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DESCRIPCION
Un procedimiento para diagnosticar cirrosis biliar primaria (CBP) usando nuevos autoantigenos

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a la biologia molecular, a la bioquimica, biologia celular, a la medicina y a los
diagndsticos médicos. Especificamente, la invencion se refiere a nuevas moléculas de acido nucleico, proteinas y
fragmentos de polipéptido codificados por las mismas, a anticuerpos policlonales y monoclonales para los mismos y
a procedimientos para usar las moléculas de acido nucleico, proteinas/polipéptidos y anticuerpos en el diagnéstico,
prondstico, estadificacion y regimenes terapéuticos para el control de trastornos autoinmunes, enfermedades viricas
y canceres.

Antecedentes de la invencion

Se han descrito mas de 80 enfermedades que estan asociadas con la activacion de linfocitos autorreactivos y la
produccion de autoanticuerpos dirigidos contra el tejido normal o los componentes celulares (autoantigenos) [von
Muhlen y Tan (1995) Semin Arthritis Rheum 24: 323-58; Mellors (2002) 2005]. Denominadas en conjunto
enfermedades autoinmunes, se estima que afectan a 14,7-23,5 millones de personas, hasta el 8 % de la poblaciéon
total de los EE.UU. y constituyen una importante carga econémica y sanitaria [Jacobson, Gange, Rose y Graham
(1997) Clin Immunol Immunopathol 84: 223-43]. Por razones desconocidas, el nimero de personas afectadas por
enfermedades autoinmunes va en aumento. Un diagndstico de enfermedad autoinmune significa una vida de
enfermedad y tratamiento, el posible dafio al 6rgano, el debilitamiento y una mayor probabilidad de muerte. La
naturaleza cronica y debilitante de las enfermedades autoinmunes dan como resultado una mala salud del paciente,
un aumento en costes médicos y una productividad reducida. Las causas de la disfuncidon inmune que sustenta la
enfermedad autoinmune aun no se entienden muy bien. Por consiguiente, las enfermedades autoinmunes
generalmente siguen siendo dificiles de diagnosticar, debido a la amplia variabilidad de la presentacion clinica, que
tipicamente implica una constelacion de sintomas.

Las enfermedades autoinmunes son trastornos en los que el sistema inmunolégico de un individuo se dirige y
destruye tejido aparentemente normal. Los ejemplos de las enfermedades autoinmunes incluyen artritis reumatoide
(AR), lupus eritematoso sistémico (LES), esclerodermia (SCL), sindrome de Sjogren (SSj), polimiositis (PM),
dermatomiositis (DM), enfermedad mixta del tejido conectivo (EMTC), pénfigo vulgar (PV) y cirrosis biliar primaria
(CBP). Los autoanticuerpos se dirigen comunmente contra las proteinas y los acidos nucleicos celulares. En
determinadas enfermedades, tales como PV, se conoce la diana de los autoanticuerpos y se cree que el
autoanticuerpo desempefia un papel en la patogénesis de la enfermedad. En otras enfermedades, tales como LES,
se han identificado las dianas de muchos autoanticuerpos diferentes pero el papel de los autoanticuerpos en la
patogénesis de LES todavia se desconoce.

La deteccion de los anticuerpos en el suero de los pacientes ayuda al diagndstico de enfermedades autoinmunes. El
factor reumatoide (anticuerpos IgM dirigidos contra la IgG humana) se detecta en la mayoria de los pacientes con
AR y apoya ese diagnostico en un individuo dado [Kelly, W.N., y col. 1985. Textbook of Rheumatology. 22 ed.
Saunders. pp. 667]. Los anticuerpos antinucleares (AAN) estan presentes en aproximadamente el 98 % de los
individuos con LES activa. Aunque los AAN no son especificos para el diagndstico de LES, la ausencia de estos
anticuerpos contradice el diagndstico de LES en un paciente dado [Kelly y col., 1985, citado anteriormente, pp. 691].

Las hepatopatias y las enfermedades biliares en conjunto se clasifican dentro de las diez principales causas de
mortalidad en los Estados Unidos. Las hepatopatias crénicas afectan entre el 5y el 10 por ciento de los americanos
y provocan del 1 al 2 por ciento de muertes en los Estados Unidos. La hepatopatia crénica y la cirrosis cuestan
aproximadamente 1.370 millones de euros al afio [(2004)]. -Las causas generales de las hepatopatias y de las
enfermedades biliares incluyen agentes infecciosos, defectos heredados, alteraciones metabdlicas, alcohol, toxinas y
toxicos ambientales. Las hepatopatias mas comunes son hepatitis C crénica, hepatopatia inducida por alcohol,
enfermedad del higado graso no alcohdlico, hepatitis B crénica, enfermedades autoinmunes del higado y
hepatopatias inducidas por farmacos. Mucghas de estas afecciones se pueden prevenir o tratar, pero si no, pueden
llevar a una lesion hepatica progresiva, a fibrosis hepatica y, en ultima instancia, a cirrosis, hipertensiéon portal,
hepatopatia en etapa terminal y, en algunos casos, cancer de higado. En la actualidad, la unica terapia para la
hepatopatia en etapa terminal es el trasplante de higado. Cada afio se hacen mas de 5.000 trasplantes de higado en
los Estados Unidos. Al menos 17.000 personas estan en una lista de espera para el trasplante de higado y hasta
1.500 mueren al afio mientras esperan [(2004)]. La investigacion de la hepatopatia presenta muchas necesidades
desafiantes. Las hepatopatias autoinmunes incluyen la cirrosis biliar primaria (CBP), hepatitis autoinmune y
colangitis esclerosante primaria. Todas estas hepatopatias cronicas pueden llevar a una hepatopatia en etapa
terminal. En conjunto, las hepatopatias autoinmunes del higado son responsables del 13 % de los trasplantes de
higado en adultos al afio en los Estados Unidos [(2004)].

La CBP es una enfermedad hepatica colestasica progresiva, con una prevalencia estimada en los Estados Unidos
de aproximadamente 40 adultos por poblacion de 100.000 (incidencia de 2,7 por una poblacion de Estados Unidos
de 100.000) [Kim, Lindor y col. (2000) Gastroenterology 119: 1631-6; Feld y Heathcote (2003) J Gastroenterol
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Hepatol 18: 1118-28; 2004)]. Las mujeres entre las edades de 40 y 65 se ven predominantemente afectadas por la
CBP, con una proporcién de mujeres frente a hombres de 9:1 [Kaplan y Gershwin (2005) N Engl J Med 353: 1261-
73], como es tipico para la enfermedad autoinmune. La CBP se caracteriza por la destruccion progresiva gradual de
los conductillos biliares intrahepaticos que lleva a la fibrosis hepatica y a una insuficiencia hepatica (revisado en
[Kaplan (1996) N Engl J Med 335: 1570-80; Heathcote (2000) Hepatology 31: 1005-13; Kaplan (2002)
Gastroenterology 123: 1392-4; Talwalkar y Lindor (2003) Lancet 362: 53-61]). La CBP es un indicio significativo para
el trasplante de higado, y los pacientes de CBP constituyen el 11 % de todos los pacientes que se someten a
trasplante de higado por cirrosis [Milkiewicz (2008) Clin Liver Dis 12: 461-72; xi].

El tratamiento de CBP se realiza con acido ursodesoxicdlico (ursodiol), un acido biliar natural que no es téxico para
el higado, para reemplazar los acidos biliares que se reducen por la CBP. Aunque no se comprenden por completo
los mecanismos, este tratamiento reduce en ultima instancia la acumulaciéon de otros acidos biliares téxicos para el
higado (que se caus6 por la destruccion del conducto biliar). Aunque el ursodiol reduce la progresion hacia la
cirrosis, el tratamiento con ursodiol funciona mejor cuando se implementa temprano en el trascurso de la CBP,
destacando la importancia de una prueba de diagndstico de CBP rapida y fiable. De hecho, un estudio demostré que
el tratamiento con ursodiol en las etapas 1l y IV no dio como resultado una ralentizacion significativa de la progresion
hepatica mientras que en los pacientes tratados de forma temprana en las etapas histoldgicas | y Il mostraron una
ralentizacion significativa de la destruccion hepatica con el tratamiento con ursodiol. Esto destaca la necesidad de un
diagndstico temprano de CBP, para permitir un tratamiento médico rapido [Heathcote (2000) Hepatology 31: 1 005-
13; Poupon, Lindor, Pares, Chazouilleres, Poupon y Heathcote (2003) J Hepatol 39: 12-6].

Aproximadamente la mitad de los pacientes de CBP presentan un analisis de sangre anémalo que desencadena el
diagnédstico eventual de CBP. Generalmente, el ensayo de diagndstico se activa inicialmente por los analisis
andmalos de la funcion hepatica y los sintomas de enfermedad biliar, seguido por el analisis de autoanticuerpos
antimitocondriales (AAM) séricos, para los que aproximadamente un 87-95 % de los pacientes de CBP resultan
positivos [Heathcote (2000) Hepatology 31: 1 005-13; Yang, Yu, Nakajima, Neuberg, Lindor y Bloch (2004) Clin
Gastroenterol Hepatol 2: 1116-22; Kaplan y Gershwin (2005) N Engl J Med 353: 1261-73; Liu, Shi, Zhang, Zhang y
Gao (2008) Liver Int 28:233-9]. Los analisis de imagenes del conducto biliar se usan para descartar oras causas de
la enfermedad del tracto biliar, y las biopsias del higado confirman el diagnédstico y proporcionan un indicador de la
etapa de la enfermedad (basandose en el grado de fibrosis).

