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DESCRIPCION
Identificacion de proteinas en suero humano indicativo de patologias de los tejidos pulmonares humanos
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion, definida en las reivindicaciones, se refiere en general a métodos que facilitan el diagnostico
de patologias del tejido pulmonar humano. Mas concretamente, la presente invencion se refiere a métodos que
facilitan el diagnostico del cancer pulmonar no microcitico y el asma, utlizando la cromatografia liquida-
espectrometria de masas para identificar proteinas presentes en sueros humanos que, cuando se alteran en
términos de intensidad relativa de expresién en el suero humano de las mismas proteinas que se encuentran en una
poblacién normal, son indicativas de patologias asociadas con el tejido pulmonar humano y el sistema respiratorio
humano.

Al identificar las proteinas asociadas con estas patologias, determinar las identidades de expresion representativas y
comparar estas intensidades de expresion con las intensidades de expresion presentes en el suero de un paciente,
resulta posible detectar la presencia de patologias en una fase temprana de su progresion a través de un simple
analisis de sangre y diferenciar entre las diferentes patologias.

2. Descripcion de la técnica relacionada

Las patologias del sistema respiratorio, como el asma y el cancer de pulmon, afectan a millones de
estadounidenses. En efecto, la American Lung Association afirma que casi 20 millones de estadounidenses padecen
asma. Segun estimaciones de la American Cancer Society, solo en el afio 2007 se detectaron 229.400 nuevos casos
de cancer del sistema respiratorio y 164.840 muertes producidas por esta enfermedad. Mientras que la tasa de
supervivencia a los cinco afos en los casos de cancer detectados mientras se encuentra localizado es del 46%, esta
tasa de supervivencia en los pacientes con cancer de pulmon es tan solo del 13%. Por otra parte, solo el 16% de los
canceres de pulmoén se descubren antes de que la enfermedad se haya propagado. En general, los canceres de
pulmén se clasifican en dos categorias principales en funcién de la patologia de las células cancerosas. Cada una
de estas categorias se designa por los tipos de células que han sufrido una transformaciéon para convertirse en
cancerosas. El cancer microcitico procede de las células pequefas del tejido pulmonar humano, mientras que, por lo
general, el cancer no microcitico abarca todos los canceres de pulmén que no son de células pequefias. Los
canceres de pulmén no microciticos se incluyen en un mismo grupo porque, por lo general, se aplica el mismo
tratamiento a todos los canceres de este tipo. En conjunto, los canceres de pulmén no microciticos (o NSCLC, por
sus siglas en inglés) representan alrededor del 75% de todos los canceres de pulmon.

Un importante factor para la reducciéon de la tasa de supervivencia de los pacientes con cancer de pulmoén es el
hecho de que resulta dificil diagnosticarlo en una fase temprana. Los métodos actuales para diagnosticar el cancer
de pulmén o identificar su existencia en el ser humano se limitan a los rayos X, el TAC y otras pruebas similares de
los pulmones, para determinar fisicamente la presencia o ausencia de un tumor. Por tanto, a menudo el diagndstico
del cancer de pulmén se realiza Unicamente en respuesta a unos sintomas que se han manifestado durante un
periodo de tiempo significativo y después de que la enfermedad haya estado presente en el ser humano el tiempo
suficiente para producir una masa fisicamente detectable.

De un modo similar, los métodos actuales para detectar el asma se realizan tipicamente mucho después de la
aparicion de sintomas como sibilancias recurrentes, tos y opresion en el pecho. 10 métodos actuales para detectar
el asma se limitan tipicamente a pruebas pulmonares funcionales como la espirometria o las pruebas de
provocacion. Por otra parte, a menudo el médico encarga estas pruebas junto con muchas otras a fin de descartar
otras patologias o enfermedades tales como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), bronquitis,
neumonia e insuficiencia cardiaca congestiva.

Hasta la fecha no existe en la técnica un método sencillo y fiable para diagnosticar patologias del tejido pulmonar
humano en una fase temprana de su evolucion. Asimismo, en la actualidad no existe ningin analisis de sangre
disponible que sea capaz de indicar la presencia de una patologia concreta del tejido pulmonar. Asi pues, resulta
recomendable desarrollar un método para determinar la existencia de canceres de pulmén en una fase temprana de
su progresion. Asimismo, resulta recomendable desarrollar un método para diagnosticar el asma y el cancer de
pulmén microcitico y para diferenciar estas patologias entre si, asi como de otras enfermedades pulmonares, tales
como infecciones, tan pronto como se manifiesten los sintomas. Resulta asimismo recomendable identificar
proteinas especificas presentes en la sangre humana, que, cuando sufren alteraciones en términos de las
intensidades de expresion relativas, sean indicativas de la presencia de cancer de pulmén microcitico y/o asma.

WO01/60857 es un documento que revela la misma proteina (llamada aqui PAP1) tal como se describe en la SEC.
ID. N°:8 (ver reivindicacion 8, abstracto) pero no vinculada con la enfermedad pulmonar descrita aqui.

Dai Songwei et al. (06-2007), Science in China, Series C Life Sciences, vol. 50, n°. 3, p.305-311 revela los
marcadores para el asma y el cancer de pulmoén pero sin vinculo con la proteina de la SEC. ID N°:8 descrita.
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Resumen de la invencion
La invencion, en su forma mas amplia, se define por las reivindicaciones independientes 1y 3:

Un método que facilita el diagndstico de las patologias del asma y/o el cancer de pulmén en pacientes que se
encuentran en una etapa temprana de la enfermedad, que consiste en determinar la concentracion de proteina
especifica de CAC69571 (SEC. ID. N°: 8), y opcionalmente una o mas de las proteinas que contienen la proteina 4
del dominio FERM (SEC. ID. N°: 5), forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del
proteasoma de JCC1445 (SEC. ID. N° 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N° 10), AAK13083 (SEC. ID. N° 6), AAK13049
(SEC. ID. N°: 11), BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N° :2), CAF17350 (SEC. ID. N° 3), Q6ZUD4
(SEC. ID. N°:4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente y comparar los datos de concentracién con
los obtenidos de las poblaciones con cancer de pulmén y/o las poblaciones con asma, a fin de verificar o descartar la
existencia de las patologias en cuestion.

Un método para evaluar la respuesta de un paciente a intervenciones terapéuticas que consisten en determinar la
concentracion de proteina especifica CAC69571 (SEC. ID. N°: 8), y opcionalmente una o mas de las proteinas de la
proteina 4 que contienen un dominio (SEC. ID. N°: 5), forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de
endopeptidasa del proteasoma JCC1445 (SEC. ID. N°: 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N°: 10), AAK13083 (SEC. ID. N°:
6), AAK13049 (SEC. ID N°: 11), BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°:2), CAF17350 (SEC. ID. N°: 3),
Q6ZUD4 (SEC. ID. N°:4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente, donde el paciente padece asma o
cancer de pulmon.

Las realizaciones preferibles se definen en las reivindicaciones dependientes 2, 4 y 5.
Otros aspectos de la presente divulgacion

La presente divulgacion ofrece un método novedoso para identificar proteinas presentes en el suero humano que se
expresan de forma diferenciada entre los individuos sanos y los pacientes que se sabe que padecen cancer no
microcitico y asma, diagnosticado por un médico, utilizando una espectrometria de masas con ionizacion por
electronebulizacion acoplada a cromatografia liquida (LC-ESIMS, por sus siglas en inglés). Se realiz6é una seleccion
de 30 proteinas indicativas de cancer de pulmdn no microcitico y/o asma comparando los datos de la espectrometria
de masas, en concreto la masa de los péptidos y las indicaciones graficas de las intensidades de las proteinas
expresadas en el tiempo en una Unica dimensiéon. Se compararon miles de proteinas y esto dio como resultado la
seleccién de once proteinas que se expresaron con unas intensidades sustancialmente diferenciadas entre las
poblaciones de individuos que no padecen ninguna patologia del tejido pulmonar, las poblaciones de individuos que
padecen asma, diagnosticado por un médico, y las poblaciones de individuos que padecen cancer de pulmoén no
microcitico, diagnosticado por un médico.

Concretamente, los sueros se obtuvieron de una "poblacién normal”, una "poblacién con asma" y una "poblacion con
cancer de pulmén". Para los fines del presente, el término "poblacién normal" define de los individuos que se sabe
que no padecen asma ni cancer de pulmoén. Para los fines del presente, el término "poblaciéon con asma" define a los
individuos que se sabe que padecen asma y en los que esta patologia ha sido diagnosticada por un médico. Para
los fines del presente, el término "poblacién con cancer de pulmoén" define a los individuos que se sabe que padecen
cancer de pulmén no microcitico y en los que esta patologia ha sido diagnosticada por un médico.

Después de haber obtenido los sueros de la poblacion normal, la poblacién con asma y la poblacion con cancer de
pulmén, cada una de las muestras de suero se dividié en partes alicuotas y se expuso a un agente digestivo o
proteasa, concretamente tripsina, para digerir las proteinas presentes en las muestras de suero y convertirlas en
péptidos o clivajes predecibles y definidos. Los péptidos creados por la accién enzimatica de la tripsina,
normalmente conocidos como péptidos ftripticos, se separaron de la materia insoluble digerida por la tripsina,
sometiendo las muestras a centrifugacion para precipitar la materia insoluble. A continuacion se sometié la solucién
supernatante que contenia los péptidos tripticos a cromatografia liquida capilar para realizar la separacion temporo-
espacial de los péptidos tripticos.

Después estos péptidos tripticos se sometieron a LC-ESIMS. Cada péptido se fue separando haciéndolo pasar por
una columna de fluido hidréfobo, concretamente agua, acetonitrilo con un contenido del 0,1% en volumen de acido
férmico en una columna cromatografica que contenia una fase estacionaria de material de empaquetamiento
Supelcosil ABZ + 5 urn, con una longitud de lecho de 18 cm y un diametro interior de 0,375 mm. Los péptidos
separados son transportados por un efluente de la columna. La columna tiene un extremo desde el que los péptidos
separados se someten a electronebulizacién mediante aplicacion de alto voltaje al extremo de la columna que tiene
un sesgo positivo con respecto a la tierra, formando un haz de pequefas gotas cargadas que se aceleran hacia la
entrada de la LC-ESIMS por la fuerza del campo eléctrico aplicado. La nebulizaciéon resultante formada consistia en
pequefias gotas de solvente que contenian los péptidos tripticos disueltos. Las pequefias gotas se separaron del
solvente haciendo pasar por una region de presion atmosférica la fuente de electronebulizacion y, a continuacion,
por una entrada capilar calentada de la LC-ESIMS.

La separacion del solvente de las pequefias gotas provocd la deposicion de iones de carga positiva, mas
tipicamente hidrégeno (H") sobre los péptidos, dotando de carga a los péptidos. Estos péptidos cargados en la fase
gaseosa se describen en la técnica como "iones pseudomoleculares”. Los iones pseudomoleculares se atraen a
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través de diversos potenciales eléctricos hacia el analizador de masas de la LC-ESIMS, donde son separados en el
espacio y el tiempo en funcion del ratio de masa:carga. Una vez separados en funcion del ratio masa:carga, los
iones pseudomoleculares se dirigen mediante gradientes del campo eléctrico adicionales hacia un detector de la LC-
ESIMS, donde el haz de iones pseudomoleculares se convierte en impulsos eléctricos que son registrados por los
dispositivos de registro de datos.

De este modo, los péptidos presentes en los tripticos digeridos pasaron al analizador de masas de la LC-ESIMS,
donde se midieron los pesos moleculares de cada péptido, produciendo espectros de masas de tiempo
incrementado que se adquieren repetidamente durante la totalidad del tiempo que los péptidos de la muestra salen
por la columna. Por lo general, los resultados de los espectros de masas son ilustraciones graficas de los péptidos
encontrados por la LC-ESIMS, donde el eje X es la medida del ratio masa:carga y el eje Y es la intensidad de la
sefial del péptido. Estos espectros de masas se pueden combinar después en el tiempo, en una visualizacién
tridimensional en la que el eje X es el tiempo de la separacion cromatografica, el eje Z es el eje de la masa del
espectro de masas y el eje Y es la intensidad de las sefales de los espectros de masas, que es proporcional a la
cantidad de un ion pseudomolecular dado detectado por la LC-ESIMS.

A continuacion, se realizé un analisis comparativo para contrastar los resultados de los espectros de masas de cada
muestra analizada de la poblacion con asma y la poblacién con cancer de pulmén con los de cada muestra
analizada de la poblaciéon normal. Cada sefial ("maxima") de un ion pseudomolecular de un péptido triptico asociada
con una proteina identificada putativa detectada en la LC-ESIMS se comparé en la poblacién con asma, la poblaciéon
con cancer de pulmon y la poblacién normal. Se consideraron no significativos y, por tanto, se descartaron aquellos
péptidos con unas intensidades maximas de espectros de masas que indicaban que las cantidades de los péptidos
no presentaban una alteracién sustancial al comparar la poblaciéon con asma o la poblaciéon con cancer de pulmon
con la poblacion normal. Por lo general, los criterios de exclusion utilizados implicaban la comparacion de las
intensidades maximas de los péptidos de al menos la mitad de los péptidos caracteristicos identificados para una
proteina dada en al menos diez conjuntos de datos obtenidos del analisis de sueros de pacientes individuales de
cada patologia. Si la intensidad de la mayoria de los maximos de los péptidos obtenidos de una proteina dada
presentaban una intensidad al menos diez veces superior en el 80% de los conjuntos de datos de los sueros, la
proteina se clasificaba como regulada de forma diferenciada entre las dos clases patoldgicas.

