
Ala

655
Arg

Ser
Ala
val
Glu
240
Thr

Ile

Arg
val
320
Ser
Pro
Met
Ala
Leu
400
Ser
Ser
Thr
Glu
Asp
480
Asn
Gln
Ser
Arg
val
560
val
Arg
Lys
Asp
Ser
640
Gln

Ser



Val
Glu
Phe
705
Lys
Gln
Glu
Glu
Gly
785
Thr
val
Leu
Ala
Glu
865
Arg
Pro

Lys

Leu

Gly

Val

Gln Leu Thr
675

Arg

Glu

Leu
690
Ser

Lys Cys

Cys Gln Arg

Val Phe Leu
725

Ala

Lys

His Ala Arg
740
Ile Ile
755

Trp

Asp Ala

Ser Leu
770
Ile

Trp

Ser Thr Lys

Glu Ile Leu
805

Phe

Trp

Ala Pro
820

Pro

Asp

Leu
835
Leu

Arg Tyr
val
850
Leu

Tyr Asn

Leu His Asn
Thr
885

val

His Gln Gln

Val Ile
900
Val

Tyr
Ala Ala
915
Val

Tyr

Lys Val Pro

930
Thr Leu

Asp Pro

Tle Ala
965

Leu

Pro Pro

Thr Ile
980

Asp

Arg
Ala Val
995
Gly

Ala

Cys Glu Gln

1010
His Tyr

Leu Asp

1025

Lys
Leu
Ala
Ala

Lys

Ala
1045
Arg Gln
1060
Thr

Arg Gln Gly

Ala Phe

Pro Ser
1075

Val Asn

1090

Trp

Leu Ile

Leu Ile Leu

ES 2641367 T3

Lys Arg Met Asp Lys Val
680
Cys Glu Asp Gly Met Arg
695
Arg Thr Arg Phe Ile Ser
710 715
Asp Cys Cys Asn Tyr Ile
730
Ser His Leu Gly Leu Ala
745
Glu Glu Asn Ile Val Ser
760
Asn Val Glu Asp Leu Lys
775
Leu Met Asn Ile Phe Leu
790 795
Ala Val Ser Met Ser Asp
810
Val Thr Val Met
825
Val vVal Arg Asn
840
Arg Gln Asn Gln
855
Ala

Glu Gln

Ser Glu

Tyr Glu
Leu
875
Lys

Pro
870
Val Thr

Phe Cys Ser

Ile Pro Pro
890
Lys Thr Gly Leu
905
Phe Ile Ser Asp
920
Ile Arg Met Asn

Pro Leu
His His

Glu Gly

935

Glu Arg Leu Gly Arg Glu

950 955

Asp Leu Ser Asp Gln Val

970
Gln Gly Thr Pro Val
985

Arg Leu Lys His Leu
1000

Met Ile Gly Met Thr

1015

Thr

Leu
Glu
Asn
Glu

1030
Leu

Glu Gln Trp Glu
Glu Leu Ile Lys Lys
1050
Ser Ala Phe Ala
1065
Ala Tyr Val val
1080
Asp

Pro Ser

Leu Thr

Ala TIle

1095

Ser Gln Val

Glu

Gly Lys Pro
685

Asn

Tyr

Glu
700
Leu

Pro Met

Gly Glu Ala

Thr Glu Leu Arg
735
Asn Leu
750

Glu

Arg Ser

Ser Phe
765
Pro

Arg

Glu
780
Lys

Pro Lys

Asp Ser Ile
Ile
815

Ile

Lys Lys Gly

Phe Phe
830
Glu

Asp

Gln vVal
845

Lys

Ile
Leu Val
860
Ala

Arg

Thr Thr Lys

Leu Ser
895
Glu

Ser Ser

Gln Glu Val
910
val Arg
925

Thr

Gly Lys

Lys Val Ala

940
Gly val

Gln Lys

Thr Glu
975
Thr

Pro Asp

Ala Gln Met

990

Val Thr
1005

Thr Val

Ile Pro

Pro Ile
1020

Lys Phe Gly Leu

1035

Gln
1055
Lys

Gly Tyr Thr

Ala Phe Val
1070
Val Phe Ser
1085
Cys

Lys

Leu
1100

Gly Ala

Val Phe Gln

Lys
Arg
Cys
720
Arg
Asp
Pro
Asn
Thr
800
Cys
Asp
Arg
Vval
Arg
880
Vval
val
Ser
val
Glu
960
Ser
Glu
Ser
Ala
Glu
1040
Gln
Arg
Leu