Sin embargo, aproximadamente la otra mitad de los pacientes de CBP presentaran solo una variedad de sintomas
fisicos relativamente no especificos, destacando las dificultades a las que se enfrenta el médico general o
especialista responsable del diagndstico. Los sintomas mas comunes son prurito, cansancio y dolor
musculoesquelético [Prince, Chetwynd, Newman, Metcalf y James (2002) Gastroenterology 123: 1044-51]. Ademas,
se pueden encontrar numerosos trastornos autoinmunes en asociacion con la CBP, que incluyen la hepatitis
autoinmune (HAI) [Czaja (2006) J Hepatol 44: 251-2], disfuncion tiroidea, sintomas de sindrome seco, sindrome de
Raynaud, lupus eritematoso sistémico (LES) y artritis reumatoide [Heathcote (2000) Hepatology 31: 1005-13;
Gershwin, Selmi, Worman, Gold, Watnik, Utts, Lindor, Kaplan y Vierling (2005) Hepatology 42: 1194-202]. En un
estudio, se descubrié que el 19 % de los pacientes de CBP tenian caracteristicas de otra enfermedad [Czaja (1998)
Hepatology 28: 360-5], dificultando de este modo el diagndstico. Es preocupante que las pruebas adecuadas no se
puedan solicitar en muchos pacientes debido a una etiologia no reconocida, especialmente cuando los pacientes
presentan sintomas vagos de prurito o malestar en las articulaciones.

Los autoanticuerpos tienen la capacidad de servir no solo como herramientas de diagndstico, sino también como
precursores del futuro desarrollo de la CBP. De hecho, los autoanticuerpos antimitocondriales (AAM) han
demostrado que son anteriores a las manifestaciones clinicas y al diagnostico de CBP [Metcalf, Mitchison, Palmer,
Jones, Bassendine y James (1996) Lancet 348: 1399-402]. Esto demuestra que puede ser posible diagnosticar CBP
en una etapa temprana usando biomarcadores de autoanticuerpos. El sello distintivo seroldgico de la CBP son los
AAM, que se pueden detectar en el 87-95 % de los pacientes [Kaplan (1996) N Engl J Med 335: 1570-80; Nishio,
Keeffe y Gershwin (2002) Semin Liver Dis 22: 291-3021.] Los principales autoantigenos direccionados por estos
AAM incluyen las subunidades E2 del complejo piruvato deshidrogenasa (PDC-E2); el complejo 2-oxo-acido
deshidrogenasa ramificado/en cadena (BCOADC-E2) y el complejo 2-oxo-glutarato deshidrogenasa (OGDC-E2)
[Fussey, Guest, James, Bassendine y Yeaman (1988) Proc Natl Acad Sci U S A 85: 8654-8; Nishio, Keeffe y col.
(2002) Semin Liver Dis 22: 291-302].

Los autoanticuerpos antinucleares (AAN) estan presentes en el 50 % de los pacientes de CBP. Los autoanticuerpos
que reconocen proteinas del complejo de la parte central del nucleo y multiples puntos nucleares (MND, del inglés
multiple nuclear dots) son marcadores Uutiles de CBP en pacientes negativos en AAM, con una prevalencia del 13-44
% [Manuel Lucena, Montes Cano, Luis Caro, Respaldiza, Alvarez, Sanchez-Roman, Nunez-Roldan y Wichmann
(2007) Ann N Y Acad Sci 1109: 203-11]. Ademas, los AAN pueden servir como indicadores de prondstico, estando
los autoanticuerpos anticentréomeros y/o antiglucoproteina 210 del poro nuclear (gp210) asociados con la
insuficiencia hepatica en la CBP [Yang, Yu y col. (2004) Clin Gastroenterol Hepatol 2: 1116-22; Nakamura, Kondo y
col. (2007) Hepatology 45: 118-27].

El cuerpo nuclear (CN, también conocido como dominio nuclear 10, el dominio oncogénico PML y el cuerpo Kr) es
un organulo nuclear cuya funcién se desconoce [Ascoli, C. A. y Maul, G. G., J. Cell. Biol. 112:785-795 (1991);
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Brasch, K. y Ochs, R. L, Exp. Cell Res. 202:211-223 (1992); Dyck, J. A. y col., Cell 76:333-343 (1994)]. Usando la
tincion inmunohistoquimica, los CN aparecen como 5 a 30 regiones discretas, punteadas y en forma de puntos
dentro del nacleo. EI CN es distinto de otros dominios nucleares, incluyendo los implicados en la replicacion del ADN
y el procesamiento del ARNm. Ademas, los componentes del CN no se colocalizan con los cinetocoros o los
centromeros [Brasch, K. y Ochs, R. L., Exp. Cell Res. 202:211-223 (1992)]. EI ndmero de CN en la célula y la
intensidad de tincion de anticuerpos de estas estructuras, aumentan en respuesta a los estimulos que incluyen los
interferones (IFN), el choque térmico y la infeccion virica [Ascoli, C. A. y Maul, G. G., J. Cell. Biol. 112:785-795
(1991)].

El CN es una diana de los autoanticuerpos en el suero de los pacientes con la enfermedad autoinmune de cirrosis
biliar primaria (CBP). Aproximadamente el 40 % de los pacientes con CBP tienen anticuerpos dirigidos contra esta
estructura [Evans, J., y col., Arthr. Rheum. 347:31-736 (1991); Szostecki, C. y col., Scand. J. Immunol. 36:555-564
(1992)). Se uso el suero de pacientes con CBP para identificar y caracterizar un componente de 100 kDa del CN que
se denomin6 Sp100 (de Speckled, moteado, 100 kDa) [Szostecki, C. y col., J. Immunol. 145:4338-4347 (1990)]. Se
ha demostrado que la fusiéon de Sp100 al dominio de unién de ADN Lexa activa la transcripcion génica en
Saccharomyces cerevisiae, y se ha sugerido que Sp100 podria participar en la activacion de la transcripcion de
regiones especificas en el genoma [Xie, K. y col., Mol. Cell. Biol. 13:6170-6179 (1993)].

Un segundo componente del CN, denominado NDP52, se caracterizé usando un anticuerpo monoclonal de murino
que reacciond con el CN [Korioth, F., y col., J. Cell Biol. 130:1-13 (1995)]. Se identificdé un ADNc que codifica NDP52
y la secuencia de aminoacidos predicha que contenia motivos de superhélice, cremallera de leucina y dedos de zinc.
Uno o mas de estos dominios pueden estar implicados en las interacciones entre NDP52 y otros componentes del
CN [Korioth, F., y col., J. Cell. Biol;. 130:1-13 (1995)].

Un tercer componente del CN, PML, fue identificado por varios investigadores que estudiaban la traslocacion
t(15;17) asociada a la leucemia promielocitica aguda (LPA) humana [de The, H. y col., Nature (London) 347:558-561
(1990); Borrow, J. y col., Science 249:1577-1580 (1990); Longo, L. y col., J. Exp. Med. 172:1571-1575 (1990);
Kakizuka, A. y col., Cell 66:663-674 (1991)]. En esta traslocacion, la parte de amino terminal de PML se fusiona con
el receptor alfa del acido retinoico. Se descubrié que PML se colocaliza con Sp100 en el CN [weis, K. y col., Cell
76:345-356 (1994); Koken, M. H. M. y col., EMBO 13:1073-1083 (1994)]. La expresion de la proteina de fusion alfa
PML en células de LPA parece alterar al CN; en estas células, se detectan antigenos de CN en numerosas regiones
mas pequenas en el nicleo descritas como "micromanchas”. El tratamiento de las células de LPA con acido retinoico
(AR) da como resultado la diferenciacion de células precursoras mieloides y la reformacion de los CN [Dyck, J. A. 'y
col., Cell 76:333-343 (1994); Weis, K. y col., Cell 76:345-356 (1994); Koken, M. H. M. y col., EMBO 13:1073-1083
(1994)]. En pacientes con LPA, el tratamiento con AR da como resultado la diferenciacion de células leucémicas y
una remision temporal de la enfermedad [Warrell, R. P. y col., N. Eng. J. Med. 329:177-189 (1993)].

Sin embargo, es importante tener en cuenta, que los AAN también se encuentran en una variedad de otros
trastornos autoinmunes predominantes y un amplio rango de canceres [Bei, Masuelli, Palumbo, Modesti y Modesti
(2008) Cancer Lett].

La inmunofluorescencia indirecta (IFl) y el inmunoensayo en fase sélida son los dos formatos usados para establecer
la presencia o ausencia de autoanticuerpos en pacientes. Ambos procedimientos tienen sus pros y sus contras tal
como se trata a continuacion:

Durante las ultimas décadas, la inmunofluorescencia indirecta (IFl) ha sido el procedimiento de eleccion por los
médicos para la deteccion de autoanticuerpos presentes en el suero de pacientes autoinmunes. Cabe destacar que,
sigue siendo el estandar de oro para los ensayos de AAM y AAN, incluyendo para CBP. Normalmente, el suero del
paciente se diluye de forma seriada en aumentos de dos veces y se permite la uniéon a un sustrato celular en un
portaobjetos de microscopio (por ejemplo, células hepaticas HEp-2), que después se tifien de forma fluorescente
para detectar autoanticuerpos y se examinan en el microscopio por un técnico especializado para identificar los
patrones de tincidn celular/tisular. La IFI tiene la ventaja de que, como sustrato basado en células/tejidos, en teoria
puede abarcar "forma universal" todos los autoantigenos celulares (a la espera de su expresion y preservacion en el
sustrato). Esto, en parte, se evidencia mediante la sensibilidad de diagndstico del ensayo IFI, por ejemplo, el 93 %
(AAN) para el lupus eritematoso sistémico (LES) [Solomon, Kavanaugh y Schur (2002) Arthritis Rheum 47: 434-44] y
el 90 % (AAM) para CBP [Tanaka, Miyakawa, Luketic, Kaplan, Storch y Gershwin (2002) Cell Mol Biol (Noisy-le-
grand) 48: 295-9].

Aunqgue el AAM basado en IFl es un marcador sensible para la CBP, la compensacion puede ser la especificidad.
Los pacientes asintomaticos se han considerado positivos en AAM, y aunque una gran parte solo desarrolla
sintomas afios mas tarde, algunos nunca desarrollan sintomas [Metcalf, Mitchison y col. (1996) Lancet 348: 1399-
402]. Ademas, un estudio descubrié que el 34 % de los pacientes de HAI salieron positivos para AAM [Nezu,
Tanaka, Yasui, Imamura, Nakajima, Ishida y Takahashi (2006) J Gastroenterol Hepatol 21: 1448-54].