Como resultado del analisis comparativo, se determind que once proteinas se expresan constantemente de forma
diferenciada entre la poblacién con asma, la poblacion con cancer de pulmén y la poblacién normal. Las once
proteinas se identificaron por referencia a bases de datos o bibliotecas de proteinas y péptidos conocidas. Algunos
ejemplos de estas bases de datos incluyen Entrez Protein mantenida por el National Center for Biotechnology
Information ("NCBInr"), ExPASy mantenida por el Swiss Bioinformatics Institute ("SwissProt"), y la Mass Spectral
Database ("MSDB") del Medical Research Council Clinical Science Center del Imperial College of London.

Los resultados de los espectros de masas de cada muestra de la poblacién normal, la poblacién con cancer de
pulmoén y la poblacion con asma se introdujeron en un motor de bisqueda conocido llamado Mascot. Mascot es un
motor de busqueda conocido en la técnica que emplea los datos de la espectrometria de masas para identificar
proteinas de cuatro importantes bases de datos de secuencias, concretamente las bases de datos MSDB, NCBInr,
SwissProt y dbEST. Se introdujeron los parametros y criterios de busqueda en el programa Mascot y se proceso
cada una de las muestras con este programa. A continuaciéon, el programa Mascot procesd los péptidos
introducidos con las bases de datos de secuencias, comparando las masas e intensidades maximas de cada péptido
con las masas e intensidades maximas de las proteinas y péptidos conocidos. El programa produjo una lista de
candidatas de posibles coincidencias, normalmente denominadas "coincidencias significativas" para cada péptido
procesado.

El programa Mascot determina las coincidencias significativas asignando una puntuaciéon denominada "puntuacion
Mowse" para cada muestra analizada. La puntuacion Mowse es un algoritmo donde la puntuacion es -10*LOGio(P),
donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento aleatorio, que se correlaciona con un
valor p de significacion donde p es inferior a 0,05, que es el estandar generalmente aceptado en la comunidad
cientifica. Por lo general, unas puntuaciones Mowse de aproximadamente 55 a 66 o superiores se consideran
significativas. El nivel de significacion varia en cierta medida debido a consideraciones de busqueda y a parametros
de las bases de datos especificos. Se obtuvieron coincidencias significativas para cada péptido procesado, lo que
dio como resultado una lista de proteinas candidatas.

A continuacion se contrastan los péptidos con las proteinas de las coincidencias significativas para determinar la
identidad de los péptidos procesados con el programa Mascot. Se realizd un andlisis manual de cada péptido
identificado con el programa Mascot y de cada proteina de las coincidencias significativas. Se excluyeron las
coincidencias de intensidad maxima que se determind que eran resultado del "ruido" quimico o electrénico. Los
datos de los resultados de los espectros de masas se contrastaron con las coincidencias significativas para
confirmar los datos brutos, las identidades maximas, las multiplicidades de carga, la distribucion de is6topos y los
estados de carga de los flancos.

A continuacion se realizé una busqueda inversa para afiadir péptidos a la lista de candidatos que podrian haber sido
omitidos por la busqueda automatica a través del programa Mascot. Los péptidos adicionales se identificaron
seleccionando la "mejor coincidencia”, es decir la proteina individual que coincidia de forma sustancial con cada
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parametro del péptido comparado, realizando una digestion con silicio donde los péptidos tripticos y sus respectivas
masas moleculares se calculan basandose en la secuencia genética o de aminoacidos conocida de la proteina.
Estas masas estimadas de los péptidos se comparan entonces con los datos de espectros de masas en bruto y
cualesquiera maximos identificados se examinan y cualifican tal como se ha descrito anteriormente. A continuacion,
todos los péptidos, incluyendo aquellos identificados automaticamente por Mascot y aquellos identificados mediante
examen manual, se introducen en la lista de masas utilizada por Mascot. La coincidencia refinada se utiliza después
para obtener la puntuacion Mowse refinada, tal como se debate a continuacion.

Como resultado del proceso de identificacion, las once proteinas que se determind que se expresaban de forma
significativamente diferenciada entre la poblaciéon con asma, la poblacion con cancer de pulmén y la poblacion
normal se identificaron como BAC04615, Q6NSC8, CAF17350, Q6ZUD4, Q8N7P1, CAC69571, proteina 4 que
contiene el dominio FERM, forma de union larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma
de JCC1445, sintaxina 11, AAK13083, y AAK130490. BAC04615, QBNSC8, CAF 17350, Q6ZUD4, Q8N7P1 son
proteinas identificadas resultantes de esfuerzos de secuenciacion genética. La proteina 4 que contiene el dominio
FERM se sabe que participa en el anclaje a la membrana de la proteina intracitoplasmica. La forma de unioén larga
de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445 es un proteasoma conocido. La
sintaxina 11 es activa en la respuesta inmune celular. BAC04615, AAK13083, y AAK130490 son proteinas
asociadas con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

Breve descripcion de las ilustraciones

La Fig. 1 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina BAC04615;

La Fig. 2 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina Q6NSCS;

La Fig. 3 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina CAF17350;

La Fig. 4 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina Q6ZUD4;

La Fig. 5 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina Q8N7P1;

La Fig. 6 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina CAC69571;

La Fig. 7 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina 4 que contiene el dominio FERM;

La Fig. 8 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445;

La Fig. 9 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para la
proteina sintaxina 11;

La Fig. 10 divulga una tabla que muestra los resultados del algoritmo Mowse y coincidencias significativas para las
proteinas de AAK13083 y AAK13049;

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencion, en su forma mas amplia, se define en las reivindicaciones independientes 1y 3:

Un método que facilita el diagndstico de las patologias del asma y/o el cancer de pulmén en pacientes que se
encuentran en una etapa temprana de la enfermedad, que consiste en determinar la concentracion de proteina
especifica de CAC69571 (SEC. ID. N°: 8), y opcionalmente una o mas de las proteinas de proteina 4 que contiene el
dominio FERM (SEC. ID. N°: 5), forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del
proteasoma de JCC1445 (SEC. ID. N°: 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N°: 10), AAK13083 (SEC. ID. N°: 6), y AAK13049
(SEC. ID. N°: 11) BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°:2), CAF17350 (SEC. ID. N°: 3), Q6ZUD4 (SEC.
ID. N°:4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente y comparar los datos de concentracion con los
obtenidos de las poblaciones con cancer de pulmén y/o las poblaciones con asma, a fin de verificar o descartar la
existencia de las patologias en cuestion.

Un método para evaluar la respuesta de un paciente a intervenciones terapéuticas que consisten en determinar la
concentracion de proteina especifica de CAC69571 (SEC. ID. N°:8), y opcionalmente una o mas de las proteinas de
la proteina 4 que contiene el dominio FERM (SEC. ID. N°: 5), forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo
de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445 (SEC. ID. N°: 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N°: 10), AAK13083 (SEC. ID.
N°: 6), y AAK13049 (SEC. ID. N°: 11) BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°:2), CAF17350 (SEC. ID.
N°: 3), Q6ZUD4 (SEC. ID. N°:4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente, donde el paciente padece
asma o cancer de pulmon.
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Las realizaciones preferibles se definen en las reivindicaciones dependientes 2, 4 y 5.

La presente invencién proporciona un método para identificar e identifica proteinas presentes en el suero humano,
que se expresan de forma diferenciada entre los individuos sanos y en los individuos que se sabe que padecen
cancer de pulmoén no microcitico y asma, diagnosticados por un médico, utilizando espectrometria de masas con
ionizacion por electronebulizacion acoplada a cromatografia liquida. Al determinar las proteinas que se expresan de
forma sustancial y constantemente diferenciada entre las poblaciones que no padecen ninguna patologia de tejido
pulmonar humano, las poblaciones a las que se les ha diagnosticado asma y las poblaciones a las que se les ha
diagnosticado cancer de pulmén no microcitico, y al obtener la identidad de estas proteinas, resulta posible
identificar la presencia de la patologia en un paciente a través de analisis de sangre en los que se identifiquen las
mismas proteinas y se cuantifiquen los niveles de expresion de estas proteinas, a fin de identificar y diagnosticar el
asma o cancer de pulmoén no microcitico en una fase mucho mas temprana de la progresiéon de las respectivas
enfermedades.

Se tomaron muestras de sangre humana a los voluntarios. Se recogieron treinta muestras de individuos que se sabe
que no padecen cancer de pulmén no microcitico ni asma. Los individuos que se sabe que no padecen cancer de
pulmén no microcitico ni asma comprenden y se denominan en el presente "poblacién normal”. Por otra parte, para
los fines del presente, el término "cancer de pulmén" describe los canceres de pulmén no microciticos. Se recogieron
veintiocho muestras de individuos que se sabe que padecen asma, con el diagnostico confirmado por un médico.
Los individuos que se sabe que padecen asma comprenden y se denominan en el presente la "poblaciéon con asma".
Se recogieron treinta muestras de sangre de individuos que se sabe que padecen cancer de pulmén no microcitico,
con el diagnéstico confirmado por un médico. Los individuos que se sabe que padecen asma comprenden y se
denominan en el presente la "poblacion con cancer de pulmén”. Por lo general, para los fines del presente, los
términos "cancer de pulmén" o "canceres de pulmon” se refieren a los canceres de pulmoén no microciticos. Por
ultimo, se recogieron setenta y una muestras de individuos que se sabe que corren el riesgo de padecer cancer de
pulmén debido a su historial de tabaquismo, confirmado por un médico. Estas setenta y una muestras estan siendo
objeto de la investigacion y experimentacion en la actualidad y, por consiguiente, no se comentan en el presente.

Se tomaron muestras de sangre a los voluntarios de conformidad con un protocolo aprobado por el Comité
Institucional de Revision (IRB, por sus siglas en inglés), tras la firma de un consentimiento informado, utilizando
técnicas estandar de venopuncion con tubos de vidrio estériles de tapén rojo para suero de 10 ml BD Vacutainer®.
Las muestras de sangre se dejaron reposar a temperatura ambiente durante treinta minutos para permitir la
coagulacion de la sangre. A continuacion se centrifugaron en una centrifugadora de sobremesa estandar a 2.000
rpm a temperatura ambiente durante diez minutos, para separar el suero de las muestras de sangre. Se retiro el
suero de cada muestra vertiéndolo en tubos secundarios. Los tubos secundarios se enfriaron previamente con hielo
para garantizar la integridad de cada muestra de suero, limitando la degradacion resultante de la proteolisis y la
desnaturalizacion. Se recogieron las muestras de suero de cada muestra recogida y se dividieron en partes alicuotas
de 1,0 ml en tubos Cryovial previamente enfriados con hielo. Las partes alicuotas de las muestras de suero se
almacenaron a una temperatura no superior a ochenta grados Celsius bajo cero (-80°C). El tiempo de procesamiento
no fue superior a una hora desde el momento de la flebotomia hasta su almacenamiento a -80°C.

Se seleccionaron aleatoriamente entre ocho y diez muestras de suero de cada una de las poblaciones (normal, con
asma y con cancer de pulmon) para su analisis. Cada una de las muestras de suero de cada poblacion se traté con
un agente digestivo o proteasa, en este caso tripsina. La tripsina fue la proteasa utilizada y resulta recomendable su
utilizacion debido a su capacidad para realizar clivajes altamente especificos y altamente predecibles, debido al
hecho de que se sabe que la tripsina cliva las cadenas peptidicas en el extremo carboxilo de la lisina y arginina,
salvo cuando hay una prolina presente inmediatamente después de la lisina o arginina. A pesar de que se utilizd
tripsina, resulta posible utilizar otras proteasas o agentes digestivos. Resulta recomendable utilizar una proteasa, o
mezcla de proteasas, que permitan un clivaje al menos tan especifico como la tripsina.

Los péptidos tripticos, que son los péptidos que deja la tripsina tras el clivaje, se separan después de la materia
insoluble sometiendo las muestras a centrifugado y a una cromatografia liquida capilar, con un gradiente de
acetonitrilo acuoso con un 0,1% de acido férmico utilizando una columna 0.375 X 180 mm Supelcosil ABZ+ en un
sistema de HPLC capilar Eksigent 2D para conseguir la resolucion cromatografica de los péptidos tripticos
generados. Esta separacion de los péptidos es necesaria porque el proceso de ionizacion por electronebulizacion
esta sujeto a una co-supresion de iones, donde los iones de un tipo que tienen una mayor afinidad por el protdon
suprimira la formacién de iones que tienen afinidades inferiores por el protdn si se extraen simultaneamente del
emisor de electronebulizacion, que en este caso es coterminal con el extremo de la columna de HPLC.