val

Glu

Trp

1105

Asp

Asn

Ala

Glu

Lys Gln
1110

Val Ile His Gln Glu

1125

Met Ala Leu Thr

Pro

Lys Asp

1140

Lys Pro Asp
1115
Met Ile Gly Gly
1130
Ala Phe Val Leu
1145

Gly

Leu

Ile

1120

Arg Asn Asn
1135

Ser Leu Gln

1150

Glu Ala

Ile Thr

Lys Asp Ile Cys Glu Glu Gln Val Asn Ser
1155 1160

Lys Ala Gly Asp Phe Leu Glu Ala Asn Tyr

18

Leu
1165
Met Asn Leu Gln

Pro Gly Ser
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1170

1175

1180

Arg Ser Tyr Thr Val Ala Ile Ala Gly Tyr Ala Leu Ala Gln Met Gly
1190
Arg Leu Lys Gly Pro Leu Leu Asn Lys Phe Leu Thr Thr Ala Lys Asp

1185

1205

1195

1210

1200

1215

Lys Asn Arg Trp Glu Asp Pro Gly Lys Gln Leu Tyr Asn Val Glu Ala

Thr Ser Tyr Ala Leu Leu Ala Leu Leu
Val Pro Pro Val Val Arg Trp Leu

Gly Tyr Gly Ser Thr Gln Ala Thr
1265

Gln
Ser
Trp
Gly

Val

1345

Phe

Pro

Thr
val
1425
Asp
Gln
Cys
Leu
1505
Gln
Cys
Gln
Ile
Ile

1585
His

1220

1235

1250

1255

1270

Tyr Gln Lys Asp Ala
1285
Leu Gln lLeu Pro Ser
1300
Glu Ser Ala Ser
1315
Phe Thr Val Thr
1330
Thr Met Tyr His

Leu

Ala

Pro
Arg
Leu

Glu
1335

Ala Lys Ala

1350

Asp Leu Lys Val Thr
1365
Gln Asp Ala Lys Asn
1380
Gly Asp Gln Asp Ala
1395
Gly Phe Ala
1410
Asp Arg Tyr