Ademas, el ensayo de IFl es problematico en general cuando se usa como una herramienta de detecciéon de
diagnéstico habitual, ya que es dificil de estandarizar debido a las variaciones en el sustrato y el proceso de fijacion,
variaciones en el aparato de microscopia y debido a la interpretacién de los resultados altamente subjetiva
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[Jaskowski, Schroder, Martins, Mouritsen, Litwin y Hill (1996) Am J Clin Pathol 105: 468-73]. La declaracion de
consenso en 2004 del Comité para la Serologia Autoinmune del Grupo Internacional de Hepatitis Autoinmune
(IAIHG) recomendd que se realice la IFI en tres 6rganos diferentes de los roedores [Vergani, Alvarez, Bianchi,
Cancado, Mackay, Manns, Nishioka y Penner (2004) J Hepatol 41: 677-83). Tanto AAM como los anticuerpos de tipo
1 microsomales de higado y rifién (LKM1) tifien los tubulos renales del rifidén, con diferencias solo evidentes para el
ojo entrenado, y esta confusién puede llevar a un diagndstico de hepatitis autoinmune (HAI), en lugar de CBP
[Bogdanos, Invemizzi, Mackay y Vergani (2008) World J Gastroenterol 14: 3374-87]. Ademas, algunos autoantigenos
se pierden (irreconocibles) mediante difusion o desnaturalizacién durante el proceso de fijacion de IFI. Otro factor de
confusién es que multiples enfermedades autoinmunes a menudo se pueden dar juntas en el mismo paciente, y los
patrones solapantes de IFI pueden llevar a confusién en el diagnéstico correcto de cada una [Assassi, Fritzler y col.
(2009) J Rheumatol; Norman, Bialek, Encabo, Butkiewicz, Wiechowska-Kozlowska, Brzoska, Shums y Milkiewicz
(2009) Dig Liver Dis 41: 762-4]. Finalmente, la IFl es lenta, laboriosa y no apta para la automatizacion de alto
rendimiento [Ulvestad, Kanestrom, Madland, Thomassen, Raga y Vollset (2000) Scand J Immunol 52: 309-15].

Aunque la IFI sigue siendo el estandar de oro en el ensayo de AAM, inmunoensayos en fase solida, tales como
ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas), estan ganando popularidad, especialmente en laboratorios de
alto rendimiento [Fritzler y Fritzler (2006) Curr Med Chern 13: 2503-12]. Estos procedimientos tienen la ventaja de la
automatizacion de alto rendimiento, alta sensibilidad analitica, puntuacion puramente objetiva, fiabilidad y la
capacidad para probar especies de autoantigenos especificas, incluso de manera multiplexada [Fritzler y Fritzler
(2006) Curr Med Chern 13: 2503-12]. Con una resolucion a nivel antigénico del individuo, estos procedimientos
tienen la capacidad de una mayor especificidad de la enfermedad, si se elige el marcador correcto. El inconveniente,
sin embargo, es que se debe descubrir un nimero suficiente de autoantigenos y validar clinicamente para que
coincida con la sensibilidad de diagnéstico del ensayo IFl basado en sustrato celular.

En un ejemplo de un inmunoensayo comercial en fase solida para CBP, INOVA Diagnostics Inc. (San Diego, CA)
comercializa el ensayo MIT3, un inmunoensayo basado en ELISA aprobado por la FDA para CBP basado en la
deteccion de AAM. EI MIT3 utiliza una proteina recombinante que contiene los epitopos inmunodominantes de las
tres subunidades E2 del complejo piruvato deshidrogenasa [Moteki, Leung, Cappel, Dickson, Kaplan, Munoz y
Gershwin (1996) Hepatology 24: 97-103]. La meta global de estos ensayos es imitar el ensayo de AAM basado en
IFI celular para CBP, pero con todos los beneficios mencionados anteriormente de los inmunoensayos en fase soélida
de los antigenos individuales. Aun asi, este ensayo solo pretende ser una ayuda de diagndstico, junto con los
hallazgos clinicopatologicos sobre la CBP. En un estudio, el ensayo ELISA MIT3 basado en AAM tubo una
sensibilidad de diagndéstico documentada del 81,6 %, sin embargo, es importante sefialar que las muestras de suero
con enfermedad de CBP negativas en AAM se excluyeron [Gabeta, Norman, Liaskos, Papamichalis, Zografos,
Garagounis, Rigopoulou y Dalekos (2007) J Clin Immunol 27: 378-87]. En otro estudio, se ha demostrado que el
ensayo MIT3, por ejemplo, carece de todos los autoantigenos mitocondriales necesarios para una maxima
sensibilidad de diagnostico de CBP [Dahnrich, Pares y col. (2009) Clin Chern 55: 978-85].

Esto destaca la necesidad del descubrimiento y la validacion de biomarcadores de autoantigenos adicionales para
su uso en inmunoensayos en fase solida para el diagnostico éptimo de enfermedades autoinmunes como la CBP.
Los procedimientos mas eficaces para el descubrimiento de autoantigenos son los que se basan en proteémica. La
protedmica se puede definir como el analisis global (por ejemplo, paralelo o simultaneo) de todo el complejo de
proteinas expresado del genoma [Wasinger, Cordwell y col. (1995) Electrophoresis 16: 1090-4]. Los procedimientos
de la protedmica permiten el descubrimiento de nuevos autoantigenos de forma imparcial. Los procedimientos
comunes de protedmica para el descubrimiento de nuevos autoantigenos incluyen SEREX (identificacion serolégica
de antigenos mediante clonacion de expresidon recombinante) [Krebs, Kurrer, Sahin, Tureci y Ludewig (2003)
Autoimmun Rev 2: 339-45] y micromatrices de proteoma humano ("microplacas”, cominmente las dimensiones de
los portaobjetos de microscopios convencionales, que contienen miles de proteinas humanas recombinantes
purificadas plasmadas en su superficie en una matriz ordenada de manchas microscépicas, por ejemplo, manchas
de 100 micrometros de diametro) [Robinson, DiGennaro y col. (2002) Nat Med 8: 295-301; Robinson, Steinman y Utz
(2002) Arthritis Rheum 46: 885-93].

Sumario de la invenciéon

La invencién se define mediante las caracteristicas de las reivindicaciones independientes. Las realizaciones
preferidas se definen mediante las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes.

La presente invencion se refiere a procedimientos de uso de nuevos autoantigenos (Tablas | y V) hexocinasa
humana 1 (HK1) y/o 12 de tipo kelch (KLHL12), o fragmentos de las mismas que comprenden un epitopo, en el
diagndstico, prondstico, estadificacion y regimenes terapéuticos de la enfermedad hepatica autoinmune cirrosis biliar
primaria (CBP). La presente invencion también se refiere a procedimientos de uso de homodlogos, miembros de la
familia, variantes del transcrito e isoformas (por ejemplo, Tabla V1), preferentemente al menos el 70 % idénticas, mas
preferentemente al menos el 90 % idénticas y lo mas preferentemente al menos el 95 % idénticas, de hexocinasa
humana 1 (HK1) y/o 12 de tipo Kelch (KLHL12) o fragmentos de las mismas que comprenden un epitopo, en el
diagndstico, prondstico, estadificacion y regimenes terapéuticos de la enfermedad hepatica autoinmune cirrosis biliar
primaria (CBP).
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Se desvelan anticuerpos aislados que se unen especificamente a los polipéptidos descritos anteriormente, o a
fragmentos de los mismos que comprenden un epitopo. Los anticuerpos proporcionados en el presente documento
pueden ser policlonales o monoclonales, pueden estar purificados por afinidad, pueden estar inmovilizados sobre un
soporte solido y se pueden detectar con marcadores. También se desvelan procedimientos para la deteccion de la
presencia de una enfermedad autoinmune en un animal, preferentemente un ser humano, que comprende las etapas
de aislar una muestra de fluido corporal, preferentemente sangre, suero o plasma, del animal, incubar el suero con
un polipéptido de HK1 y/o KLHL12 descrito anteriormente, y detectar la uniéon de los autoanticuerpos en la muestra
de suero al polipéptido aislado. La invencién también proporciona procedimientos alternativos para detectar la
presencia de una enfermedad autoinmune en un animal que comprenden las etapas de aislar la muestra de fluido
corporal del animal, preferentemente sangre, suero o plasma, e inmovilizar los componentes del suero sobre un
soporte solido, poner en contacto los componentes del suero inmovilizados con un polipéptido aislado descrito
anteriormente en condiciones que favorecen la formacién de un complejo entre los componentes del suero y el
polipéptido aislado, poner el complejo formado en contacto con un anticuerpo que se une de forma especifica a HK1
y/o KLHL12, y detectar la union del anticuerpo al complejo. Las enfermedades autoinmunes que se pueden
diagnosticar mediante los procedimientos de la presente invencion incluyen cirrosis biliar primaria (CBP) y lupus
eritematoso sistémico (LES). Los canceres que se pueden diagnosticar mediante los procedimientos de la presente
invencion incluyen cancer colorrectal (CCR). La presente invencidon también proporciona procedimientos para
determinar el prondstico, la etapa de la enfermedad y los regimenes de tratamiento usando los procedimientos
mencionados anteriormente de deteccion de autoanticuerpos frente a HK1 y/o KLHL12.

En una realizacion preferida, los inmunoensayos heterogéneos u homogéneos, monoplexados o multiplexados, se
usan para detectar autoanticuerpos presentes en fluidos corporales dirigidos contra dichos autoantigenos. Otras
realizaciones preferidas de la presente invencidén seran aparentes para un experto en la materia a la luz de los
siguientes dibujos (Figuras) y descripcion de la invencion y de las reivindicaciones.