Esta metodologia permite la separacion del mayor nimero de péptidos producidos en las digestiones de tripticos y
contribuye a minimizar los problemas de co-supresion, maximizando asi las oportunidades de formacién de co-
supresion de iones pseudomoleculares y, por tanto, el muestreo de iones. Los péptidos tripticos de cada muestra se
sometieron a continuaciéon a una LC-ESIMS. La LC-ESIMS separ6 cada péptido de cada muestra con el tiempo,
pasando los péptidos de cada muestra a través de una columna de un sistema de solventes compuesto por agua,
acetonitrilo y acido férmico, tal y como se ha descrito anteriormente.

A continuacion, los péptidos fueron nebulizados con una fuente de ionizacién por electronebulizacién para ionizar los
péptidos y producir los iones pseudomoleculares de los péptidos, tal como se ha descrito anteriormente. A
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continuacion, los péptidos pasaron por un analizador de masas de la LC-ESIMS, donde se midieron las masas
moleculares de cada uno de los iones pseudomoleculares de los péptidos. Después de someterse a la LC-ESIMS,
se produjeron resultados de los espectros de masas de los péptidos presentes en cada muestra a partir de los datos
de los espectros de masas, concretamente de las intensidades de los pesos moleculares y del tiempo de elucion de
los péptidos de una columna cromatografica. Por lo general, los resultados de los espectros de masas son
ilustraciones graficas de las sefiales de los iones pseudomoleculares de los péptidos registradas por la LC-ESIMS,
donde el eje X es la medida del ratio masa:carga, mientras que el eje Y es la intensidad de la sefial de los iones
pseudomoleculares. A continuacion, estos datos se procesan con un sistema de software que controla la LC-ESIMS
y captura y almacena los datos resultantes.

Después de obtener los datos de los espectros de masas y de generar los correspondientes resultados, se realizé
un analisis comparativo en el que se generaron los resultados de los espectros de masas de cada muestra de suero
testada con la LC-ESIMS para cada poblacion, tanto dentro de las poblaciones con la misma patologia como entre
las poblaciones con distintas patologias (en adelante, intrapatolégica e interpatolégicamente). Se compararon los
picos de los espectros de masas entre cada muestra testada de la poblaciéon normal. A continuacién, se compararon
los picos de los espectros de masas entre cada muestra testada de la poblacion con asma y la poblacion con cancer
de pulmodn. Una vez realizadas las comparaciones intrapatologicas, se realizaron comparaciones interpatoldgicas, en
las que los resultados de los espectros de masas para cada muestra testada en la LC-ESIMS para la poblacion con
asma se compararon con cada muestra testada de la poblacion normal. De igual modo, los resultados de los
espectros de masas de cada muestra testada en la LC-ESIMS para la poblaciéon con cancer de pulmén se
compararon con cada muestra testada de la poblacién normal.

Se consideraron no significativos y, por tanto, se descartaron aquellos péptidos con unos resultados de espectros de
masas que indicaban que las intensidades de los péptidos se expresaban de forma diferenciada de forma
inconstante intrapatolégicamente o que no presentaban una alteraciéon sustancial (una variacion de la intensidad
inferior a 10 x) cuando se comparaba la poblaciéon con asma o la poblacién con cancer con la poblacién normal. Por
lo general, los criterios de exclusion utilizados implicaban la comparacion las intensidades peptidicas maximas para
al menos la mitad de los péptidos caracteristicos identificados para una proteina dada en al menos diez conjuntos de
datos obtenidos del analisis de los sueros de pacientes individuales de cada patologia. Si la intensidad de la mayoria
de los maximos peptidicos obtenidos de una proteina dada era al menos 10 veces superior para el 80% de los
conjuntos de los datos de los sueros, la proteina se clasificaba como regulada de forma diferenciada entre las dos
clases patoldgicas.

Sin embargo, se desconocia la identidad de las proteinas que daban lugar a los péptidos que se observd que
estaban regulados de forma diferenciada, por lo que fue necesario identificarlas. Para realizar la identificacion de las
proteinas, se compararon las intensidades de la sefal de los iones pseudomoleculares de los péptidos entre las
bases de datos conocidas que contienen bibliotecas de proteinas y péptidos conocidos y de proteinas y péptidos
sospechados.

Los resultados de los espectros de masas de los tripticos digeridos de cada muestra de la poblacion normal, la
poblacion con cancer y la poblacion con asma se introdujeron en un motor de blusqueda conocido denominado
Mascot. Mascot es un motor de busqueda conocido en la técnica, que utiliza los datos de la espectrometria de
masas para identificar proteinas de cuatro importantes bases de datos de secuencias, concretamente las bases de
datos MSDB, NCBInr, SwissProt y dbEST. Estas bases de datos contienen informacion sobre todas las secuencias
conocidas y todas las proteinas putativas, basandose en la observacion de las regiones de inicio de la transcripcion
de proteinas caracteristicas obtenidas de las secuencias genéticas. La precision y redundancia de estas bases de
datos se comprueba continuamente y estan sujetas a una adicion constante, a medida que se identifican y publican
nuevas secuencias genéticas y proteinas en la literatura de patentes y cientifica.

Como resultado del analisis comparativo, se determind que once proteinas se expresan constantemente de forma
diferenciada entre la poblacion con asma, la poblacion con cancer de pulmén y la poblacion normal. Se introdujeron
parametros y criterios de busqueda en el programa Mascot y los datos de los espectros de masas de los resultados
de los espectros de masas de cada poblacién se procesaron en el mencionado programa. Los datos de los
espectros de masas introducidos en el programa Mascot fueron los de todas las muestras de cada patologia. A
continuacion, el programa Mascot proceso los datos espectrales de los péptidos introducidos con las bases de datos
de secuencias, comparando las masas e intensidades maximas de cada péptido con las masas e intensidades
maximas de las proteinas y péptidos conocidos. Mascot produjo un resultado de la busqueda que proporciond una
lista de candidatos de posibles coincidencias de identificacion de proteinas, normalmente conocidas como
"coincidencias significativas" para cada muestra analizada.

El programa Mascot determina las coincidencias significativas asignando una puntuaciéon denominada "puntuacion
Mowse" para cada muestra analizada. La puntuacion Mowse es un algoritmo donde la puntuacion es -10*LOGio(P),
donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento aleatorio, que se correlaciona con un
valor p de significacion donde p es inferior a 0,05, que es el estandar generalmente aceptado en la comunidad
cientifica. Por lo general, unas puntuaciones Mowse de aproximadamente 55 a 66 o superiores se consideran
significativas. El nivel de significacion varia en cierta medida debido a consideraciones de busqueda y a parametros
de las bases de datos especificos. Se obtuvieron coincidencias significativas para cada péptido procesado, lo que
dio como resultado una lista de proteinas candidatas.

7



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 662 846 T3

A continuacién, se realizd un andlisis comparativo, comparando los resultados de los espectros de masas de cada
muestra analizada de la poblacion con asma y la poblacién con cancer de pulmén con los de cada muestra
analizada de la poblacién normal. La sefial (maxima) de los iones pseudomoleculares de cada péptido triptico
asociada con una proteina identificada putativa que se detectdé en la LC-ESIMS se comparé en la poblacién con
asma, la poblacidon con cancer y la poblacion normal. Los péptidos con intensidades maximas de los espectros de
masas que indicaban que las cantidades de péptido no se encontraban sustancialmente alteradas al comparar la
poblacién con asma o la poblaciéon con cancer de pulmon con la poblacidon normal se consideraron no significativos y
se excluyeron. Por lo general, los criterios de exclusion utilizados implicaban la comparacion de las intensidades
peptidicas maximas para al menos la mitad de los péptidos caracteristicos identificados para una proteina dada en al
menos diez conjuntos de datos obtenidos del analisis de los sueros de pacientes individuales de cada patologia. Si
la intensidad de la mayoria de los maximos de los péptidos obtenidos de una proteina determinada presentaban una
intensidad al menos 10 veces superior en el 80% de los conjuntos de datos de los sueros, la proteina se clasifico
como regulada de forma diferenciada entre las dos clases patologicas.

Los datos de los resultados de los espectros de masas se contrastaron con las coincidencias significativas para
confirmar los datos brutos, las identidades maximas, las multiplicidades de carga, la distribuciéon de is6topos y los
estados de carga de los flancos. A continuacion se realizdé una busqueda inversa para afadir péptidos a la lista de
candidatos que podrian haber sido omitidos por la busqueda automatica a través del programa Mascot. Los péptidos
adicionales se identificaron seleccionando la "mejor coincidencia”, es decir la proteina individual que coincidia de
forma sustancial con cada parametro del péptido comparado, realizando una digestion con silicio donde los péptidos
tripticos y sus respectivas masas moleculares se calculan basandose en la secuencia genética o de aminoacidos
conocida de la proteina. Estas masas estimadas de los péptidos se comparan entonces con los datos de espectros
de masas en bruto y cualesquiera maximos identificados se examinan y cualifican tal como se ha descrito
anteriormente. A continuacion, todos los péptidos, incluyendo aquellos identificados automaticamente por Mascot y
aquellos identificados mediante examen manual, se introducen en la lista de masas utilizada por Mascot. La
coincidencia refinada se utiliza después para obtener la puntuacion Mowse refinada, tal como se presenta a
continuacion.

Con respecto a las Fig. 1 a 10, los resultados de la busqueda de Mascot se muestran para cada proteina identificada
y expresada de forma diferenciada entre la poblacion con cancer de pulmén o la poblacion con asma en
comparacion con la poblacién normal. En cada caso, se introdujeron los parametros y criterios de busqueda, y se
establecié un maximo para la puntuacion Mowse en términos de aceptabilidad y significacion. Con respecto a la Fig.
1, se muestra el resultado de una busqueda con Mascot para la proteina BAC04615. La base de datos seleccionada
para la busqueda fue NCBInr 10 y la taxonomia de las muestras introducida en el programa Mascot se establecio
como Homo sapiens 12. El maximo de la puntuacién Mowse en términos de significacion se establecié en un valor
Mowse de 66 o superior 14. Como resultado de la busqueda de Mascot, se obtuvo una puntuacién maxima de 121,
tal como indica el grafico de la puntuacion Mowse 18, donde el eje Y del grafico indica el nUmero de proteinas
identificadas que tienen una puntuacion Mowse concreta.

Con respecto también a la Fig. 1, la puntuacion Mowse mas alta de ciento veintiuno se otorgé a gi/21755032, tal
como indica la fila 20. Una puntuacion Mowse de 121 es altamente significativa, lo que quiere decir que existe una
probabilidad muy baja de que la coincidencia sea aleatoria. De hecho, tal como se indica en la columna 28, la
expectativa de que esta coincidencia se pueda producir de forma aleatoria se indica por el programa Mascot como
1,7 X10%. Sin embargo, las proteinas indicadas en las filas 22, 24 y 26 también obtuvieron unas puntuaciones
Mowse muy elevadas, lo que indica que estas tres proteinas también son coincidencias significativas. A continuacion
se realiz6 el analisis manual, donde se excluyeron los datos no significativos o ruido, y se contrastaron los datos en
bruto, las intensidades maximas, las multiplicidades de carga, la distribucién de isétopos y los estados de carga de
los flancos. Como resultado del analisis manual, la probabilidad de que las proteinas indicadas en las filas 22, 24 y
26 sean coincidencias significativas se redujo de forma notable y, por tanto, las proteinas indicadas en estas filas se
excluyeron de las coincidencias. La proteina indicada en la fila 20, gi/21 755032, se identifico como la proteina
indicada por los datos de espectros de masas introducidos en el programa Mascot en la Fig. 1. El numero de
proteina indicado en la fila 20, gi/21755032, donde el nimero gi (en ocasiones escrito "GI") es simplemente una
serie de digitos que se asignan consecutivamente a cada registro de secuencia procesado por NCBI. gi/21755032
corresponde a la proteina BAC04615.

Con respecto a la Fig. 2, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina Q6NSCS8. El umbral de la
puntuacion Mowse de significacion 29 se establecié como el valor Mowse de sesenta y cuatro, y se obtuvo una
puntuacion Mowse maxima de ciento diecisiete, tal como indica la barra de puntuacion Mowse 36 del grafico de la
puntuaciéon Mowse 30. La proteina identificada que se correlacionaba con la barra de puntuacién Mowse 36 es
QB6NSCS, tal como se indica en la fila 32. Tal como se muestra en la Fig. 2, la parte sombreada 34 del grafico de la
puntuacion Mowse 30 indica proteinas que fueron registradas, pero que se situaron por debajo del umbral de
significacion y que, por tanto, no fueron consideradas.

Con respecto a la Fig. 3, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina CAF17350. El umbral de
la puntuacién Mowse de significacion 38 se establecié como el valor Mowse de sesenta y cuatro, y se obtuvo una
puntuacion Mowse de ciento cincuenta y dos, tal como indica la barra de puntuacion Mowse 42 del grafico de la
puntuaciéon Mowse 40. La proteina identificada que se correlacionaba con la barra de puntuacién Mowse 42 es
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CAF17350, tal como se indica en la fila 46. Tal como se muestra en la Fig. 3, la parte sombreada 44 del grafico de la
puntuacion Mowse 40 indica proteinas que fueron registradas, pero que se situaron por debajo del umbral de
significacion y que, por tanto, no fueron consideradas.