Pro Asp

Ile Ser

1430
Ile Ile
1445
Phe

Asn Thr Leu

Cys Leu Ala
1460
Pro Gly Ala Val
1475
Thr Arg Phe Tyr
1490
Cys Arg Asp Glu

Lys
Lys
His

Leu

1510

lys Ser Asp Asp Lys
1525

Glu Pro Gly Val Asp

1540

Leu Ser Asn
1555

Lys Ser Gly

1570
Ser Pro Ile

Asp Phe
Ser Asp

Lys Cys
1590

Trp Gly

1605

Ile Ile

Tyr Leu Met

Leu Ser Tyr
1620
Glu Asp Glu Cys Gln
1635
Gly Ala Phe Thr Glu
1650

Ile
Thr
Thr
Thr
1415
Lys
Tyr
Val
Val
Pro
1495
Cys

val

Tyr Val Tyr

Asp

Glu val

1575
Arg

Leu
Gly
Asp

Ser
1655

1225

Gln Leu Lys

1240

Asn Glu Gln Arg

1260

Met Val Phe
1275

Gln Glu Leu

12%0

Lys Ile Thr

Phe

Asp His

Ser
1305
Ser

Ser
Arg Glu Glu Thr
1320
Gly Lys Gly Gln Gly

1340
Asp Gln Leu

1355

Ala Pro Glu
1370
Leu

Lys

Lys Pro

Met Ile
1385
Ser

Glu Ile

Met
1400
Asp

Ile Leu Asp

Asp Leu Lys Gln
1420

Asp Lys

1435

val

Tyr Glu Leu

Leu Asp Lys Ser
1450

Gln Tyr

1465

Ala

His Phe Asn

Tyr Asn
1480
Glu Lys

Tyr Tyr

Glu Gly
1500
Glu

Asp
Ala Glu
1515
Glu

Arg Cys

Glu
1530
Lys

Thr Leu Arg

Thr Arg

1545
Glu Tyr Ile
1560

Met Ala

Gln
1580
Leu

Gln Val Gly

Glu Ala Leu Lys

1595

Ser Ser Asp Phe Trp
1610

Asp Thr Trp Val

1625

Glu Asn Gln Lys

Lys

Glu
1640
Met Val Val Phe Gly

1660

19

1230
Asp Phe Asp Phe
1245
Tyr Tyr Gly Gly
Gln Ala Leu Ala
1280
Leu Asp Val
1295
Arg Ile His
1310
Glu Asn Glu

Asn
His

Lys
1325
Thr Leu Ser Val

Thr Cys Asn Lys
1360
Thr Glu Lys Arg
1375
Cys Thr Arg Tyr
1390
Ile Ser Met Met
1405
Leu Ala Asn Gly
Ala Phe Ser Asp
1440
Ser Glu Asp
1455
Glu Leu Ile
1470
Glu Glu Ser

His
Val

Leu
1485
Lys Leu Asn Lys
Asn Cys Phe Ile

1520
Asp Lys Ala

1535

Val Lys Val
1550

Glu Gln Thr

Leu
Leu

Ile

1565

Gln Arg Thr Phe

Glu Glu Lys Lys
1600

Glu Lys Pro

1615

His Trp Pro

1630

Cys Gln Asp

Gly
Glu
Gln

1645
Cys Pro Asn
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ES 2641367 T3

<210>5

<211> 763

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> FUENTE

<222>1..763
<223> /mol_tlpo="proteina"/organismo="Homo sapiens"

<400> 5

20



Met

Ser

Gly
Asn
65

Cys
His
Gly
Thr
145

Phe

Met

Glu
Ser
225
Phe
Gly
Gly
Glu
Leu
305
Arg
Glu
Leu
Leu

385
Ile

Arg
Leu
Gly
Gln
50

val
Phe
Gly
Ser
Ile
130
Asp
Ala
Vval
Pro
Pro
210
Asn
Glu
His
Lys
Asp
290
Val
Ala
Leu
Glu
Asp
370

Leu

Pro

Leu
Gln
Val
35

Val
Pro
Ala
Leu
Pro
115
Asn
Gln
Leu
Glu
Ser
195
Gly
Ser
Val
Leu
Pro
275
Gly
Asn
Leu
Tyr
Ala
355
Leu

Gln

val

Leu
Lys
20

Pro
Vval
Cys
Leu
His
100
Trp
Leu
Pro
Asp
Asn
180
Ser
Thr
Ser
Lys
Asp
260
vVal
Lys
Gly
Glu
val
340
Glu
Ser

Ala

Lys

Trp

Pro

Lys
Ser
Leu
85

Gln
Leu
Leu
Ile
Gln
165
Ser
Ile
Trp
Thr
Ile
245
Glu
Gln
Lys
Gln
Lys
325
Ala
Leu
Lys