Seccion experimental

Ejemplo 1: Descubrimiento de nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP) basado en micromatriz
de proteoma

Seleccién sistematica de suero en micromatrices

Se seleccionaron sistematicamente sueros de pacientes frente a micromatrices de proteoma humano comerciales
comprendidas de 8.000 proteinas recombinantes humanas Unicas (expresadas de forma eucariéticas) plasmadas
por duplicado a alta densidad en una "microplaca" del tamafio de un portaobjetos de microscopio (Human
ProtoArray® v4.0, Invitrogen, Carlsbad, CA) [Sheridan (2005) Nat Biotechnol 23: 3-4]. Las micromatrices se
realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Se obtuvieron imagenes de la micromatrices en un lector
de fluorescencia Array- WoRx® BioChip (Applied Precision, LLC, Issaquah, Washington) utilizando los adecuados
conjuntos de filtros estandar incorporados. El analisis de imagenes y la adquisicion de los datos se realizé usando el
paquete informatico GenePix Pro v6.1 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante de la micromatriz (Human ProtoArray® v4.0, Invitrogen, Carlsbad; CA).

92 muestras de suero diferentes de individuos normales y de pacientes con diversas enfermedades se sometieron
individualmente a una selecciéon sistematica frente a las micromatrices de proteoma con el fin de detectar la
presencia de anticuerpos frente a las proteinas de la matriz (posibles autoantigenos). Para ello, se usaron 2 lotes
diferentes de micromatrices en 2 estudios secuenciales. La composicién de toda la poblacion de pacientes fue la
siguiente: Lote de micromatriz n.° 1 (80 muestras Unicas) - 18 pacientes de cirrosis biliar primaria (CBP) frente a 62
muestras de control no de CBP [13 normales, 25 de cancer colorrectal (CCR), 22 de lupus eritematoso sistémico
(LES), 2 de sindrome de Sjogrens (SSj)]. Lote de micromatriz n.° 2 (12 muestras Unicas) - 3 mas de CBP y 9 mas de
controles no de CBP [4 normales y 5 de hepatitis autoinmune (HAI)]. Los sueros normales coincidian
aproximadamente en edad y en género con la cohorte de CBP. Se usaron los sueros de HAI porque es una
enfermedad hepatica autoinmune diferente a la CBP de la que ya se sabe que esta asociada con autoanticuerpos.
Se usaron los sueros de CCR debido a que se sabe que los pacientes de cancer también tienen diversos
autoanticuerpos frente a los denominados autoantigenos asociados al tumor (AAT), que incluyen un repertorio
comun de autoanticuerpos nucleares observados tanto en canceres como en la enfermedad autoinmune [Bei,
Masuelli, Palumbo, Modesti y Modesti (2008) Cancer Lett]. Los sueros registrados se obtuvieron de los repositorios
de las siguientes fuentes: El colaborador de los presentes inventores, el Dr. Donald Bloch, M.D., Centro de
Inmunologia y Enfermedades Inflamatorias, Hospital General de Massachusetts, Profesor ayudante de Medicina,
Harvard Medical School proporcioné 12 de los sueros de LES asi como los sueros de SSj y los de CBP. Los
restantes sueros de LES y todos los sueros de HAI fueron de Bioreclamation Inc. (Hicksville, NY), los sueros
normales fueron de ProMedDx, LLC (Norton, MA) y los sueros de CCR fueron de Asterand Inc. (Detroit, Ml).

Analisis bioestadistico de los datos de micromatriz

Con el fin de identificar los biomarcadores de autoantigenos a partir de los datos de la micromatriz, los
procedimientos bioestadisticos usados fueron las estrategias convencionales proporcionadas por el fabricante de las
micromatrices en la forma del paquete informatico ProtoArray® Prospector v4.0 (Invitrogen, Carlsbad, CA) utilizando
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el complemento de perfil de respuesta inmune (IRP) [Hudson, Pozdnyakova, Haines, Mor y Snyder (2007) Proc Natl
Acad Sci USA 104: 17494-9]. Se usaron dos de los procedimientos bioestadisticos de este paquete informatico para
crear dos listados de autoantigenos de CBPO correspondientes tal como sigue:

Listado de autoantigenos de "calificacion de éxito": Para convertir los datos en formato binario, las proteinas (es
decir, los posibles autoantigenos) en cada micromatriz (1 suero/micromatriz) se puntuaron como un "éxito" (es decir,
positivo) o no éxito (es decir, negativo). Los éxitos de autoantigenos se calificaron en micromatrices utilizando la
puntuaciéon Z con un umbral de corte de 3 desviaciones estandar por encima de la media de la micromatriz. El
numero de éxitos en los grupos de CBP y de control para cada autoantigeno se usé para determinar el porcentaje de
prevalencia de cada autoantigeno. Finalmente, los autoantigenos colocados en esta lista debian tener un mayor
porcentaje de prevalencia en la cohorte de CBP que la cohorte de control (es decir, todas las muestras que no eran
de CBP).

Listado de autoantigenos de los estadisticos de M: Esta estrategia usa datos de micromatriz normalizados al cuantil
y realiza un test de la t de Student por pares para cada proteina entre los dos grupos de pacientes (es decir, el grupo
de CBP y el grupo de control que se corresponde con todos los pacientes no CBP). Este algoritmo también estima la
prevalencia del autoantigeno basandose en los limites establecidos por los datos normalizados al cuantil.
Finalmente, los autoantigenos colocados en este listado tenian que tener un mayor porcentaje de prevalencia en la
cohorte de CBP que en la cohorte de control (es decir, todas las muestras no de CBP) y tenian que tener p-valores
de los estadisticos de M de <0,1.

Los lotes de micromatrices n.° 1 y 2 se analizaron por separado. Para componer un unico listado final de
autoantigenos de CBP que derivan de la micromatriz, se tomaron los que se observaron que solapaban en ambos
listados bioestadisticos mencionados anteriormente para el lote de micromatrices n.° 1 (solo). A continuacion,
cualquiera de los marcadores de este listado compilado que fuese positivo en cualquiera de los pacientes de HAI
(lote de micromatrices n.° 2), tal como se determina mediante el procedimiento de "clasificacion de éxito", se elimind.
Finalmente, se priorizo el listado basandose en los p-valores de los estadisticos de M asi como en la sensibilidad y
especificidad del diagnéstico.

Resultados:

Dos de los marcadores de autoantigeno de CBP, la hexocinasa 1 humana (HK1) y la 12 humana de tipo Kelch
(KLHL12), identificados a partir de las micromatrices de proteoma y reivindicados en la presente patente, se
enumeran en la Tabla I, junto con sus p-valores de los estadisticos M asi como sus sensibilidades y especificidades
al diagndstico (calculadas a partir del lote de micromatrices n.° 1). Los datos de la micromatriz normalizados al
cuantil (intensidad de la sefal del autoanticuerpos normalizado) para las 92 muestras (es decir, las 92
micromatrices) se muestran en la Figura 16 y en la Figura 17 para HK 1 t KLHL12, respectivamente. En resumen,
(Tablal), la presencia de autoanticuerpos del suero frente a cualquier autoantlgr:]eno se correlaciona fuertemente con
la cohorte de CBP, mostrando p-valores altamente significativos (1 x 107 y 8 x 10° para HK1 y KLHL12
respectivamente) asi como sensibilidades del 85-89 % y del 33-40 % para HK1 y KLHL12 respectivamente, v,
especificidades del 84-90 % y del 97-98 % para HK1 y KLHL12 respectivamente (véase la Tabla | para detalles). Por
definicion (véase "Analisis bioestadistico de los datos de micromatriz" anteriormente en este Ejemplo), ninguno de
los 5 sueros de hepatitis autoinmune (HAI) fue positivo para HK1 o KLHL12 (véase también Figura 16 y Figura 17;
lote de micromatriz n.° 2). Los biomarcadores de los autoantigenos HK1 y KLHL12 también fueron objeto de
validacioén adicional tal como se detalla en otros ejemplos experimentales.

También se debe de tener en cuenta que los autoanticuerpos de HK1 también se observan con baja prevalencia en
lupus eritematoso sistémico (LES) y en cancer colorrectal (CCR) (Figura 16). N-03 es la unica muestra de suero
"normal" positiva para HK1 (Figura 16; barra roja). N-03 también es la Unica muestra de suero "normal" positiva para
KLHL12 (Figura 17; barra roja). Por lo tanto, de hecho, se cree que N-03 puede de hecho tener una CBP aun no
diagnosticada o no informada / no documentada (tenga en cuenta que los autoanticuerpos han demostrado que son
anteriores a los sintomas/manifestaciones clinicas de la enfermedad autoinmune, incluyendo la CBP).

Ejemplo 2: Prevalidacion de nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP) HK1 y KLHL12 usando un
ELISA

Debe observarse que el ensayo ELISA descrito en este Ejemplo del presente documento y usado en muchos
Ejemplos posteriores se denomina TZELISA y se basa en el uso de antigenos protelcos expresados sin células,
marcados con dos epitopos. En este Ejemplo, estos antigenos son HK1 y KLHL12 y el T2ELISA usado como una
herramienta para la prevalidacion clinica (y ocasionalmente la validacion en los Ejemplos posteriores) de estos
nuevos autoantigenos derivados de la micromatriz.

Expresién del autoantigeno

Se clono la totalidad de los marcos de lectura abierta (ORF, del inglés Open Reading Frame) de las HK1 y KLHL12
humanas, usando practicas convencionales y aceptadas de biologia molecular, en un vector de plasmido compatible
con la expresién de proteinas sin células, que contienen el promotor T7 de la ARN polimerasa, una secuencia Kozak
(de unioén a ribosoma), un coddn de iniciacion, un marcador del epitopo VSV-G de N-terminal (YTDIEMNRLGK(SEQ
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ID NO: 19)), y un marcador del epitopo HSV de C-terminal (QPELAPEDPED(SEQ ID NO: 20)) ademas del inserto de
ORF. Como ADN de origen para la clonacion en el vector de expresion, se encargaron clones de longitud completa y
secuencia verificada a OpenBiosystems (Huntsville, AL) [catdlogo OHS1770-9381021 (UniGene Hs.370365) para
HK1 y MHS1011-61211 (UniGene Hs.706793) para KLHL12]. Los vectores de expresion se verificaron para el
inserto correcto de ORF usando procedimientos estandar de digestion de EcoRI y/o secuenciacion de ADN.