Con respecto a la Fig. 4, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina Q6ZUD4. El umbral de la
puntuacion Mowse de significacion 48 se establecié como el valor Mowse de sesenta y cuatro, y se obtuvo una
puntuacion Mowse de doscientos veinte, tal como indica la barra de puntuacion Mowse 52 del grafico de la
puntuaciéon Mowse 50. La proteina identificada que se correlacionaba con la barra de puntuacién Mowse 52 es
Q6ZUD4, tal como se indica en la fila 56. Tal como se muestra en la Fig. 4, la parte sombreada 54 del grafico de la
puntuacion Mowse 50 indica proteinas que fueron registradas, pero que se situaron por debajo del umbral de
significacion y que, por tanto, no fueron consideradas.

Con respecto a la Fig. 5, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina Q8N7P1. El umbral de la
puntuacion Mowse de significacion 58 se establecié como el valor Mowse de sesenta y seis, y se obtuvo una
puntuacion Mowse de setenta y cuatro, tal como indica la barra de puntuaciéon Mowse 62 del grafico de la puntuacion
Mowse 60. La proteina identificada que se correlacionaba con la barra de puntuacion Mowse 62 es gi/71682143, tal
como se indica en la fila 64. De forma similar a lo que ocurre en la Fig. 1, gi/71682143 se corresponde con la
proteina Q8N7PI. Las proteinas indicadas en las filas 66 y 68 también presentaban unas puntuaciones Mowse muy
elevadas, lo que indica que también son coincidencias significativas. A continuacion se realizd el analisis manual,
donde se excluyeron los datos no significativos o ruido, y se contrastaron los datos en bruto, las intensidades
maximas, las multiplicidades de carga, la distribucion de is6topos y los estados de carga de los flancos. Como
resultado del analisis manual, la probabilidad de que las proteinas indicadas en las filas 66 y 68 sean coincidencias
significativas se redujo de forma notable y, por tanto, las proteinas indicadas en estas filas se excluyeron de las
coincidencias. Q8N7PI se identificé como la proteina indicada por los datos de espectros de masas introducidos en
el programa Mascot en la Fig. 5. La indicacion en 70 de la proteina Q8NB22 se debe a que es la misma proteina que
Q8N7P1.

Con respecto a la Fig. 6, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina CAC69571. El umbral de
la puntuacién Mowse de significacion 72 se establecié como el valor Mowse de sesenta y cuatro, y se obtuvo una
puntuacion Mowse de ciento setenta y uno, tal como indica la barra de puntuacion Mowse 76 del grafico de la
puntuaciéon Mowse 74. La proteina indicada que se correlacionaba con la barra de puntuaciéon Mowse 76 es
CAC69571, tal como se indica en la fila 78. Las proteinas indicadas en las filas 80, 82, 84 y 86 también presentaban
unas puntuaciones Mowse muy elevadas, lo que indica que estas cuatro proteinas también son coincidencias
significativas. A continuacion se realiz6 el analisis manual, donde se excluyeron los datos no significativos o ruido, y
se contrastaron los datos en bruto, las intensidades maximas, las multiplicidades de carga, la distribucion de
isétopos y los estados de carga de los flancos. Como resultado del anadlisis manual, la probabilidad de que las
proteinas indicadas en las filas 80, 82, 84 y 86 sean coincidencias significativas se redujo de forma notable y, por
tanto, las proteinas indicadas en estas filas se excluyeron de las coincidencias. CAC69571 se identificdé como la
proteina indicada por los datos de espectros de masas introducidos en el programa Mascot en la Fig. 6.

Con respecto a la Fig. 7, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina 4 que contiene el
dominio FERM 4. El umbral de la puntuacion Mowse de significacion 88 se establecid como el valor Mowse de
sesenta y cuatro, y se obtuvo una puntuacion Mowse de trescientos treinta y cinco, tal como indica la barra de
puntuacion Mowse 92 del grafico de la puntuacion Mowse 90. La proteina indicada que se correlacionaba con la
barra de puntuacion Mowse 92 es la proteina 4 que contiene el dominio FERM 4, tal como se indica en la fila 98. Las
proteinas indicadas en las filas 100, 102, 104, 106 y 108 también presentaban unas puntuaciones Mowse muy
elevadas, lo que indica que estas cinco proteinas también son coincidencias significativas. A continuacion se realizé
el analisis manual, donde se excluyeron los datos no significativos o ruido, y se contrastaron los datos en bruto, las
intensidades maximas, las multiplicidades de carga, la distribucion de isétopos y los estados de carga de los flancos.
Como resultado del analisis manual, la probabilidad de que las proteinas indicadas en las filas 100, 102, 104, 106 y
108 sean coincidencias significativas se redujo de forma notable y, por tanto, las proteinas indicadas en estas filas
se excluyeron de las coincidencias. La proteina 4 que contiene el dominio FERM 4 se identificé como la proteina
indicada por los datos de espectros de masas introducidos en el programa Mascot en la Fig. 7.

Con respecto a la Fig. 8, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la forma de unién larga de C2 de la
cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445 ("JCC1445"). El umbral de la puntuacion
Mowse de significacion 110 se establecid como el valor Mowse de sesenta y seis, y se obtuvo una puntuacion
Mowse de ciento veintitrés, tal como indica la barra de puntuacién Mowse 114 del grafico de la puntuacion Mowse
112. La proteina identificada que se correlacionaba con la barra de puntuacion Mowse 114 es gi/4506179, tal como
se indica en la fila 116. gi/4506179 se corresponde con la proteina JCC1445. Las proteinas indicadas en las filas
118, 120, 122, 124, 126 y 128 también presentaban unas puntuaciones Mowse muy elevadas, lo que indica que
estas seis proteinas también son coincidencias significativas. A continuacion se realizo el analisis manual, donde se
excluyeron los datos no significativos o ruido, y se contrastaron los datos en bruto, las intensidades maximas, las
multiplicidades de carga, la distribucion de isétopos y los estados de carga de los flancos. Como resultado del
analisis manual, la probabilidad de que las proteinas indicadas en las filas 118, 120, 122, 124, 126 y 128 sean
coincidencias significativas se redujo de forma notable y, por tanto, las proteinas indicadas en estas filas se



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 662 846 T3

excluyeron de las coincidencias. JCC1445 se identifico como la proteina indicada por los datos de espectros de
masas introducidos en el programa Mascot en la Fig. 8.

Con respecto a la Fig. 9, se divulga el resultado de la busqueda de Mascot para la proteina sintaxina 11. El umbral
de la puntuacién Mowse de significacion 130 se establecié como el valor Mowse de sesenta y seis, y se obtuvo en
dos ocasiones una puntuaciéon Mowse de ciento veintisiete, tal como indican las barras de puntuacion Mowse 134 y
las filas 136 y 138. Se obtuvo una tercera puntuaciéon Mowse de 95 para la sintaxina 11, tal como se indica en la fila
140. La sintaxina 11 se identific6 como la proteina indicada por los datos de espectros de masas introducidos en el
programa Mascot en la Fig. 9.

Con respecto a la Fig. 10, se divulgan los resultados de la busqueda de Mascot para las proteinas AAK13083 y
AAK13049. El umbral de la puntuaciéon Mowse de significacion 142 se establecié como el valor Mowse de sesenta y
cuatro, y se obtuvo una puntuacion Mowse de doscientos setenta y tres con la proteina Q5VY82, tal como indica la
fila 148 y la barra de puntuacion Mowse 146. Las proteinas indicadas en las filas 150, 152 y 154 también
presentaban unas puntuaciones Mowse muy elevadas, lo que indica que estas tres proteinas también son
coincidencias significativas. Sin embargo, como resultado del analisis manual realizado, las proteinas indicadas en
las filas 150 y 154 se eliminaron como coincidencias probables. Q5VY82 se esta sometiendo a nuevos trabajos de
investigacion y experimentacion para determinar si se expresa de forma significativamente diferenciada. AAK13049,
indicada en la fila 152, y AAK13083 fueron ambas identificadas como las proteinas indicadas por los datos de
espectros de masas introducidos en el programa Mascot en la Fig. 10.

Las Fig. 1 a 10 divulgan analisis de datos que se realizaron para identificar las once proteinas que se expresan de
forma diferenciada en la poblacién con asma y/o la poblacién con cancer de pulmén en comparacién con la
poblacion normal. El proceso descrito en el presente, tal como se indica en las Fig. 1 a 10, se realizé para cada una
de las once proteinas, para la poblacidon con asma, la poblacién normal y la poblacién con cancer de pulmon.

Como resultado del proceso de identificacion, las once proteinas que se determind que se expresaban de forma
significativamente diferenciada entre la poblaciéon con asma, la poblacion con cancer de pulmén y la poblacion
normal se identificaron como BAC04615, Q6NSC8, CAF17350, Q6ZUD4, Q8N7P1, CAC69571, proteina 4 que
contiene el dominio FERM, forma de union larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma
de JCC1445, sintaxina 11, AAK13083, y AAK130490. BAC04615, QBNSC8, CAF 17350, Q6ZUD4, Q8N7P1 son
proteinas identificadas resultantes de esfuerzos de secuenciacion genética. La proteina 4 que contiene el dominio
FERM se sabe que participa en el anclaje a la membrana de la proteina intracitoplasmica. La forma de unién larga
de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445 es un proteasoma conocido. La
sintaxina 11 es activa en la respuesta inmune celular. BAC04615, AAK13083, y AAK130490 son proteinas
asociadas con el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC).

Habiendo identificado once proteinas especificas que se expresan de forma constantemente diferenciada en los
pacientes con asma y cancer de pulmon, resulta posible diagnosticar estas patologias en una fase de su progresion
temprana, sometiendo las proteinas BAC04615, Q6NSC8, CAF17350, Q6ZUD4, Q8N7P1, CAC69571, proteina 4
que contiene el dominio FERM, forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del
proteasoma de JCC1445, sintaxina 11, AAK13083, y AAK130490 del suero de un paciente a la LC-ESIMS,
obteniendo los datos de espectros de masas de estas proteinas, y comparando estos datos con los datos de
espectros de masas de la poblacién normal. Se puede realizar otro analisis comparando los datos de espectros de
masas con los de la poblacién con cancer de pulmoén y/o asma, para verificar o descartar la presencia de las
patologias dadas.

Por supuesto, el analisis se podria extrapolar a muchas otras técnicas en las que las que se pueden determinar las
concentraciones de proteinas especificas, incluyendo, a titulo meramente enunciativo, las siguientes:
radioinmunoensayo, inmunoensayo absorbente vinculado a enzimas, cromatografia liquida de alta resolucién con
radiométrica, deteccién espectrométrica mediante absorbancia de luz ultravioleta o visible, analisis cuantitativo y
cualitativo por espectrometria de masas, inmunoensayo western-blot, electroforesis en gel unidimensional o
bidimensional con visualizaciéon cuantitativa mediante deteccion de nucleos o sondas radiactivas, deteccion basada
en anticuerpos con fotometria de absorcién o fluorescencia, cuantificacién por luminiscencia de cualesquiera de una
serie de sistemas reporteros quimioluminiscentes, ensayos enzimaticos, inmunoprecipitacion o inmunoensayos de
captura, o cualesquiera de una serie de inmunoensayos en fase sélida y liquida.

Ademas de determinar la existencia de cancer de pulmén o asma en una fase temprana de la enfermedad, las
proteinas identificadas en el presente como indicativas de estas patologias se podrian utilizar y aplicar de formas
relacionadas para el objetivo del tratamiento del cancer de pulmén y/o del asma. Por ejemplo, se pueden desarrollar
anticuerpos que se unan a estas proteinas. Los anticuerpos se podrian juntar en un grupo de biomarcadores donde
cualquiera de los anticuerpos o todos ellos se unirian en un grupo o kit basado en un Unico granulo para un
inmunoensayo de los granulos. A continuacion, las proteinas se podrian someter a un inmunoensayo multiplexado
utilizando tecnologias basadas en granulos, como las tecnologias xXMAP de Luminex, y cuantificarse. Asimismo, se
podrian emplear ensayos no basados en granulos para cuantificar los niveles de expresion de las proteinas. Al
cuantificar los niveles de expresion de las proteinas, los resultados cuantificables se pueden comparar con los
niveles de expresion de la poblacién normal, la poblacion con asma y/o la poblacion con cancer de pulmon para
verificar o descartar la presencia de cancer de pulmén o asma en el paciente.
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Las proteinas se podrian utilizar y aplicar también en el campo farmacolégico, para evaluar la respuesta de un
paciente a intervenciones terapéuticas tales como el tratamiento con farmacos, la radiacién/quimioterapia o el
tratamiento quirdrgico. Por otra parte, se podrian utilizar kits para medir proteinas individuales o un grupo de
proteinas para el andlisis rutinario de un paciente disefiado para controlar el estado de salud de un paciente que
corre un mayor riesgo de padecer las patologias, como fumadores, o aquellos con un historial familiar de estas
patologias.