Leu

Val
405

Gly
Arg
Ser
Gly
Pro

70
Ser
Leu
Lys
Phe

Tyr

ES 2641367 T3

Leu
Leu
val
Ser

55
Lys
Leu
Leu

Asp

Ser

135

Tle
Leu
Gly

40
Val
val
Gln
Arg

Ser

120

Trp
Leu

25
Val
Phe
Asp
Val

Gly

105

Leu

Ala
10
Phe
Gln
Leu
Phe
Pro
90

Pro

Ser

Ser Arg Arg

Asn Pro Gly Gln

150

Lys
His
Fhe
Lys

Gln

Met Arg Pro Ser

170

Gly Leu Arg Val

185

Gln Asp Asp Phe

Ile

215

Phe

230
Thr Pro Gly

200

Ser

Glu

Met Gln Leu

Gly val Ala
280
Thr Phe Phe
295

Ser

His

310
Leu Asn Met

Ala

Ala

Ile

Ile

Thr Ser Trp
360
Arg His Leu

Thr

vVal

Lys

375
Arg Glu Met Ser

390
Ser Ala Thr Val Ser
410

21

Ser

Ser

Arg
Thr

75
Leu
Glu
Arg
Gly
Arg
155
Thr
Arg

vVal

Ala Arg Phe

Val
Lys

Asp

Lys

Pro

Lys
235
Tyr

250

Ile

265

Tyr

Val

Gln

Arg

Arg Gly Leu

Ser Leu Ser

Gly

Ile

Ile

315
Thr

330

Glu

345

Tyr

Phe

Ser
Val
Val
Gly

395
Ser

Ser
Pro
Gln
Asn

60
Leu
Lys
Val
Thr
His
140
val
Asp
Lys
Ile
Ser
220
Tyr
Ile
Ala
Phe
Glu
300
Lys
Asp
Pro
Ser
Pro
380

Ser

Pro

Phe
Ser
Asp

45
Pro
Ser
Asp
Gln
Thr
125
Leu
Arg
Thr
Lys
Pro
205
Asp
Val
Leu
Arg
Gly
285
Ser
Ala
Leu
Gly
Ser
365
Gly

Pro

Gly

Phe
val

30
Val
Ser
Ser
Ala
Leu
110
Asn
Phe
Tyr
Tle
Glu
190
Asp
Gly
Leu
Thr
Tyr
270
Gln
Glu
Gln
Gly
350
Pro
Ala

Ala

Ser

Thr

15
val
Pro
Arg
Glu
Lys

95
Val

Ile

Arg
Thr
175
Val
Ile
Leu
Pro
Val

255
Ile

Thr
Phe
Gly
335
Glu
Phe
Pro

Ser

Val
415

Leu
His
Arg
Asn
Arg
80
Ser
Ala
Gln
Gln
Val
160
val
Tyr
Ser
Glu
Asn
240
Pro
Tyr
Asp
Lys
Gln
320
Leu
Met
Ser
Phe
Gly

400
Pro



Glu
Ile
Ser
Pro
465
Arg
Gly
Gly
Val
Ala
545
Asp
Gly
Thr
Tyr
Phe
625
Gly
Lys
Glu
Asp
705
Ala

Gln

Gly

Val
Pro
Ala
450
Pro
Pro
Ser
Gln
Ser
530
Phe
val
Ala
Asp
Ala
610
Glu
Ser
Asp
Thr
Lys
690
Gly
Arg
Phe

Leu

Gln
Ile
435
Gly
Ser
Pro
Gly
Tle
515
Val
Tyr
Gln
Lys
Ser
595
Ala
Ala
Ala
Gln
Thr
675
Leu
Val
Val
Ala

Gly
755

Asp
420
Ile
Ser

Gly

Ala
500
Val
Phe
Tyr
Ala
Gln
580
Leu

Gly

Leu
Trp
660
Gly
Thr
Gln
Glu

740
Ser

Ile
Ile
Pro
Gly
Val
485
Thr
Phe
Val
His
Gly
565
Tyr
Ala
Ser
Asn
Gln

645
Thr

Gln
Arg
Gln
725

Ser

Pro
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Gln Gln Asn Thr Asp Gly
425
Pro Gln Thr Ile Ser Glu
440
His Pro Ala Ile Ala Arg
455
Pro Gly Phe Leu Ser Ile
470 475
Gly Asp Thr Leu Asn Leu
490
Phe Ser His Tyr Tyr Tyr
505
Met Asn Arg Glu Pro Lys
520
Asp His His Leu Ala Pro
535
Gly Asp His Pro Val Ala
550 555
Ala Cys Glu Gly Lys Leu
570
Arg Asn Gly Glu Ser Val
585
Leu Val Ala Leu Gly Ala
600
Lys Ser His Lys Pro Leu
615
Ser Tyr Asp Leu Gly Cys
630 635
vVal Phe Gln Ala Ala Gly
650
Leu Ser Arg Lys Arg Leu
665
Lys Arg Asn Val Asn Phe
680
Tyr Ala Ser Pro Thr Ala
695
Leu Pro Met Met Arg Ser
710 715
Pro Asp Cys Arg Glu Pro
730
Leu Arg Lys Lys Ser Arg
745
Ser Ala Arg Ser Pro Ala
760

22

Ser
Leu
Leu
460
Glu
Asn
Met
Arg
Ser
540
Asn
Glu
Lys
Leu
Asn
620
Gly
Leu
Ser
Gln
Lys
700
Cys
Phe

Asp

Gly
Gln
445
Thr
Arg
Leu
Ile
Thr
525
Phe
Ser
Leu
Leu
Asp
605
Met
Pro
Ala
Cys
Lys
685
Arg
Glu

Leu

Lys

Gln
430
Leu
Val
Pro
Arg
Leu
510
Leu
Tyr
Leu
Ser
His
590
Thr
Gly
Gly
Phe
Pro
670
Ala
Cys
Gln

Ser

Gly
750

Val
Ser
Ala
Asp
Ala
495
Ser
Thr
Phe
Arg
Val
575
Leu
Ala
Lys
Gly
Ser
655
Lys
Ile
Cys
Arg
Cys