Los autoantigenos se produjeron a partir de los clones de plasmidos mencionados anteriormente mediante expresion
de proteinas sin células. Las reacciones de expresion de proteinas sin células se realizaron usando un sistema de
lisado de reticulocitos de conejo acoplado a transcripcion / traduccion (TNT® T7 Quick para ADN de PCR; Promega,
Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones de expresion de autoantigeno
contenian el ADN plasmidico afin, mientras que las reacciones de expresiéon en blanco carecian Unicamente del
ADN plasmidico. Las reacciones de expresion se detuvieron diluyendo a 1/20 en TDB [BSA al 1 % (p/v) y Triton X-
100 al 0,1 % (v/v) en TBS-T (Tris 50 mM, a pH 7,5, NaCl 200 mM, Tween-20 al 0,05 % (v/v))].

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos

Se utilizaron placas de microtitulacion de poliestireno no tratadas, de fondo plano, opacas, blancas, de 96 pocillos,
marca Nunc Polysorp™ Microwell™ (marca Nunc de Thermo-Fisher Scientific, Rochester, NY) para un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de tipo sandwich. Las placas se recubrieron con 0,5 pg/ml de un
anticuerpo de captura monoclonal de ratéon anti-marcador HSV® (EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA) en
carbonato/bicarbonato de sodio a pH 9,3 durante 30 min con agitacién (50 pl/pocillo). Las placas se lavaron después
6 veces en TBS-T (con los pocillos rellenos al maximo) en un lavador de placas robotico ELx405 Select (BioTek,
Winooski, VT). Todos los lavados de placas se realizaron de este modo salvo que se indique lo contrario. Las placas
después se bloquearon durante 30 min a 300 pyl/pocillo en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T. La solucién se elimino de las
placas y las reacciones de expresion sin células detenidas (es decir, diluidas) mencionadas anteriormente se
afiadieron después a 100 pl/pocillo y se agitaron durante 30 minutos. Las placas se lavaron y las muestras de suero
(diluidas a 1/1.000 en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T) se afiadieron a 100 pl/pocillo y se agitaron durante 30 minutos.
Cada muestra de suero se dejo correr frente a pocillos triplicados de autoantigeno y pocillos triplicados del blanco de
expresion sin células. Ademas, se designd un conjunto de pocillos triplicados de autoantigeno y un conjunto de
pocillos triplicados del blanco de expresion sin células para la deteccién del marcador de epitopo VSV-G, y por lo
tanto recibieron BSA al 1 % (p/v) en TBS-T en lugar de suero diluido. Para evitar la contaminacion del lavador de
placas robético con suero humano, las placas se lavaron posteriormente 4 veces mediante adicién manual de TBS-T
(con los pocillos rellenos al maximo) seguido de aspiracion al vacio y después se lavaron 6 veces en el lavador de
placas robético tal como se describe anteriormente en este Ejemplo. Los pocillos designados para la deteccion del
marcador del epitopo de VSV-G recibieron entonces un anticuerpo monoclonal anti-VSV-G marcado con peroxidasa
de rabano picante (HRP) (Clon P5D4, Roche Applied Science, Indianapolis, IN) diluido a 1/20.000 en BSA/TBS-T al
1 %. Los pocillos designados para la deteccion de autoanticuerpo del suero recibieron un anticuerpo secundario
monoclonal anti-[lgG humana] de ratén marcado con HRP (minima reactividad cruzada con inmunoglobulina de
raton; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West Grove, PA) diluido a 1/20.000 en BSA/TBS-T al 1 %. Las
placas se agitaron durante 30 minutos. Las soluciones se descargaron manualmente de las placas mediante volteo
seguido por una vigorosa palmada de las placas volteadas sobre una toalla de papel seca para eliminar el fluido
residual. Las placas después se lavaron en el lavador de placas robético tal como se describe anteriormente en este
Ejemplo. Se generd una sefial de quimioluminiscencia mediante la adicion de 50 pl/pocillo de sustrato de
quimioluminiscencia SuperSignal ELISA Pico (marca Pierce de Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Las placas se
desarrollaron mediante agitacion durante 15 minutos y después se leyeron en un lector de placas de luminiscencia
LumiCount (exposicion, PMT de 650V, ganancia 1) (Packard/PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston,
MA).

Resultados:

Para esta prevalidacion de los nuevos marcadores de autoantigenos de CBP enumerados en la Tabla |, los sueros
seleccionados aleatoriamente que se detectaron como positivos o negativos para un autoantigeno dado en los
analisis de micromatriz (véase el Ejemplo 1) también se analizaron aqui mediante T%-ELISA.

El calculo de las unidades de autoanticuerpo a partir del T2-ELISA, en resumen, se logré restando los datos de fondo
y normalizando a la deteccion del marcador de epitopo VSV-G comun para cada antigeno en cada ensayo (es decir,
cada placa). De manera mas especifica, para cada par suero-autoantigeno, para cada uno de los pocillos triplicados
de los datos de T%ELISA, se calcularon las unidades de autoanticuerpo tal como sigue: [sefial de autoanticuerpo
de un pocillo (es decir, suero frente a autoantigeno)] menos [fondo promedio de los triplicados (es decir,
mismo suero frente al promedio de los tres pocillos de expresion de blanco)] para generar valores de fondo
sustraidos (BSV, del inglés Background Subtracted Values) para cada par suero-autoantigeno. Notese que un
ensayo se define como una placa de ELISA de microtitulo de 96 pocillos. Para normalizar las varianzas inter-ensayo
(dia a dia y ensayo a ensayo) para cada autoantigeno, los pocillos en cada ensayo, para cada autoantigeno en ese
ensayo, se dedicaron Unicamente a la deteccion del marcador de epitopo de VSV-G comuin. El factor de
normalizacion de VSV-G (VNF, del inglés VSV-G Normalization Factor) se calcul6 tal como sigue: [sefial de VSV-G
promedio para pocillos triplicados (es decir, pocillos de autoantigeno sondados con anticuerpo VSV-G)]
menos [fondo de VSV-G promedio para pocillos triplicados (es decir, pocillos de expresion de blanco
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sondados con anticuerpo VSV-G]. Por ensayo, el BSV para todos los pares de suero-autoantigeno se dividid
entonces entre el VNF para ese ensayo y se multiplico por 100, produciendo valores de unidad de autoanticuerpo
por cada par de suero-autoantigeno (es decir, expresado como un porcentaje del VNF). Notese que se establecié un
nivel de cero para las unidades de autoanticuerpo. El promedio y la desviacion estandar (barras de errores) se
calcularon y se representaron graficamente en las Figuras 1 y 2 para los nuevos autoantigenos de CBP HK1 y
KLHL12, respectivamente.

Los sueros se puntuaron "analiticamente”, como positivos o negativos en el T2ELISA con el fin de comprobar la
concordancia con las micromatrices. Para ello, se deben cumplir los dos siguientes criterios para que cada par
suero-autoantigeno se haya puntuado como analiticamente positivo en el T2ELISA: i)un valor de p 0,05 en un test
de la t de Student unilateral homocedastica de 1 cola en los valores no tratados del T2-ELISA de los pocillos por
triplicado de la sefial de autoanticuerpo (es decir, suero frente a autoantlgeno) en comparacion con el fondo (es
decir, mismos pocillos de expresién de suero frente a blanco); ii) proporcién sefal frente a fondo del autoanticuerpo
22. En las Figuras 1 y 2, las puntuaciones de TZELISA y las puntuaciones de las micromatrices ("matrices") se
denotan como positivas (+) o negativas (-). Para HK1 (Figura 1), de 12 sueros seleccionados aleatoriamente que
fueron positivos mediante los analisis de micromatrices, 10 fueron positivos mediante ELISA en un 83 % de
concordancia. Adicionalmente, para HK1 (Figura 1), se seleccionaron aleatorlamente 5 sueros que fueron negativos
en las micromatrices, todos los cuales también fueron negativos mediante T?-ELISA en un 100 % de concordancia.
Para KLHL12, de los 7 sueros negativos y los 4 positivos seleccionados aleatoriamente de los anaI|S|s de
micromatrices (véase el Ejemplo 1), hubo una concordancia completa del 100 % con los resultados de T*-ELISA tal
como se muestra en la Figura 2.

Ejemplo 3: Validacion de nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP) HK1 y KLHL12 usando un
ELISA sobre una nueva cohorte de pacientes de CBP positiva en AAM no seleccionada anteriormente
mediante micromatrices

Expresién del autoantigeno

Como en el Ejemplo 2.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos
Como en el Ejemplo 2.

Resultados:

Una validacion critica de los marcadores recientemente descubiertos es realizar estudios sobre una nueva cohorte
de pacientes (22 muestras de CBP), no seleccionados sistematicamente antes sobre las micromatrices de proteoma.
En este Ejemplo, esto se ha hecho con ambos autoantigenos de CBP nuevos, HK1 y KLHL12 (previamente
enumerado en la Tabla ).

Los nuevos sueros de CBP se obtuvieron del colaborador de los presentes inventores, el Dr. Donald Bloch, M.D.,
Centro de Inmunologia y Enfermedades Inflamatorias, Hospital General de Massachusetts, Profesor ayudante de
Medicina, Harvard Medical School y los sueros normales fueron de ProMedDx, LLC (Norton, MA).

El calculo de las unidades de autoanticuerpo a partir del T2-ELISA, en resumen, se logro restando los datos de fondo
y normalizando al control positivo en cada ensayo (es decir, cada placa), mediante lo cual, el control positivo se
establece a 1.000 unidades de autoanticuerpos. De manera mas especifica, para cada par suero-autoantigeno, para
cada uno de los pocillos triplicados de los datos de T2ELISA, se calcularon las unidades de autoanticuerpo tal como
sigue: [senal de autoanticuerpo de un pocillo (es decir, suero frente a autoantigeno)] menos [fondo promedio
de los triplicados (es decir, mismo suero frente al promedio de los tres pocillos de expresion de blanco)].
Esto produce valores de fondo sustraido (BSV) para cada par suero-autoantigeno. Notese que un ensayo se define
como una placa de ELISA de microtitulo de 96 pocillos. Para normalizar las varianzas inter-ensayo (dia a dia y
ensayo a ensayo) para cada autoantigeno, se dejo correr un suero de CBP de control positivo comun para HK1 y
KLHL12 en cada ensayo (seleccionado a partir de la corte de CBP de micromatrices en el Ejemplo 1). Los datos de
T2-ELISA de control positivo se procesaron de la forma mencionada anteriormente en cada ensayo y se promedio el
BSV por triplicado para producir el Factor de Normalizacion de Control Positivo (PCNF) para cada ensayo. Para
cada ensayo, el BSV triplicado para todos los pares de suero-autoantigeno se dividié entonces entre el PCNF para
ese ensayo y se multiplicd por 1.000, produciendo valores de unidad de autoanticuerpo para cada par suero-
autoantigeno. Cabe destacar que, aun se uso la deteccion del marcador del epitopo comun VSV-G (Ejemplo 2) para
verificar la expresion de autoantigeno exitosa y consistente, pero no se us6 aqui en el calculo de las unidades de
autoanticuerpos.