Finalmente, a continuacién se proporciona una lista de las secuencias de aminoacidos para cada una de las once
proteinas identificadas en el presente documento. En el Listado de secuencias, la secuencia de aminoacidos
divulgada en la SEC. ID. N°: 1 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacion de la
presente solicitud para la proteina BAC04615. La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N° 2 es la
secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacion de la presente solicitud para la proteina
Q6NSC8. La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N° 3 es la secuencia de aminoacidos primaria
conocida en la fecha de presentaciéon de la presente solicitud para la proteina CAF17350. La secuencia de
aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N° 4 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de
presentacion de la presente solicitud para la proteina Q6ZUD4. La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC.
ID. N°: 5 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacion de la presente solicitud para
la proteina 4 que contiene el dominio PERM. La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N°: 6 es la
secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacion de la presente solicitud para la proteina
AKK13083. La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N°: 7 es la secuencia de aminoacidos primaria
conocida en la fecha de presentacion de la presente solicitud para la proteina Q8N7P1. La secuencia de
aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N° 8 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de
presentacion de la presente solicitud para la proteina CAC69571. La secuencia de aminoacidos divulgada en la
SEC. ID. N° 9 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacién de la presente
solicitud para la forma de unién larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del proteasoma JCC1445.
La secuencia de aminoacidos divulgada en la SEC. ID. N°: 10 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en
la fecha de presentacién de la presente solicitud para la proteina sintaxina 11. La secuencia de aminoacidos
divulgada en la SEC. ID. N°: 11 es la secuencia de aminoacidos primaria conocida en la fecha de presentacion de la
presente solicitud para la proteina AKK13049.
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<400> 1
Met Val Leu

Lys Asn Trp
Cys Leu Gln
Gly Leu Leu
Arg Gly Gly
Gln Cys Gln
His Val Asn
Gly Arg Trp
Pro Arg Gly
Val Ala Leu
Asp Arg Lys
Met His Ser
Phe Gln Met
Pro Glu Ile
Ser Asp Trp
Cys Glu Cys
Glu Ile Glu
Leu Gln Ala
Arg Leu Glu

Arg Asn Gly

Ser
Val
Gly
Ala
Ser
Val
Arg

Pro

Leu

Leu
Lys
Ser
Lys
val
Ala
Glu
Met
Glu
val

Leu

Glu
5
Lys
20
Phe
35
Ala
50
Arg
65
Cys
80
Asn
95
Vval
110
Ala
125
Ser
140
val
155
Glu
170
Ile
185
Ala
200
Vval
215
Met
230
Gln
245
Glu
260
val
275
Thr
290

Leu
Ala
Val
Ala
Cys
Ala
Gly
Asp
Asp
Leu
Thr
Met
Gln
Val
His
Gly
Leu
Gln
Lys

Glu
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Ala
Gly
Gly
Pro
Ser
Glu
Asp
Ala
Lys
Ile
Glu
Lys
Asn
Tyr
Ile
Thr
Leu
Glu
Glu

Asp

Leu His Gln Lys Leu Asp Ser

Asp Arg Lys Ala

<210> 2
<211> 57
<212> PRT

<213> Homo sapiens

305

Ala
His
Arg
Gly
Pro
Trp
Val
Trp
Gln
Asn
Val
Val
Phe
Ser
Pro
Tyr
Lys
Val
Phe

Met

Gln

Cys
Glu

Leu

Lys
His
Glu
Gly
Ser
Ile
Ser

Leu

Glu
Leu
Glu
Leu
Leu

Gln

Glu

13

Leu
10

Leu
25

val
40

Gly
55

Ala
70

Arg
85

Trp
100
Val
115
Pro
130
Cys
145
Lys
160
Ser
175
Asn
190
Ile
205
Glu
220
Ser
235
Lys
250
Pro
265
Arg
280
Lys
295

Pro
310

Asn
Leu
Leu

Pro

Glu
Gly
Ala
Glu
Asp
Cys
fhr
Glu
Glu
Asp
Glu
Leu
Glu
Asn

Leu

Gly

Cys
Leu
Ser
Arg
Gln
Ile
Asn
Lys
Glu
His
Arg
Trp
Phe
Gln
Gln
Ser
Gln
Glu
Asn

Asp

Arg

Ala Glu
Leu Arg
Phe His
Ala Val
Phe Gln
Leu Arg
Cys Arg
Ala Phe
Cys Asp
Phe Val
Asn Glu
Leu Arg
Lys Asn
Leu Leu
Arg Asp
Gln Val
Glu Ile
Leu Ser
Glu Asp

Ser Leu

Tyr
15

Ser
30

Arg
45

Cys
60

Pro
75

His
90

Pro
105
Met
120
Ala
135
Val
150
Ile
165
Asp
180
Ile
155
Thr
210
Gly
225
Asn
240
Tyr
255
Asn
270
Leu
285
Cys
300

Gln Thr Pro

315
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<400>

Met Ser Cys Leu
Asn Pro Asp Gln
Arg Leu Arg Gly

Tyr Pro Phe Ile

<210>3
<211> 62

2

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Met Ile Arg Ser

5

20

35

50

Ser Ala His Ser

Ser Glu Val Val

Ser Asp Leu Leu

Leu Asn

<210> 4

<211> 146
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met
Ala
Ala
Cys
Trp
Ser
Gly
Ala

Gly

Val
Cys
Leu
Ala
Gly
Arg
Arg

Phe

Gln
Thr
Gly
Arg
Trp
Met
Gly

Glu

Gly
Val
Ala
Thr
Glu
Ser
Pro
Gln

Gln

Lys Phe
5

Gln Ala

20

Val Ser
35

Leu Pro
50

Met Cys
Gly Thr

Ser Ala
35

Ala Gly
50

Asp Phe
65

Trp Ser
80

Ser Trp
95

Gly Pro
110

Gly Pro
125
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Met Val Glu Arg Cys
Asn Ala Lys Cys Val
Gln Thr Gly Vval Arg

Asp Phe Arg Leu Leu

Gly Glu Ile Leu Phe Glu

10 15
Cys Met Leu Gly Asp Ile
25 30
Ala Glu Arg Arg Gly Ser
40 45
Asn Ser Glu
55
Arg Val Pro Arg Ile Leu His Val Leu
10 15
Ser Asp Lys Asn Phe Thr Ala Glu Asn
25 30
Ser Arg Thr Asp Val Ser Pro Met Lys
40 45
Pro Ser Lys Pro Gly Cys Asn Asn Val
55 60
Ser Pro Ser Pro Phe Gly Thr Ser Arg
10 15
Gln Val Asp Ser Arg Ser Leu Pro Trp
25 30
Gln Arg Gly Asn Ile Pro Thr Ala Thr
40 45
Thr Leu Arg Arg Gly Leu Gln Pro Gly
55 60
Leu Asp Glu Gly Gln Pro Gly Phe Ser
70 75
Arg Pro Pro Ala Gln Glu Gln Gly Ala
85 20
Val Arg Gly Leu Gly Gln Pro Thr Ala
100 105
Arg Ser Ser Val Ser Pro Gln Trp Glu
115 120
Gly Glu Leu Gly Arg Lys His Leu Leu
130 135

14
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Gly Pro Ser Gln His His Pro Thr Asp Arg His
140 145

<210> 5

<211> 1039

<212> PRT

<213> Homo sapiens

15



<400> 5

Met
Met
Lys
Leu
Phe
Gln
Gly
Ile
Asn

Glu

Lys
Phe
Gln
Ser
Thr
Pro
Gln
Ala
Thr
Ile
Glu

Leu

Ala
Thr
Leu
Asp
Gly
Leu
Pro
Ser
Ala

val

Ser
Gln
Gln
Trp
Val
Phe
Ala
Phe
Arg
Leu
Ile
Ser

Lys

Val
Glu
Glu
Leu
Ile

Asp

Tyr
Lys
Val
Phe
Ala
Cys
Thr
Leu
Gly
Tyr
Arg
Glu
Gly
Leu
Tyr
Ser
Lys
Ser
Asp

Ser

Gln
Gly
Leu
Val
Ala

Arg

1 Val

Leu
Ser
Phe
Ser
Leu
Glu
Arg
Pro
Ile
Asp
Gln
val
His
Ile
Leu
Leu
Thr
Gly
Ser

Arg

Leu

Arg
20

Leu
35

Ala
50

Phe
65

Arg
80

Leu
95

Lys
110
Cys
125
Glu
140
Ser
155
Pro
170
Asp
185
Gly
200
Thr
215
Pro
230
Tyr
245
Leu
260
His
275
Ser
290
Lys
305
Asp
320
Ser
335
Ser
350
Ser
365
Ser
380
Gln
395

Val
Arg
Val
Ser
Thr
Vval
Tyr
Asp
Ile
Leu
Asn
Thr
Arg
Gln
Tyr
Trp
His
Glu
Asp
Gly
Ser
Arg
Glu
Lys
Ser
Gln

Glu
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Pro
Cys
Gln
His
Asp
Leu
Phe
Asn
Tyr
Ala
Glu
Gln
Val
Ala
Gly
Trp
Asp
Asn
Pro
Ile
Ile
Lys
Ile
Leu
Gly
Ser

Ala

Asp
Gln
Pro
Phe
Glu
Glu
Cys
Ala
Lys
Ser
Val
Ala
Ile
Ile
Val
Leu
Lys

Leu

Ala
Trp
Gln
Ala
Ala
Ser
Ala

Leu

Ser
Val
Lys
Asn
Thr
His
Val
Thr
Glu
Tyr
Val
Leu
Glu
Val
His
Gly
Val
Tyr
Arg
Val
Ala
Ser
Ile
Asn
Leu
Lys

Glu

16

Ala
10

His
25

Leu
40

Leu
55

Gly
70

Asp
85

Arg
100
Ile
115
Leu
130
Ile
145
Arg
160
Lys
175
His
190
Asn
205
Tyr
220
Leu
235
Lys
250
Phe
265
Ala
280
His
295
Met
310
Lys
325
Asp
340
Met
355
Leu
370
Lys
385
Glu
400

Leu
Leu
Leu
Lys
His
Phe
Phe
Glu
Ile
Leu
Ser
Glu
Tyr
Tyr
Tyr
Ser
Pro
Arg
Ser
Thr
Ala
Ser
Leu
Gly
Ser
Asp

Thr

Gly
Leu
Ala
Glu
Leu
Pro
Tyr
Leu
Asp
Gln
Asp
His
Lys
Met
Ala

Tyr

Glu
Val
Trp
Ile
Lys
Thr
Ser
Ser
Met

Leu

Leu
Asp
Lys
Lys
Asn
Lys
Ile
Phe
Val
Glu
Leu
Pro
Lys
Ser
Val
Lys
Lys
Lys
Thr
Tyr
Ser
Ile
Glu
Lys
Gly
Leu

Arg

Leu
Asp
Glu
Glu
Trp
Lys
Glu
Phe
Asp
Ala
Lys
Ser
Leu
Ile
Lys
Gly
Ile
Lys
Arg
Ala
Gln
His
Thr
Gly
Ser
Ala

Gln

Met
15

Arg
30

Leu
45

Tyr
60

Leu
75

Ser
90

Ser
105
Leu
120
Ser
135
Lys
150
Lys
165
Leu
180
Asn
195
Val
210
Asp
225
Ile
240
Phe
255
Phe
270
Arg
285
Cys
300
His
315
Ala
330
Gly
345
Lys
360
Gln
375
Ala
390
Arg
405



Leu
Gly
Pro
Gln

Glu

Glu
Thr
Glu
Ser
Gly
Gln
Tyr
Leu
His
Glu
Gly
Asp

Val

Ala
Gln
Ala
Gly
Ser
Ile
Asp
Asn

Gly

Glu
Lys
Ile
Lys
Arg
Leu
Lys
Asn
Gln
Asp
Gln
Leu
Ser
Asp
Asp
Ser
Ala
Leu
Leu
Asp
His
Glu
Ser
Ser
Asn
Arg
Ser
Gly
Gln
Glu
Gln
Ser

Gly

Glu
Leu
val
Ile
Glu
Ala
Thr
Ala
Arg
Ser
Val
Pro
Leu
Lys
Glu
Ser
Gly
Pro
Arg
Ile
Arg
Asn
Ser
His
Tyr
Gln
Ser
Ala
Pro
Gly
Glu
Tyr

Gly

Leu

Pro

Leu
Phe
Ser
Ser
Ile
Ala
Ser
Thr
Pro
Glu
Ser
Pro
Ser
Gly
His
val
Ser
Ser
Asp
Asn
Ser
Ser
Arg
Gly
Gly
Ser
Gly
Gly
Thr