735
Gln

Ser
Vval
Ala
Ser
480
Val
Arg
Ser
Val
Val
560
Asp

Glu

Val
Gly
640
Asp
Glu
Asn
Gln
Ala
720
Cys

Glu
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REIVINDICACIONES
1. Un método in vitro para el diagndstico de endometriosis en un sujeto, que comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracion de la SEQ ID NO: 6, (Zn-alfa-2-glicoproteina (ZAG)) o mutantes y/o variantes
postraduccién de la misma, en una muestra biolégica de dicho sujeto y en una muestra de control;

b) comparar dicha concentracion en dicha muestra biolégica y dicha muestra de control

en el que un aumento de la concentracion de dicha SEQ ID NO 6 con respecto a la misma proteina en dicho control
es indicativo de endometriosis.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que dicha etapa a) comprende ademas la determinacion de al
menos una proteina que comprende una secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 1, o mutantes y/o variantes postraduccion de la misma en una muestra bioldgica de
dicho sujeto.

en el que un aumento de la concentracion de dicha por lo menos SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 2 y/o una disminucién
de la concentracion de dicha al menos una proteina que comprende una secuencia seleccionada del grupo de las
SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 1 con respecto a la misma proteina en dicho control es indicativa de
endometriosis.

3. El método de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que comprende ademas una etapa de obtencién de un extracto
proteico de dicha muestra biolégica.

4. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que dicha muestra bioldgica es sangre
0 suero.

5. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en el que dicha determinacién se realiza
mediante inmunoprecipitacion Western, ELISA (ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima), RIA
(radioinmunoensayo), inmunoquimica, matriz de proteinas, espectrometria de masas.

6. Un método in vitro para la monitorizacién de la endometriosis en un sujeto, que comprende las siguientes etapas:

a) determinar la concentracion de al menos una proteina que comprende la SEQ ID NO 6, o mutantes y/o variantes
postraduccién de la misma, en una primera y una segunda muestras bioldgicas, obtenidas respectivamente en un
tiempo t=0 y t>0, de dicho sujeto,

b) comparar dicha concentracion obtenida para dichas primera y segunda muestra.

7. El método de acuerdo con la reivindicacion 6, en el que dicha etapa a) comprende ademas la determinacion de al
menos una proteina que comprende una secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID
NO 3, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 1, o mutantes y/o variantes postraduccion de la misma, en una muestra biolégica
de dicho sujeto.

8. El método de acuerdo con la reivindicacién 7, en el que un aumento de la concentracién de dicha proteina que
comprende una secuencia seleccionada del grupo de las SEQ ID NO 6, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 2 y/o una
disminucion de la concentracién de dicha al menos una proteina que comprende una secuencia seleccionada del
grupo de las SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 1 en dicha primera muestra con respecto a dicha segunda
muestra es indicativa de una progresion de endometriosis.

9. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 8, en el que dichas primera y segunda
muestra se obtienen respectivamente antes del inicio de una terapia y durante y/o después de dicha terapia.

10. EI método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 9, que comprende ademas una etapa de
obtener un extracto proteico de dichas muestras biolégicas.

11. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 10, en el que dichas muestras biolégicas
son sangre o suero.

12. El método de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que dicha terapia es un
tratamiento quirdrgico.
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13. El uso de un kit que comprende:

- al menos una alicuota de uno o mas reactivos necesarios para la determinacién de la concentracion de al menos
una proteina que comprende la SEQ ID NO 6, (Zn-alfa-2-glicoproteina (ZAG)) o mutantes y/o variantes
postraduccion de la misma, en una muestra biolégica de dicho sujeto y al menos una alicuota de uno o mas
reactivos necesarios para la determinacién de la concentracion de al menos una proteina que comprende una
secuencia seleccionada del grupo de: SEQ ID NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 2, SEQ ID NO 1, o
mutantes y/o variantes postraduccion de la misma, en una muestra biolégica de dicho sujeto en un método de
acuerdo con la reivindicacion 1.

14. El uso del kit de acuerdo con la reivindicacion 13, que comprende ademas al menos una alicuota de un control

positivo que comprende una o mas secuencias de aminoacidos seleccionadas del grupo de: SEQ ID NO 6, SEQ ID
NO 5, SEQ ID NO 4, SEQ ID NO 3, SEQ ID NO 2y SEQ ID NO 1.
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Control Endometriosis

FIG. 2A
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Control Endometriosis

FIG. 2C
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