Con el f|n de establecer los umbrales de puntuacion del diagndstico para un autoantigeno dado, se dejé correr el
ensayo T2ELISA sobre un grupo de 22 sueros de pacientes normales y después se establecieron los limites a 2
desviaciones estandar por encima de la media para esta cohorte normal, para una confianza estadistica del 95 %. El
uso de este procedimiento a 2-3 desviaciones estandar es una practica comun (por ejemplo, [Liu, Wang, Li, Xu, Dai,
Wang y Zhang (2009) Scand J Immunol 69: 57-63]). Sin embargo, un requisito importante de este procedimiento de

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 681 839 T3

calculo del limite basado en la desviacion estandar es que los datos sigan una distribuciéon gaussiana, sin embargo,
un test de Shapiro-Wilk para la normalidad determiné que este no era el caso. Como solucién, los presentes
inventores transformaron las unidades de autoanticuerpos a log; y establecieron el nivel a 0 (es decir, los valores no
transformados de <0 se dejaron como 0 sin transformacion), produciendo una distribucién gaussiana (de los valores
>0) y permitiendo establecer limites basandose en la metodologia de la desviacion estandar mencionada
anteriormente. Los valores de unidades de autoanticuerpos de <0 se excluyeron de los calculos del limite debido a
que se usa la resta del fundo en el calculo de las unidades de autoanticuerpos, lo que significa que las muestras de
pacientes que producen valores <0 por definicion tendrian que puntuarse como autoanticuerpos negativos
independientemente (es decir, no se necesita un limite ni es relevante para valores <0).

Tal como se ve con los datos en la Figura 3 para HK1, usando un limite de 2,0, una sensibilidad de diagnéstico del
82 % (especificidad del 100%) en esta nueva cohorte de muestras concuerda bien con los analisis de micromatrices
realizados en la cohorte de muestras originales (véase la Tabla I). Tal como se ve con los datos en la Figura 4 para
KLHL12, usando un limite de 2,5, una sensibilidad de diagndstico del 36 % (especificidad del 100%) en esta nueva
cohorte de muestras concuerda bien con los andlisis de micromatrices realizados en la cohorte de muestras
originales (véase la Tabla ).

Ejemplo 4: Validacion de nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP) HK1 y KLHL12 usando un
ELISA sobre una nueva cohorte de pacientes de CBP Negativo en anticuerpos antimitocondriales no
seleccionada anteriormente mediante micromatrices

Los pacientes de los que se sospecha de CBP pero con un estado negativo de anticuerpos antimitocondriales (AAM)
constituyen aproximadamente el 5-20 % de todos los pacientes con CBP [Oertelt, Rieger y col. Hepatology 2007;
45:659-665], y los pacientes de CBP negativos en AAM son particularmente dificiles de confirmar su diagndstico
basandose en los seroensayos. El uso de los autoantigenos conocidos y validados Sp 100 y gp210 solo da como
resultado la deteccidon de una parte de los pacientes de CBP negativos en AAM (por ejemplo, el 17-33 % en un
estudio reciente [Liu, Shi, Zhang, Zhang y Gao (2008) Liver Int 28: 233-9]), mostrando una necesidad por
autoantigenos especificos que puedan detectar pacientes de CBP negativos en AAM.

Para ensayar la capacidad de los nuevos autoantigenos de los presentes inventores, HK1 y KLHL12, para detectar
pacientes de CBP negativos en AAM, los presentes inventores utilizaron 17 sueros de pacientes que eran negativos
en AAM mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) pero con CBP confirmado por procedimientos convencionales
[Heathcote (2000) Hepatology 31: 1005-13] y mediante biopsia del higado. Los nuevos sueros de CBP negativos en
AAM se obtuvieron del colaborador de los presentes inventores, el Dr. Donald Bloch, M.D., Centro de Inmunologia y
Enfermedades Inflamatorias, Hospital General de Massachusetts, Profesor ayudante de Medicina, Harvard Medical
School. Los presentes inventores compararon la capacidad de sus nuevos autoantigenos, HK1 y KLHL12, con los
ensayos comercialmente disponibles para detectar estos pacientes con CBP confirmada pero con un estado
conocido negativo en AAM.

Expresién del autoantigeno

Como en el Ejemplo 2.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos
Como en el Ejemplo 2.

ELISA de CBP comercial aprobados por la FDA

Los ELISA comerciales aprobados por la FDA para el diagndstico de CBP también se dejaron correr y fueron los
ensayos Quanta Lite™ M2 EP (MIT3), Quanta Lite™ sp100, Quanta Lite™ gp210, Quanta Lite™ CBP de seleccion
de IgG/IgA de INOVA Diagnostics (San Diego, CA); y se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Resultados:

Con fines de puntuacion, los célculos de las unidades de autoanticuerpos y los umbrales de diagndstico establecidos
en el Ejemplo 3 se emplearon una vez mas aqui para cada autoantigeno (HK1 y KLHL12).

Tal como se representa mediante los datos en la Figura 5 para HK1, 4 de 17 sueros de CBP negativos en AAM
dieron positivo para este autoantigeno (sensibilidad del 24 %). Tal como se ve mediante los datos en la Figura 6
para KLHL12, 6 de 17 sueros de CBP negativos en AAM dieron positivo en diagnéstico (sensibilidad del 35 %).

Los presentes inventores también ensayaron los 17 sueros de CBP negativos en AAM en sobre los cuatro ensayos
de CBP de INOVA Diagnostics comercialmente disponibles y aprobados por la FDA, concretamente, los ELISA
Quanta Lite™ M2 EP (MIT3), Quanta Lite™ sp100, Quanta Lite™ gp210 and Quanta Lite™ CBP de seleccién de
IgG/IgA. Los resultados de estos ensayos, asi como los resultados de los T2ELISA de los presentes inventores con
HK1 y KLHL12, se resumen en la Tabla Il. Los ensayos de INOVA fueron incapaces de detectar 3 de los 17
pacientes (el 18 %). Sin embargo, sorprendentemente, HK1 y KLHL12 fueron capaces de detectar, cada uno, uno de
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los sueros de CBP negativos en AAM anteriormente indetectables (PB-AMN-044 y PB-AMN-263, respectivamente).
El tercer paciente (PB-AMN-084) permaneci6 sin detectar por los autoantigenos anteriormente mencionados, pero
se detectd mediante Sp140 (véase el Ejemplo 6 para detalles). Estos resultados se resumen en la Figura 7 como un
Diagrama de Venn, que representa el solapamiento (o la ausencia del mismo) entre los diversos biomarcadores.
Notese que los resultados del ELISA Quanta Lite™ CBP de seleccion de IgG/IgA no se muestran en el Diagrama de
Venn (Figura 7), sin embargo, tal como se ve en la Tabla I, este ensayo no aumento la deteccion en comparacion
con los otros ensayos de INOVA. Conjuntamente, estos hallazgos indican que los dos nuevos autoantigenos de los
presentes inventores, HK1 y KLHL12, son diagndsticamente muy significativos. Se sugiere que la adicion de los
nuevos biomarcadores de los presentes inventores al panel existente de biomarcadores de CBP podria dar como
resultado una deteccidon mejorada vy, por lo tanto, un tratamiento mas temprano y unos mejores resultados de los
pacientes de CBP, en particular, de los pacientes de CBP negativos en AAM.

Ejemplo 5: Evaluacion de HK1 y KLHL12 en pacientes con tincion atipica de inmunofluorescencia indirecta
(IF1)

Los presentes inventores proponen que el numero de pacientes de CBP puede ser mayor del que previamente se
sospecha, debido a la extrema dificultad de establecer un diagnéstico concluyente de CBP en ausencia de tincién de
AAM o del apropiado patrén de tincidn de autoanticuerpos antinucleares (AAN) tal como se determina mediante la
inmunofluorescencia indirecta (IFl). Para probar esta teoria, los presentes inventores examinaron sueros de
pacientes no diagnosticados con patrones de tincion de IFI difusos en membrana citoplasmatica o nuclear. Estos
nuevos sueros de pacientes se obtuvieron del colaborador de los presentes inventores, el Dr. Donald Bloch, M.D.,
Centro de Inmunologia y Enfermedades Inflamatorias, Hospital General de Massachusetts, Profesor ayudante de
Medicina, Harvard Medical School.

Expresibén del autoantigeno

Como en el Ejemplo 2.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos

Como en el Ejemplo 2.

ELISA Quanta Lite™ M2 EP (MIT3)

El ensayo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (INOVA Diagnostics, San Diego, CA).
Resultados:

Los presentes inventores dejaron correr HK1, KLHL12 y el ensayo M2 EP (MIT3) Quanta Lite™ (INOVA Diagnostics,
San Diego, CA) en 20 pacientes, cuyos resultados se muestran en la Figura 8. Las muestras del suero prefijadas con
"Cyto" o "NM" son de pacientes con tincién IFI difusa de membrana citoplasmatica o nuclear, respectivamente. El
calculo de unidades de autoanticuerpos para el T2-ELISA tal como se dejo correr en HK1 y KLHL12 se realizé6 como
en el Ejemplo 2. La puntuacién para el ensayo T2-ELISA se hizo de acuerdo con el procedimiento "analitico" descrito
en el Ejemplo 2 (nétese que cualquier muestra de suero con una barra representada en la grafica de la Figura 8 es
positiva). Para evitar los efectos de escala, los datos representados en la grafica para cada antigeno en la Figura 8
se normalizan como un porcentaje del paciente que tiene las maximas unidades de autoanticuerpo para ese
antigeno (ese paciente se marca con una flecha azul para cada antigeno). Los presentes inventores establecen el
eje Y al limite de MIT3 de INOVA de 25 unidades (basandose en el bajo control positivo; limite determinado por las
instrucciones del fabricante), que se correspondia con el 17 %, de manera que todas las barras mostradas
representan resultados positivos.