Asp

Lys
410
val
425
Arg
440
Pro
455
Ala
470
Asp
485
Tyr
500
Asn
515
Ser
530
Leu
545
Ser
560
Arg
575
Gly
590
Pro
605
Tyr
620
His
635
Gly
650
Trp
665
Arg
680
Pro
695
Ser
710
Thr
725
Gly
740
Ser
755
Thr
770
Gln
785
Ser
800
Gly
815
Ser
830
Ala
845
His
860
Ala
875
Glu

Lys
Glu
Arg
Lys
Ile
Pro
Leu
Glu
Leu
Ser
Thr
Pro
Leu
Ile
Glu
Lys
Ser
Asn
Ser
Thr
Ser
Gly
Ser
Ser
Leu
Arg
Met
Ala
Gln
Thr
Tyr
Gly

Gly
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Leu
Tyr
Ile
Gly
Gln
Asn
Asn
Asn
Ile
Asp
Ile
Pro
Arg
Lys
Lys
Arg
Asn
Ser
Pro
Arg
Leu
Ser
Asp
Glu
Ala
Gln
Pro
Gly
Tyr
Pro
Ser
Gly

Asp

Cys
Pro
Gly
Glu
Ser
Val
Ala
Arg
Ile
Ala
Ser
Ser
Gln
Pro
Val
Phe
Ser
Gln
His
Leu
Glu
Pro
Pro
His
Glu
Arg
Asn
Gly
Arg
Val
Val
Leu

Thr

Leu
Leu
Thr
Glu
Gln
Ser
Leu
Ile
Asp
Leu
Pro
His
Met
Lys
Lys
Pro
Leu
Ser
Tyr
His
Ser
Asp
Met
Tyr
Asp
Ala
Leu
Gly
Ile
Val
Lys
Phe

Gly

Arg
415
Asp
430
Ala
445
Ala
460
Ile
475
Lys
490
Lys
505
Lys
520
Asp
535
val
550
Leu
565
Asn
580
His
595
Met
610
Lys
625
Ser
640
Gln
655
Ser
670
val
685
Ser
700
Gln
715
Phe
730
Asp
745
Tyr
760
Ser
775
Ala
790
Ala
805
Vval
820
Lys
835
val
850
Ala
865
Lys
880
Arg

Glu
Pro
Phe
Glu
Thr
Lys
Lys
Ser
Gly
Leu
His
Arg
Tyr
Trp
Arg
Thr
Asn
Met
His
Leu
Gly
Tyr

Asp

Pro
Gly
Ala
Tyr
Glu
Arg
Gln
Glu

Leu

Ala
Gly
Lys
Leu
Glu
Leu
Leu
Gly
Asn
Glu
Ser
Pro
His
Ser
Ser
Gly
Ser
Pro
Ser
Ala
Lys
Thr
Cys
Ala
Ser

Ala

Leu
Tyr
Ser
Phe
Ser

Thr

Glu
Glu
Leu
Glu
Ala
Lys
Gln
Lys
Ile
Asp
Pro
Pro
Arg
Glu
Ser
Ser
Pro
Ser
Thr
Leu
Leu
Pro
Ser
Gln
Lys
Leu
Gly
His
Pro
Leu
Lys
Trp

Pro

Leu
Glu
Asp
Arg
Ala
Lys
Glu
Lys
Ala
Glu
His
Pro
Asn
Ser
His
Cys
Ile
Thr
Arg
His
Leu
Arg
Ser
Met
Ala
Gly
Gly
Ser
Leu
Glu
Thr
Arg

Ser

Thr
420
Pro
435
Glu
450
Leu
465
Arg
480
Gln
495
Ile
510
Pro
525
Ser
540
Asp
555
Lys
570
Pro
585
Asp
600
Ser
615
Ser
630
Ala
645
Arg
660
Pro
675
Ser
690
Phe
705
Gly
720
Thr
735
Cys
750
Asn
765
Arg
780
Ser
795
Ala
810
Gln
825
Tyr
840
Ser
855
Ser
870
Gly
885
Arg



Ser
Asp
Trp
Ser
Thr
Met
Gln
Ser
Glu

Ser

<210>6

Gln
Lys
Tyr
His
Ser
Pro
Arg
Ser
Asn

Thr

<211> 244
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ile
Gly
Gln
Thr
Ser
Gln
Ser
Pro
Ser

Asp

Leu
Ala
Arg
Ser
Gln
Met
Ser
His
Pro

Glu

890
Arg
905
Gly
920
Ser
935
Ser
950
Ser
965
Cys
980
Thr
995
His

1010

Ile

Thr
Arg
Thr
Thr
Thr
Lys
Pro
Ile

Leu

1025
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Pro
Ala
Ala
Ser
Phe
Ala
Ser
Leu

Asp

Ser
Ala
Ser
Ser
Val
Thr
Ser
Thr

Gly

Leu
Val
His
Asp
Ala
Ser
Glu
Trp

Ser

18

895

Gly Arg
910

Ser Asp
925

Lys Glu
940

Ser Gly
955

His Ser
970

Ala Ala
985

Ile Gly
1000
Gln Thr
1015
Glu Ser
1030

Glu
Glu
His
Ser
Arg
Leu
Ala
Gly

Pro

Gly
Leu
Ser
Gln
val
Pro
Thr
Glu

Pro

Ala
Arg
Arg
Tyr
Thr
Gln
Pro
Ala

His

900
His
915
Gln
930
Leu
945
Ser
960
Arg
975
Ser
990
Pro
1005
Thr
1020
Gln
1035



<400> 6

Met
Leu
Ala
His
Asn
Gly
Gln
Leu
Thr
Ile
Leu
Ala
Thr
Arg
Pro
Thr

Leu

<210>7

Ala
Pro
His
Gly
Phe
His
Leu
Ala
Leu
Arg
Phe
Arg
Phe
Asp
Pro
Thr

Pro

<211> 536
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala
Tyx
Ser
Gln
Leu
Leu
Glu
Asp
Gln
Gly
Asp
Arg
Phe
Phe
Thr
Leu

Gly

Ala
Leu
Leu
Gln
Ser
Glu
Met
Thr
Val
Ser
Ser
Met
Lys
Leu
Met
Ser

Ile

Ala

Leu
20
Trp
35
Trp

Tyr
65

Glu
80

Leu
95

Glu
110
Arg
125
Trp
140
Asn
155
Lys
170
Met
185
Met
200
Ala
215
Pro
230

Ser
Phe
Tyr
Cys
Asp

Gln

Leu
Met
Gln
Asn
Glu
Val
His
Pro

Trp
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Pro
Asp
Asn
Glu
Cys
Leu
Glu
Glu
Ser
Phe
Arg
Lys
Ser
Arg
Gly

Ser

Ala
Trp
Phe
val
Gly
Tyrx
Val
Asp
Cys
Ser
Lys
Trp
Met
Lys
Leu

Phe

Ile
Ser
Thr
Gln
Ser
Ala
Gly
Phe
Glu
Phe
Trp
Glu
Arg
Lys
Ala

Leu

19

Leu
10

Gly
25

Ile
40

Ser
55

Asp
70

Thr
85

Gln
100
Thr
115
Cys
130
Asp
145
Thr
160
Lys
175
Asp
190
Arg
205
Gln
220
Ile
235

Pro
Thr
Ile
Gln
Lys
Asp
Arg
Pro
Glu
Gly
Val
Asp
Cys
Leu
Pro

Ile

Arg Leu Ala

Gly
His
Val
Val
Ala
Leu
Ser
Ala
Arg
Val
Ser
Lys
Glu
Lys

Leu

Arg
Leu
Asp
Leu
Trp
Arg
Gly
Asp
Lys
His
Gly
Ser
Pro
Ala

Cys

Ala
Pro
Gln
Ser
Gly
Leu
Pro
Gly
Phe
Ala
Leu
Trp
Thr
Ile

Phe

Ile
15
Asp
30
Arg
45
Lys
60
Met
75
Lys
90
Glu
105
Leu
120
Tyr

135

Leu
150
Gly
165
Thr

180

Leu
195
Ala
210
Ala
225
Ile
240



<400> 7

Met
Gly
Pro
Gln
Leu
Cys
Ile
Asn
Asn
Trp
Ser
Gly
Ile
Leu
Met
Val
Gln
Cys

Ser

Leu
Leu
Ser
Asp
Pro
Val
Leu
Ile
Glu

Arg

Glu
Phe
Ser
Gln
Glu
Cys
Met
Lys
Tyr
Met
Ser
Gln
Glu
Glu
Thr
Asp
Ser
Ser
Ser
Leu
Asn
Phe
Val
Tyr
Asp
Arg
Thr
Ala
Asn

Leu

Ile
Glu
Leu
Asp
His
Phe
Gly
Cys
Ser
Asn
His
Arg
Ile
Ala
Ala
Lys
Leu

Cys

Tyr
Glu
Cys
Ile
Leu
Leu
Val
Phe
Asn
Ala

Asn

Arg
Gln
Thr
Tyr
Ser
Ala
Glu
Arg
Glu
Leu
Trp
Leu
Lys
Leu
Tyr
Gln
Gly
Leu
Lys
Gly
Thr
Pro
Asp
Pro
Asp
Arg
Asn
Cys
Cys

Arg

Gln

Met
20

Arg
35

Ser
50

Gln
65

Ile
80

Asp
95

Ile
110
Asn
125
Leu
140
Asp
155
Phe
170
Leu
185
Lys
200
Asn
215
His
230
Gln
245
val
260
Phe
275
Val
290
Lys
305
Lys
320
Asp
335
Ile
350
Ala
365
Leu
380
Phe
395
Ser
410
Ala
425
Asn

His
Arg
Val
Ala
Gln
Leu
Glu
Ala
Ala
Asn
Leu
Glu
Val
Leu
Lys
Val
Met
Leu
Lys
Tyr
Sexr
Asn
Ala
Ser
Lys
Leu
Ile
Leu
Thr

Lys
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Glu
Leu
Gly
Ser
Lys
Val
Asp
Leu
Pro
Met
Asn
Lys
Ser
Lys
Gly
Tyr
Lys
Asp
Ser
Asp
Gln
Arg
Lys
Ser
Ile
Leu
Ser
Lys
Lys

Tyx

Trp
Lys
Ala
Val
Cys
Ala
Gly
Val
Phe
Ala
His
Leu

Asp

Arg
Ile
Glu
Leu
Arg
Asn
Ala
Ser
Gln
Thr
Arg
Ser
Ser
Val
Glu

Met

Leu
Ser
Asn
Trp
Ile
Leu
Leu
Glu
His
Lys
Thr
Leu
Val
Ala
Leu
Gly
Leu
Gln
Val
Glu
Phe
Phe
Tyr
Ser
Glu
Phe
Leu
Lys
Gln

val

Ser
10
Arg

Phe
40

Leu
55

Val
70

Ile
85

Ser
100
Asn
115
Leu
130
Lys
145
His
160
Gln
175
Thr
190
Glu
205
Gln
220
Ser
235
Gly

250

Arg
265
Pro
280
Lys
295
val
310
Asp
325
Vval
340
Thr
355
Ala
370
Trp
385
Lys
400
Phe
415
Lys
430
Thr

Ala
Pro
Tyr
Arg
Ile
Phe
Glu
Ile
Ser
Ser
Pro
Leu
Ala
Val
Ser
Ala
val
Ile
Gln
Lys
ser
Ile
Tyr
Lys
Leu
Lys
Ala
Phe
Asn

Asp

Ser
Lys

Ser

Phe
Ser
Lys
Pro
Leu
Val
Ser
Thr
Asp
Thr
Ser
Gly
Ile
Phe
Thr
Leu
Asn
Asp
Ile
Arg
Val
Glu
Ile
Asp
His

Gly

Pro
Glu
Ser
Lys
Ala
Ala
Asn
Glu
Phe
Asp
Ala
Ser
Ser
Tyr
Phe
Leu
Phe
Ala
Trp
Gln
Ser
Ala
Ala
Thr
Leu
Thr
Cys
Leu
Thr

Ala

His
Pro
Val
Asp
Leu

val

Cys

Gly
Gln
Ile
Cys
Gln
Lys
Met
Trp

Asp

Tyr

Leu
Ser
Leu
Pro
Ile
Val
Tyr
Arg
Asp
Thr
Glu
Phe

Ala

Glu
15
Ser
30

Lys .-

45

Lys
60

val
75

Asp
90

Gln
105
Leu
120
Gly
135
val
150
Gln
165
Asn
180
val
195
Asn
210
Ile
225

240
Asn
255
Tyr
270
Lys
285
Gln
300
Lys
315
Tyx
330
Met
345
Trp
360
Ser
375
Pro
390
Glu
405
Arg
420
Pro
435
Tyr



Ile Gly
Gly Thr
Ser Ile
Ser Pro
Ser Ser

Asp Asp

<210> 8
<211> 344
<212> PRT

Asn
Gly
Ile
Tyr
Leu

Thr

<213> Homo sapiens

Phe
Leu
Lys
Ala
Phe

Gly

440
Asp
455
val
470
Gln
485
Lys
500
Lys
515
Gly
530

ES 2 662 846 T3

Trp Val Gly
Ile Asn Gln
Leu Lys Asp
Thr Leu Gln
Leu Lys Pro

Lys Asp Pro

Asn
Ala
val
Pro
Leu

Arg

445
Asp Phe
460
Asp Val
475
Phe Glu
490
Thr Lys
505
Ser Asn
520
Asn Val
535

21

Thr Gln Asn
Arg Asn Asn
Arg Asp Trp
Gln Pro Asn

Lys Thr Ala

450
Ala
465
Arg
480
Tyr
495
Cys
510
Thr
525
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<400> 8

Gln
Gly
Glu
Phe
Ile
Lys
Ser
Pro
Leu
Leu
Thr
Pro
Ser
Arg
Ser
Leu
Cys
Val
Phe
Leu
Leu

Gly

Ser Ser Pro Asn Leu Trp Thr Asp Met Thr Leu Val

<210>9
<211> 263

Asn
Phe
Met
Ala
Lys
Cys
Gln
Thr
Val
Ala
Trp
Leu
Asn
Pro
Leu
Pro
Leu
Leu
Ser
Thr
Gly

Asp

<212> PRT

Leu
Arg
Gly
Ile
Ala
Asn
Gly
Phe
Thr
Arg

Asp

val
Gly

Ala

Pro Ser
His Gly
Asn Phe
His Tyr
Cys Lys
Pro Tyr
Lys Arg
Gln Glu

Arg Gln

Phe Glu
Ala Lys
Glu Leu
Lys Leu
Gly Gln
Arg Pro
Leu Pro
Lys Gln
Val Thr
Trp Asp
Thr Arg

Cys Ser

320
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Ser
Ser
Asp
Cys
Asn
Val
Lys
Thr
Leu
Phe
Asp
Ala
Thr
Gln
Leu
Asp
Asp
Ala
Pro
Gln
Leu

Leu

Pro
Leu
Asn
Phe

Leu

Thr
Leu
Gln
Leu
Ser
Glu
Val
Glu
Cys
Gly

Gln

Ala
Ala
Gly

Ser

Ala

Ile
Ala
Lys
Alé
Thr
Gly
Lys

val

Thr

Lys

Ala
Leu
Thr
Gln
Pro
Gln
Leu
Ser

Lys

Pro
Ser
Asn
Thr
Tyr
Tyr
vVal
Tyr
Ser
Glu
Thr
Tyr
Ala
Gln
Val
Leu
Lys
Gln
Leu
Phe
Lys

Leu

325

22

Ser
10

Ile
25

val
40

His
55

Gly
70

Leu
85

Gln
100
Gln
115
Vval
130
Val
145
Gln
160
Glu
175
Lys
190
Glu
205
Vval
220
Asn
235
Leu
250
Trp
265
Arg
280
Gly
295
Gly
310
Gln

Thr
Asp
Thr
Ser
Glu
Leu
Arg
Val
Trp
Ile
Ser
Asp
Leu
Gly
Leu
Ser
Arg
Lys
Gln
Met
Asp

Trp

Ile

Ser

Leu
Glu
Pro
Asn
Ala
His
Ile
Phe
Ser
val
Thr
Gly
Phe
Leu
His
Ser
Asn
Thr

Gln

Leu

Phe
Thr
Glu
Glu
Lys
Asp
Thr
Pro
Leu
Ser
Arg
Val
Leu
Asp
Ala
Val
Lys
Ser
Ser
Asp
Ala

Lys

His

Ser

Cys
Ile
Ile

Lys

Val
Ala
Gly
Leu
Trp
Pro
Pro
Gln
Lys
Lys
Ser
Phe

Leu

vVal

Val

330

Gly
15

Thr
30

Glu
45

Cys
60

Lys
75

Ser
90

Asp
105
Gln
120
Thr
135
Ala
150
His
165
Gln
180
Ser
195
Pro
210
Asn
225
Gly
240
Pro
255
Val
270
Glu
285
Leu
300
Gly
315
Leu



<213> Homo sapiens

<400> 9

Met
Gln
Gln
Leu
Lys
Gly
Glu
lSer
Gln
Gly
Ala
Gln
Glu
Arg
Ser
Asp
Gln

Lys

Phe
Giy
Gly
Val
Lys
Leu
Cys
Arg
Arg
Tyr
Asn
Ser
Cys
Glu
Ile
Asp
Arg

Ala

<210>10
<211> 287
<212> PRT

Arg
Arg
Ser
Ala
Ile
Thr
Leu
Leu
Tyr
Asp
Tyr
Ala
Asn
Thr
Gly
Asp
Lys

Asp

<213> Homo sapiens

Asn
Ile
Ala
Leu
Leu
Ala
Asp
V;al
Gly
Asp
Phe
Arg
Leu
Leu
Ile
Val
Ala

Glu

Gln

His
20

Thr
35

Lys
50

His
65

Asp
80

Ser
95

Ser
110
Arg
125
Met
140
Asp
155
Thr
170
Asn
185
Pro
200
val
215
Ser
230
Gln
245
Pro
260

Tyr
Gln
vVal
Arg
val

Ala

Leu
Arg
Gly
Cys
Tyr
Glu
Ala
Gly
Pro
Pro

Met
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Asp
Ile
Gly
Ala
Asp
Arg
Phe
Ile
Pro
Pro
Arg
Leu
Leu
Glu
Lys
Phe
Ala

Glu

Asn
Glu
Leu
Gln
Asn
Leu
Val
Gly
Tyr
His
Ala
Glu
Val
Gln
Asp
Leu
Gln

His

Asp
Tyr
Lys
Ser
His
Leu
Phe
Ser
Gly
Ile
Met
Arg
Lys
Asp
Leu
Glu

Pro

23

val
10

Ala
25

Ser
40

Glu
55

Ile
70

Cys
85

Asp
100
Lys
115
val
130
Phe
145
Ser
160
His
175
His
190
Leu
205
Glu
220
Gly
235
Ala
250

Thr
Gly
Gln
Ile
Met
Gly
Thr
Phe
Leu

Asp

Vval
Glu
Thr
Ala
Ile
Phe
Pro
Gln
Leu
Thr

Gly

Leu
Thr
Thr
Glu

Glu

TIp
Ala
His
Ala
Ser
Met
Leu
Ile
Leu
Cys

Ala

Arg
Lys
Ile
Glu

Pro

Ser
Val
Ala
His
Ile
Arg
Pro
Pro
Ile
Pro
Arg
Phe
Ala
Asn

Tyr

Ala

Pro
15

Lys
30

val
45

Gln
60

Ala
75

Gln
90

val
105
Thr
120
Ala
135
Ser
150
Serxr
165
Met
180
Leu
195
Val
210
Asp
225
Pro
240
Glu
255



<400> 10

Met Lys

Asp Gln

Glu Asp

Arg Asp

Asp Val

Met
Lys
Ala
His
Thr
Met
Glu
Phe
Asp
His
Glu
Thr
Thr
Glu

Leu

<210> 11
<211> 244

Arg
Ala
Met
Ser
Leu
Lys
Ile
Glu
Val
Arg
Leu
Leu
Gly
Lys

Lys

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Asp
Gln
Ile
Ile

Lys

Arg
Ile
Lys
Ala
Thr
Gln
Met
Gln
Lys
Glu
Phe
Asn
Gln

Asn

Arg Leu
5

Phe Pro
20

Val Phe
35

Arg Asp
50

Arg Leu

65
Leu Ser
80
Lys Ala
95
Glu Leu
110
Val Ala
125
Phe Gln
140
Arg Asp
155
Gly Lys
170
Gly Lys
185
Gly Ala
200
Leu Leu
215
Leu Gln
230
Vval Ile
245
Ala Lys
260
Pro Cys
275
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Ala Glu Leu Leu Asp Leu Ser Lys Gln Tyr
10 15
Asp Gly Asp Asp Glu Phe Asp Ser Pro His
25 30
Glu Thr Asp His Ile Leu Glu Ser Leu Tyr
40 45
Ile Gln Asp Glu Asn Gln Leu Leu Val Ala
55 60
Gly Lys Gln Asn Ala Arg Phe Leu Thr Ser
70 75"
Ser Ile Lys Arg Asp Thr Asn Ser Ile Ala
’ 85 90
Arg Gly Glu Val Ile His Cys Lys Leu Arg
100 105
Ser Glu Ala Ala Glu Ala Gln His Gly Pro
115 120
Arg Ile Ser Arg Ala Gln Tyr Asn Ala Leu
130 135
Arg Ala Met His Asp Tyr Asn Gln Ala Glu
145 150
Asn Cys Lys Ile Arg Ile Gln Arg Gln Leu
160 165
Glu Val Ser Gly Asp Gln Ile Glu Asp Met
175 180
Trp Asp Val Phe Ser Glu Asn Leu Leu Ala
190 195
Arg Ala Ala Leu Asn Glu Ile Glu Ser Arg
205 210
Arg Leu Glu Ser Arg Ile Arg Asp Val His
220 225
Met Ala Val Leu Val Glu Lys Gln Ala Asp
235 240
Glu Leu Asn Val Gln Lys Thr Val Asp Tyr
250 255
Ala Gln Val Arg Lys Ala Val Gln Tyr Glu
265 270
Arg Thr Leu Cys Cys Phe Cys Cys Pro Cys
280 285

24
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Met
Leu
Ala
His
Asn
Gly
Gln
Leu
Thr
Ile
Leu
Ala

Thr

Arg Asp
Pro Pro
Thr Thr

Leu Pro

Ala
Pro
His
Gly
Phe
His
Leu
Ala
Leu
Arg
Phe
Arg

Phe

Ala
Tyr
Ser
Gln
Leu
Leu
Glu
Asp
Gln
Gly
Asp
Arg

Phe

Phe
Thr
Leu

Gly

Ala

Leu
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Ala Ser Pro Ala Ile Leu Pro Arg Leu Ala

Leu Phe Asp Trp Ser Gly Thr Gly Arg Ala

- 20 25

Leu
Gln
Ser
Glu
Met
Thr
Val
Ser
Ser
Met

Lys

Leu
Met
Ser

Ile

Trp Tyr Asn Phe Thr Ile Ile His Leu Pro

Trp Cys Glu Val Gln Ser Gln Val Asp Gln
50 55

Tyr Asp Cys Gly Ser Asp Lys Val Leu Ser
65 70

Glu Gln Leu Tyr Ala Thr Asp Ala Trp Gly
80 ‘ 85

Leu Arg Glu Val Gly Gln Arg Leu Arg Leu
95 100

Glu Leu Glu Asp Phe Thr Pro Ser Gly Pro
110 115

Arg Met Ser Cys Glu Cys Glu Ala Asp Gly
125 130

Trp Gln Phe Ser Phe Asp Gly Arg Lys Phe
140 145

Asn Asn Arg Lys Trp Thr Val Val His Ala
155 160

Lys Glu Lys Trp Glu Lys Asp Ser Gly Leu
170 175

Met Val Ser Met Arg Asp Cys Lys Ser Trp
185 190

Met His Arg Lys Lys Arg Leu Glu Pro Thr Ala
200 205 210
Ala Pro Gly Leu Ala Gln Pro Lys Ala Ile Ala
215 220 225
Pro Trp Ser Phe Leu Ile Ile Leu Cys Phe Ile
230 235 240

25

Ile
15

Asp
30

Arg
45

Lys
60

Met
75

Lys
90

Glu
105
Leu
120
Tyr
135
Leu
150
Gly
165
Thr
180
Leu
195
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REIVINDICACIONES

1. Un método que facilita el diagndstico de las patologias del asma y/o el cancer de pulmdn en pacientes que se
encuentran en una etapa temprana de la enfermedad, que consiste en determinar la concentracion de proteina
especifica de CAC69571 (SEC. ID. N°: 8) y opcionalmente una o mas de las proteinas de la proteina 4 que contiene
el dominio FERM (SEC. ID. N°: 5), forma de uniéon larga de C2 de la cadena del complejo de endopeptidasa del
proteasoma de JCC1445 (SEC. ID. N° 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N° 10), AAK13083 (SEC. ID. N°: 6), AAK13049
(SEC. ID. N°: 11) BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°:2), CAF17350 (SEC. ID. N°: 3), Q6ZUD4 (SEC.
ID. N°:4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente y comparar los datos de concentracion con los
obtenidos de las poblaciones con cancer de pulmén y/o las poblaciones con asma, a fin de verificar o descartar la
existencia de las patologias en cuestion.

2. El método de la reivindicacion 1 donde las concentraciones de proteinas especificas se determinan obteniendo los
datos de los espectros de masas, radioinmunoensayo, inmunoensayo absorbente vinculado a enzimas,
cromatografia liquida de alta resoluciéon con radiométrica, deteccion espectrométrica mediante absorbancia de luz
ultravioleta o visible, analisis cuantitativo y cualitativo por espectrometria de masas, inmunoensayo western-blot,
electroforesis en gel unidimensional o bidimensional con visualizacion cuantitativa mediante deteccion de nucleos o
sondas radiactivas, deteccion basada en anticuerpos con fotometria de absorcién o fluorescencia, cuantificacion por
luminiscencia de cualesquiera de una serie de sistemas reporteros quimioluminiscentes, ensayos enzimaticos,
inmunoprecipitacion o inmunoensayos de captura, o cualesquiera de una serie de inmunoensayos en fase solida y
liquida.