Un paciente se detecta mediante los tres marcadores. El nuevo autoantigeno KLHL12 detecta dos pacientes de
membrana nuclear que no detectan los otros marcadores. Finalmente, MIT3 detecta una membrana nuclear y varios
pacientes citoplasmaticos que no detectan otros marcadores. Estos resultados sugieren fuertemente que la
deteccion de los antigenos HK1, KLHL12 y MIT3 puede ser Util en la revelacion de un gran nimero de pacientes no
diagnosticados previamente que padecen CBP, pero con tincion atipica de IFI.

Ejemplo 6: Sensibilidad de diagnoéstico mejorada mediante ELISA para cirrosis biliar primaria (CBP)
mediante la detecciéon de Sp140

Los anticuerpos antinucleares que reaccionan con 5-20 puntos nucleares se detectan en el 20-30 % de los pacientes
con cirrosis biliar primaria (CBP). El patron de tincion de "multiples puntos nucleares” (MND) producido por estos
anticuerpos se dirige frente a los componentes de esta dirigido contra los componentes del cuerpo nuclear de
proteina de leucemia promielocitica (CN LPM), uno de los cuales se identifico recientemente como Sp140. Se ha
documentado que Sp140 esta presente en el 13 % de los pacientes de CBP, con una gran proporcion de pacientes
de CBP negativos en AAM en comparacion con los pacientes de CBP positivos en AAM (el 53 % frente al 8 %)
[Granito, A. Yang, W. y col., 2009, Am J Gastroenterol, En prensa]. Por lo tanto, los presentes inventores ensayaron
Sp140 en su T-ELISA.
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Los sueros de pacientes de CBP se obtuvieron del colaborador de los presentes inventores, el Dr. Donald Bloch,
M.D., Centro de Inmunologia y Enfermedades Inflamatorias, Hospital General de Massachusetts, Profesor ayudante
de Medicina, Harvard Medical School. el estado de Sp140 se determind inicialmente mediante IFl en células que
expresan Sp140 frente a células negativas.

Expresién del autoantigeno

Como en el Ejemplo 2.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos

Como en el Ejemplo 2.

ELISA QUANTA Lite™ Sp100

El ensayo se realizé de acuerdo con las instrucciones del fabricante (INOVA Diagnostics, San Diego, CA).
Resultados:

Los calculos de unidades de autoanticuerpos de TZELISA y la puntuaciéon "analitica" se realizaron como en el
Ejemplo 2. La puntuacion para el ELISA de Sp100 de INOVA Diagnostics se realizé de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. Los resultados estan en la Tabla Ill. Notablemente, aunque fue |ncapaz de detectar Sp100 en los
pacientes de CBP PB-AMP-020 o PB-AMN-084 (sombreado naranja) mediante el T-ELISA de los presentes
inventores o mediante el ensayo de INOVA, la plataforma del T2ELISA fue capaz de detectar estos pacientes de
CBP usando el autoantigeno Sp140. La deteccion de PB-AMN-084 es la mas notable, dado que este paciente no se
detecté mediante ninguno de los siguientes: los procedimientos de inmunofluorescencia indirecta (IFl) de Sp140 (no
mostrados), ninguno de los ensayos de ELISA de CBP disponibles de INOVA, o cualquiera de los autoantigenos
HK1 y KLHL12 tal como se determina mediante el TZELISA (véase lo anterior en el Ejemplo 4 y la Tabla Il para
estos resultados de ELISA).

Juntos, HK1, KLHL12 y Sp140 pueden servir como un potente panel de diagndstico de autoantigenos que permite el
diagndstico rapido y preciso de pacientes de CBP que no se detectaron previamente.

Este Ejemplo también demuestra otro resultado importante, es decir, con respecto a Sp100, la plataforma de T=
ELISA de los presentes inventores esencialmente concuerda al 100 % con el ELISA de Sp100 de INOVA aprobado
por la FDA. Los unicos resultados discordantes fueron 2 casos en los que el T2-ELISA dio un resultado negativo y el
ensayo INOVA un resultado equivoco, es decir, demasiado cerca del limite designado por INOVA para ser
concluyente (segun los procedimientos de puntuacion del fabricante).

Ejemplo 7: Deteccion con ELISA colorimétrico frente a quimioluminiscente de autoanticuerpos frente a los
nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP) HK1 y KLHL12 usando suero del paciente de CBP

Los experimentos de ELISA que exploran la union entre autoantigenos y autoanticuerpos normalmente emplean una
de las dos estrategias de deteccion. Generalmente se acepta que la quimioluminiscencia es mas sensible y tiene un
rango dinamico mas amplio, mientras que generalmente se acepta que la colorimetria es mas estable y consistente.
El fin de estos experimentos fue realizar el mismo experimento exacto dos veces y después desarrollarlo en paralelo,
una vez mediante deteccion colorimétrica, y una vez mediante deteccion quimioluminiscente.

Expresién del autoantigeno y T2-ELISA

Realizado como en el Ejemplo 2, salvo que para la deteccion de ELISA colorimétrico, se utilizaron los siguientes
reactivos de la plataforma de ELISA QUANTA Lite™ de INOVA Diagnostics (San Diego, CA): Diluyente de muestra
de HRP, Concentrado de lavado de HRP, Conjugado de IgG de HRP, Cromégeno TMB, Solucion de parada de
HRP. Se siguieron las instrucciones del fabricante. La puntuacién de diagndstico para el ELISA quimioluminiscente
fueron las que ya se determinaron en el Ejemplo 4 para los mismos sueros.

Resultados:

Los resultados de ELISA de HK1 sobre sueros de pacientes de CBP se muestran en la Figura 9A y KLHL12 en la
Figura 9B, demostrando tanto la deteccion colorimétrica como la quimioluminiscente. Los resultados del ensayo
colorimétrico se representan como sefial menos fondo, siendo el fondo el mismo suero que se deja correr frente a un
blanco de expresion (sin antigeno expresado). La puntuacion de ELISA quimioluminiscente se enumera bajo el eje X
como "+" (positivo) o "-" (negativo). Notese que las puntuaciones para el ELISA quimioluminiscente fueron aquellas
ya determinadas en el Ejemplo 4 para los mismos sueros (con los sueros PB-AMN-044 y PB-AMN-263, contorno
verde en las Figuras 9A y B, que son los que puntuaron anteriormente negativos para todos los ensayos de ELISA
de CBP disponibles de INOVA Diagnostics pero positivos para HK1 y KLHL12, respectivamente). Estos resultados
demuestran claramente la concordancia entre los procedimientos de lectura de ELISA quimioluminiscente y
colorimétrico.
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Ejemplo 8: Viabilidad de los diagnosticos de analisis colorimétrico por transferencia de puntos en
autoanticuerpos cerca de los pacientes frente al nuevo autoantigeno de cirrosis biliar primaria (CBP) HK1
usando suero de paciente de CBP

El fin de este ejemplo es mostrar la viabilidad del uso de autoantigenos en un ensayo de diagndstico basado en
autoanticuerpos realizado junto al paciente (POC, de point-of-care) (es decir, un ensayo que se realiza rapidamente
y facilmente en el consultorio médico, por ejemplo, por un especialista en medicina interna, un médico general o un
reumatologo).

Un formato comun de un inmunoensayo en fase sdlida para diagndsticos realizados junto al paciente (POC) es el
procedimiento inmunocromatografico basado en flujo lateral, realizado sobre una matriz de membrana sélida porosa,
tal como nitrocelulosa. Por ejemplo, se permite que una muestra de sangre asi como un reactivo detector marcado
colorimétricamente (comunmente un marcador de oro coloidal) fluyan por accion capilar a lo largo de la longitud de
una tira de nitrocelulosa, poniendo posteriormente en contacto la zona del ensayo donde, por ejemplo, un antigeno,
un anticuerpo de captura u otro agente de captura se ha inmovilizado previamente (es decir, en bandas). Un
resultado positivo se visualiza como una banda coloreada en la zona del ensayo.

La forma mas ubicuamente reconocida de tal ensayo es la prueba de embarazo "casera", sin embargo, son posibles
diversos formatos para detectar rapidamente anticuerpos en sangre humana, por ejemplo, para la deteccion de
infeccion por patdgenos [Biagini, Sammons, Smith, MacKenzie, Striley, Snawder, Robertson y Quinn (2006) Clin
Vaccine Immunol 13: 541-6; Laderman, Whitworth, Dumaual, Jones, Hudak; Hogrefe, Carney y Groen (2008) Clin
Vaccine Immunol 15: 159-63].

Para imitar este tipo de dispositivos y demostrar la viabilidad con el nuevo autoantigeno HK1 de CBP documentado
en esta patente, se realizé un ensayo de transferencia de puntos. En este ensayo, el autoantigeno se inmoviliza
sobre una membrana de nitrocelulosa que después se sondea con el suero del paciente. La deteccion del
autoanticuerpo unido se logra con un anticuerpo detector anti-lgG humana marcado con oro coloidal. Los detalles del
procedimiento y los resultados son como sigue:

Analisis colorimétrico por transferencia de puntos del autoantigeno

La proteina hexocinasa 1 humana recombinante (HK-1, Alpha Diagnostic, International, San Antonio, TX) se diluy6 a
200 ng/pl en TBS (Tris 50 mM, a pH 7,5, NaCl 200 mM). La IgG humana se diluy6é a 250 ng/ul en PBS (fosfato de
sodio 50 mM, a pH 7,5, NaCl 100 mM).