3. Un método para evaluar la respuesta de un paciente a intervenciones terapéuticas que consisten en determinar la
concentracion de proteina especifica de CAC69571 (SEC. ID. N°: 8), y opcionalmente una o mas de las proteinas de
la proteina 4 que contiene el dominio FERM (SEC. ID. N°: 5), forma de union larga de C2 de la cadena del complejo
de endopeptidasa del proteasoma de JCC1445 (SEC. ID. N°: 9), sintaxina 11 (SEC. ID. N°: 10), AAK13083 (SEC. ID.
N°: 6), AAK13049 (SEC. ID. N°: 11) BACO4615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°:2), CAF17350 (SEC. ID. N°:
3), Q6ZUD4 (SEC. ID. N° :4), y/o Q8N7P1 (SEC. ID. N°:7) en el suero de un paciente, donde el paciente padece
asma o cancer de pulmon.

4. El método de la reivindicacion 3, donde la intervencion terapéutica es un tratamiento con farmacos,
radiacion/quimioterapia o tratamiento quirurgico.

5. El método de cualquier reivindicacion precedente, que comprenda la determinacion de las concentraciones de
proteinas especificas de CAC69571 (SEC. ID. N°: 8), y al menos una de las proteinas de la proteina 4 que contiene
el dominio FERM (SEQ ID NO: 5), forma de union larga de C2 de la cadena del complejo de endopetidasa del
proteasoma JC1445 (SEC. ID. N°: 9), Syntaxin 11 (SEC. ID. N°: 10), AAK13083 (SEC. ID. N° 6), AAK13049 (SEC.
ID. N° 11), BAC04615 (SEC. ID. N°: 1), Q6NSC8 (SEC. ID. N°: 2), CAF17350 (SEC. ID. N°: 3), Q6ZUD4 (SEC. ID.
N°: 4), ylo Q8N7P1 (SEC. ID. N° 7) en el suero de un paciente, donde el paciente padece asma o cancer de
pulmoén.

26
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FIG. 1

Resultado de la biisqueda de Mascot
Titulo de la busqueda: BAC04615

Base de datos: NCBInr 20080903 (693453 secuencias; 2394607247 residuos)

12 Taxonomia: Homo sapiens (humano) (216752 secuencias)
Puntuacién superior: 121 para gi/21755032, producto de proteina sin nombre designado (Homo sapiens)
6
Puntuacion Mowse basada en probabilidades
La puntuacién de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un
evento aleatorio.
Las puntuaciones de proteina superiores a 66 son significativas (p<0,05).
14
] 18
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©
3
S
g
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©
(o]
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S
S
=
’} H H 3 H i 2 y H
14 115 12¢
Puntuacion Mowse basada en probabilidades
28
Informe conciso del resumen de proteinas /
Proteina_ _ Masa _ Puntuacion| Valor previst
20 gi/2175503‘2, producto de proteina sin nombre designado 23270 121 1.7e-07
(Homo sapiens)
22 gi/194385926, producto de proteina sin nombre designado 26844 113 1.1e-06
(Homo sapiens)
24 —| Gi/21450663; proteina hipotética LOC159013 [Homo sapiens] 36646 110 2.2e-06
26 — gi/1 890675'42, producto de proteina sin nombre designado 36645 109 1.7¢-06
(Homo sapiens)

27
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Resultado de la busqueda de Mascot

FIG. 2

Titulo de la busqueda: Busqueda refinada de Q6NSC8

Base de datos: MSDB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (148148 secuencias)
Puntuacién superior: 117 para Q6NSC8_HUMAN, proteina PDE7B. - Homo sapiens (Humano)

Puntuacion Mowse basada en probabilidades
La puntuacion de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un

evento aleatorio.

29 " Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).

32 —

Numero de resultados

Informe conciso del resumen de proteinas

34 /

30

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Proteina

Masa

Puntuacién

Valor previsto

Q6NSC8 HUMAN, proteina PDE7B. - Homo sapiens 6535

(Humano)

117

3e-07

28
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FI1G. 3

Resultado de la bisqueda de Mascot

Titulo de la basqueda: Coincidencia de AX972242 depurada.

Base de datos: MSDB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)
Taxonomia; Home sapiens (humano) (148148 secuencias)

Puntuacion superior: 152 para CAF17350, AX972242 NID - Homo Sapiens

Puntuacion Mowse basada en probabilidades
La puntuacion de proteina es -10"Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento

aleatorio.
18 _— Laspuntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).

40

Numero de resultados

B S e 7 i T f

10D 45

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas
Proteina Masa | Puntuacién | Valor previsi

46 — | CAF17350; AX972242 NID; - Homo sapicns 6816 152 9.3e-11
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FIG. 4

Resultado de la busqueda de Mascot
Titulo de la busqueda: Q6ZUD4

Base de datos: MSDEB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (148148 secuencias)

Puntuacién superior: 220 para Q6ZUD4_HUMAN, CDNA FLJ43798 fis, clon TEST14000250. Homo sapiens

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

La puntuacion de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un

evento aleatorio.

Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05),

¥ N

48

Numero de resultados

52

By 120

150

200

Puntuacion Mewse basada en probabilidades

Informe concise del resumen de proteinas

ey

Valor previstd

Proteina Masa Puntuacion
Q6ZUD4_HUMAN, CDNA FLI43798 fis, clon TEST14000250. P 29
il 15462 | 220
omo sapiens (Humano)

1.5e-17
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F1G. 5

Resultado de la blisqueda de Mascot 70

Titulo de la basqueda: Q8N7P1/Q8NB22 -

Base de datos: NCBInr 20080903 (6934543 secuencias; 2394607247 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (216752 secuencias)

Puntuacion superior: 74 para gi/71682143, familia fosfolipasa D, miembro 5 [homo sapiens]

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

La puntuacién de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un
evento aleatorio.

Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).

\ 60

58 | /

Numero de resultados

¥ ¥ T i ¥ 3 ¥ T N E] 1 H H i
7.5 PG PELE

&2 \
T Wt

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

Proteina ‘Masa Puntuacion| Valor previstd
64 —— | gi/71682143, familia fosfolipasa D, miembro 5 [homo sapiens] 50816 74 0.0086
66 gi/22749353, familia fosfolipasa D, miembro 5 [homo sapiens] 50763 73 0.011
68 gi/46392519 ; proteina PLDc [Homo sapiens] 53956 69 0.0026
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F1G. 6

Resultado de la basqueda de Mascot

Titulo de la busqueda: CAC69571

Base de datos: MSDB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)
Taxonomia: Homo sapiens (humano) (148148 secuencias)

Puntuacién superior: 171 para CAC69571, secuencia 1 de la Patente WO0160857 (Fragmento). - Homo sapiens

(Humano)

Puntuacién Mowse basada en probabilidades

La puntuacién de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un

evento aleatorio.
Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).

\ /?4

72

Nuamero de resultados

UE::!.'FIII!I

. T
155 LEG 155

¥
170

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

_Proteina Masa Puntuacién|Valor previs@
| caceosmi; secuencia 1 de la Patente WO0160857 38244 171 1.2e-12
(Fragmento). - Homo sapiens (Humano)
———| Q4VX76 HUMAN; similar a sinaptotagmina-lIl. = Homo sapiens 68516 145 4.7¢-10
(Humano)
Q496J4 HUMAN; proteina SYTL3. — Homo sapiens (Humano) 68531 101 1 20-05
—— | Q496)J6 HUMAN ; proteina SYTL3. = Homo sapiens (Humano) 68531 101 12605
—— [ @5U3B9 HUMAN ; dsimilar a sinaptotagmina-lll (proteina 60901 95 | 43
3e-05
SYTL3) - Homo sapiens (Humano)
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FIG.7

Resultado de la busqueda de Mascot

Titulo de la busqueda: Busqueda refinada de FRMD-4

Base de datos: MSDB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (148148 secuencias)

Puntuacion superior: 335 para FRM4A_HIMAN, proteina 4A que contiene el dominio FERM. - Homo sapiens

Puntuacién Mowse basada en probabilidades

La puntuacién de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento
aleatorio.

Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).
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Puntuaciéon Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

Proteina Masa Puntuaci(‘)nI Valor previsto
— | FRM4A_HIMAN, proteina 4A que contiene el dominio FERM. — .
o8 Homo sapiens (Humano) 113894 335 4.7E-29
100 ——| BAA92532; AB037715 NID: - Homo sapiens 116819 | 309 1.9¢-26
102 —| Q5T376_HUMAN; proteina nueva (FLJ10210) (Fragmento). - 60164 111 1.2e-06
Homo sapiens (Humano)
104 — QST3787HVUMAN ; proteina nueva (FLJ10210) (Fragmento). - 51532 R0 0.0016
Homo sapiens (Humano)
106 —— | Q9NW91 HUMAN: CDNA FLJ10210 fis, clon HEMBA1006344, |
igeramente similar a RADIX FN. - Homo sapiens 51460 71 0.011
Q5T377_HUMAN ; proteina nueva (FLJ10210) (Fragmento). -
108 Homo sapiens (Humano) 115387 | 314 5.9e-27
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FIG. 8

Resultado de la busqueda de Mascot
Titulo de la busqueda: JCC 1445

Base de datos: NCBInr 20080903 (6934543 secuencias; 2394607247 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (216752 secuencias)

Puntuacién superior: 123 para gi/4506179, isoforma 2 subunidad alfa 1 del proteasoma [Homo sapiens]

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

La puntuacion de proteina es -10*Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento

aleatorio.

Las puntuaciones de proteina superiores a 66 son significativas (p<0,05).

\

110

Numero de resultados

112

114

T~
o
SR

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

Proteina Masa |Puntuacion {Valor previsto)
gi/450617?, isoforma 2 subunidad alfa 1 del proteasoma [ 29537 123 1.1e-07
| Homo sapiens]
2 12 1.1e-07

gi/13543551; subunidad del proteasoma (prosoma, macropain), 9579 3 le-0
| tipo alfa, 1 [Homo sapiens]

gi/23110935; isoforma 1 subunidad alfa 1 del proteasoma 1 30220 122 1.4e-07
- [Homo sapiens]

gi/119588883; isoforma CRADb, tipo alfa, subunidad 1 del proteasoma 33933 120 2.2e-07
(prosoma, macropain) [Homo sapiens]
| gi/190447; proteina prosémica P30-33K 30208 92 0.00012

)

gi/194382836; producto de proteina sin nombre designado 14615 82 0.0013
[ [Homo sapiens]

gi/194375750 ; producto de proteina sin nombre designado 18446 78 0.0031

[Hamo-sapians]
TR OFRe-5aPHteRSy
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F1G.9

Resultado de la bisqueda de Mascot

Titulo de la busqueda: Sintaxina 11

Base de datos: NCBInr 20080903 (6934543 secuencias; 2394607247 residuos)
Taxonomia: Homo sapiens (humano) (216752 secuencias)

Puntuacién superior: 127 para gi/33667038, sintaxina 11 [Homo sapiens]

Puntuacion Mowse basada en probabilidades
La puntuacién de proteina es -10¥Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento

aleatorio.
Las puntuaciones de proteina superiores a 66 son significativas (p<0,05).

\ 132
130 /

134

Numero de resultados

)
Iy
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Puntuacion Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

_. Proteina Masa | Puntuacion [Valor previsto
136 gi/33667038, syntaxina 11 [Homa sapiens] =~ 33175 127 4 .3e-08
138 —|{ gi/3248918, syntaxina 11 [Homo sapiens] 32934 127 4.3e-08
140 ——| 9/4104685, syntaxina 11 [Homo sapiens] 32877 95 6.7¢-05

35




ES 2 662 846 T3

FI1G. 10

Resultado de la busqueda de Mascot

Titulo de la busqueda: Busqueda refinada de AAK13083

Base de datos: MSDB 20060831 (3239079 secuencias; 1079594700 residuos)

Taxonomia: Homo sapiens (humano) (148148 secuencias)

Puntuacién superior: 273 para Q5VY82_HUMAN, proteina 3 de unién a UL16. - Homo sapiens (Humano)

Puntuacion Mowse basada en probabilidades

La puntuacién de proteina es -10¥Log(P), donde P es la probabilidad de que la coincidencia observada sea un evento
aleatorio.

Las puntuaciones de proteina superiores a 64 son significativas (p<0,05).
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144

142 /

Numero de resultados

B

i - " S A ‘ H \ H H H )7 i H i 1 3
P ST

Puntuacién Mowse basada en probabilidades

Informe conciso del resumen de proteinas

Proteina Masa |Puntuacién |Valor previsto
148 —| Q5VY82_HUMAN, proteina 3 de unién a UL16. - Homo sapiens 27931 273 7 4E-23
‘ | (Humano)
150 AAN40839; AF3346596 NID - Homo sapiens 27261 260 1.4¢-21
152 | AAK13049; AY027538 NID - Homo sapiens 27035 257 3e-21
154 —— | CAD28547; HSM803089 NID; - Homo sapiens 7688 40 15
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