Se cort6 la nitrocelulosa (HiFlow Plus, Millipore Corporation, Bedford, MA) para formar tiras de 0,5 cm x 3 cm. Se
colocaron individualmente gotas de 1 pl cada una de TBS, HK1 e IgG humana en la nitrocelulosa y se dejé que se
secase a conciencia mediante la incubacion durante 1 hora a 37 °C. Las tiras se trataron después con tampén de
bloqueo [BSA al 1 % (p/v) en TBS-T (TBS con Tween-20 al 0,05 % v/v)] durante 30 minutos a temperatura ambiente
(TA). El tampén de bloqueo se aspird al vacio. El suero del paciente se diluyé a 1:100 en tampdn de bloqueo y
después se incubo con tiras de nitrocelulosa durante 30 minutos a TA. Se aspird el suero y se lavaron las tiras con
1,5 ml de TBS-T: 4 x 5 minutos cada una. Las tiras se sondaron con anticuerpo secundario conjugado con oro
coloidal [anticuerpo anti-IgG (H+L) humano, marcado con oro (40 nm), KPL, Gaithersburg, MD] se diluyeron a 1:10
en tampon de bloqueo con agitacion a TA durante 3 horas.

Resultados:

Los inmunoensayos de flujo lateral ofrecen un formato simple, preciso, rapido de informe de resultados y facil de
usary, por lo tanto, son una popular plataforma de diagndstico junto al paciente (POC). Los dispositivos basados en
el flujo lateral usan los principios de la inmunocromatografia para ensayar fluidos bioldgicos tales como sangre para
diversos analitos en cuestion de minutos, en condiciones de "campo" sin instrumentacién o experiencia especial.
Para ensayar la viabilidad de un ensayo POC de flujo lateral colorimétrico de autoantigenos de CBP, los presentes
inventores realizaron un experimento modelo de transferencia de puntos.

La HK1 humana purificada recombinante se colocd en puntos sobre la nitrocelulosa, asi como un tampén de
vehiculo (control negativo) e IgG humana (control positivo). Se permitid la unién de los sueros diluidos (a 1:100) de
un paciente de CBP y un paciente normal y se lavo antes de afiadir anti-lgG humana marcada con oro coloidal. Los
resultados se muestran en la Figura 10. Tras 1 hora y 20 minutos, todos los puntos de IgG (controles positivos) se
habian vuelto rosas. El punto de HK1 se volvié rosa con una dilucién 1:100 del suero del paciente de CBP, pero fue
negativo (sin color) con el suero normal. Los puntos de control negativo (solo tampoén de vehiculo) permanecieron
incoloros.

Ejemplo 9: Un ensayo heterogéneo en fase sélida basado en marcador de epitopo doble (T>-ELISA) como
una herramienta para detectar interacciones de proteina

Los presentes inventores han desarrollado un nuevo ensayo de alto rendimiento y de fase sdlida internamente
normalizado que se basa en proteinas diana expresadas en sin células (in vitro) marcadas con epitopos dobles
capturadas sobre una superficie. El ensayo puede detectar la unién de "sondas" (por ejemplo, farmacos,
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oligonucledtidos o anticuerpos) a proteinas diana expresadas sin células e inmovilizadas en superficie a la vez que
es capaz de normalizar la cantidad de proteina diana en la misma superficie. Aunque el Ejemplo mostrado aqui se
refiere a la deteccion de la union de autoanticuerpos del suero humano a autoantigenos expresados sin células
como las proteinas diana, la metodologia es ampliamente aplicable. Ademas, aunque el formato de ensayo usado en
este Ejemplo es un formato de ELISA basado en placa de micropocillos (microtitulo), son posibles diversos formatos.

Una realizacién del nuevo ensayo de los presentes inventores, que los presentes inventores llamaran el
procedimiento TZELISA, comprende la captura de un autoantigeno (proteina diana) en el pocillo de la placa de
microtitulo con un marcador de epitopo (marcador de captura) seguido de la lectura de la sefial del autoanticuerpo
(sonda) en el mismo pocillo, a la vez que se usa el otro marcador (marcador de deteccién) para normalizar la
cantidad de proteina expresada en pocillos separados. Con el fin de comparar el ensayo T2ELISA de los presentes
inventores con el ensayo ELISA semicuantitativo, comercialmente disponible y aprobado por la FDA para la
deteccion de anticuerpos anti-lgG de sp100 en suero humano (QUANTA Lite™ sp100; INOVA Diagnostics, San
Diego, CA) los presentes inventores prepararon el siguiente experimento: En resumen, los autoantigenos se
expresan sin células, purificados en linea con el ensayo basado en placa de microtitulo (es decir, capturados sobre
la superficie del pocillo) y seleccionados sistematicamente frente a los sueros de pacientes para la unién de los
autoanticuerpos usando un formato tradicional de ELISA tipo sandwich. Los anticuerpos detectores marcados con
enzima (teniendo cada uno un sustrato quimioluminiscente diferente) se afiaden en serie, tras lo cual, se afiaden dos
sustratos quimioluminiscentes a los pocillos apropiados a la vez con el fin de leer tanto la unién del autoanticuerpo
asi como el marcador de deteccion (sefial de normalizacion).

Expresién del autoantigeno

Se clonod la totalidad del marco de lectura abierta (ORF) del presunto autoantigeno (en este caso, Sp100 de
humano), usando practicas convencionales y aceptadas de biologia molecular, en un vector de plasmido compatible
con la expresion de proteinas sin células, que contienen el promotor T7 de la ARN polimerasa, una secuencia Kozak
(de union a ribosoma), un coddn de iniciacion, un marcador del epitopo VSV-G de N-terminal (YTDIEMNRLGK(SEQ
ID NO: 19)), y un marcador del epitopo HSV de C-terminal (QPELAPEDPED(SEQ ID NO: 20)) ademas del inserto de
ORF. Como ADN de origen para la clonacion en el vector de expresion, se encargaron clones de longitud completa
con secuencia verificada de OpenBiosystems (Huntsville, AL). Los vectores de expresion se verificaron para el
inserto correcto de ORF usando procedimientos estandar de digestion de EcoRI.

Los autoantigenos se produjeron a partir de los clones de plasmidos mencionados anteriormente mediante expresion
de proteinas sin células. Las reacciones de expresion de proteinas sin células se realizaron usando un sistema de
lisado de reticulocitos de conejo acoplado a transcripcion / traduccion (TNT® T7 Quick para ADN de PCR; Promega,
Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante: Las reacciones de expresion de autoantigeno
contenian el ADN plasmidico afin, mientras que las reacciones de expresiéon en blanco carecian Unicamente del
ADN plasmidico. Las reacciones de expresion se detuvieron diluyendo a 1/20 en TDB [BSA al 1 % (p/v) y Triton X-
100 al 0,1 % (v/v) en TBS-T (Tris 50 mM, a pH 7,5, NaCl 200 mM, Tween-20 al 0,05 % (v/v))].

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de autoantigenos

Se utilizaron placas de microtitulacion de poliestireno no tratadas, de fondo plano, opacas, blancas, de 96 pocillos,
marca Nunc Polysorp™ Microwell™ (marca Nunc de Thermo-Fisher Scientific, Rochester, NY) para un ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de tipo sandwich. Las placas se recubrieron con 0,5 pg/ml de un
anticuerpo de captura monoclonal de ratéon anti-marcador HSV® (EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA) en
carbonato/bicarbonato de sodio a pH 9,3 durante 30 min con agitacion (50 pl/pocillo). Todos los lavados de placas
consistieron en una adicion manual de TBS-T (con los pocillos rellenos al maximo, es decir, 300 ul) seguido de la
aspiracion al vacio, repetido 4 veces. Todos los lavados de placas se realizaron de este modo salvo que se indique
lo contrario. Las placas después se bloquearon durante 30 min a 300 pl/pocillo en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T. La
solucion se elimind de las placas y las reacciones de expresion sin células detenidas (es decir, diluidas)
mencionadas anteriormente se afiadieron después a 100 pl/pocillo y se agitaron durante 30 minutos. Las placas se
lavaron y las muestras de suero (diluidas a 1/1.000 en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T) se afiadieron a 100 pl/pocillo y se
agitaron durante 30 minutos. Las placas se lavaron y las muestras de suero (diluidas a 1/1.000 en BSA al 1 % (p/v)
en TBS-T) se afiadieron a 100 pl/pocillo y se agitaron durante 30 minutos. Cada muestra de suero se dejo correr
frente a pocillos duplicados del blanco de expresion sin células designado para la deteccion del marcador de epitopo
VSV-G [por lo tanto, recibié BSA al 1 % (p/v) en TBS-T en lugar de suero diluido]. Los pocillos designados para la
deteccion del marcador del epitopo de VSV-G recibieron entonces un anticuerpo monoclonal anti-VSV-G marcado
con peroxidasa de rabano picante (HRP), mientras que los pocillos designados para la deteccion de autoanticuerpo
del suero recibieron un anticuerpo secundario monoclonal anti-[lgG humana) de ratébn marcado con HRP. Las placas
se lavaron posteriormente 4 veces mediante adicion manual de TBS-T (con los pocillos rellenos al maximo) seguido
de aspiracion al vacio tal como se describe anteriormente en este Ejemplo. Los pocillos designados para la
deteccion del marcador del epitopo de VSV-G recibieron entonces un anticuerpo monoclonal anti-VSV-G marcado
con peroxidasa de rabano picante (HRP) (Clon P5D4, Roche Applied Science, Indianapolis, IN) diluido a 1/20.000 en
BSA/TBS-T al 1 %. Los pocillos designados para la deteccioén de autoanticuerpo del suero recibieron un anticuerpo
secundario monoclonal anti-[IgG humana] de ratén marcado con HRP (minima reactividad cruzada con
inmunoglobulina de ratén; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West Grove, PA) diluido a 1/20.000 en
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BSA/TBS-T al 1 %. Las placas se agitaron durante 30 minutos. Las soluciones se descargaron manualmente de las
placas mediante volteo seguido por una vigorosa palmada de las placas volteadas sobre una toalla de papel seca
para eliminar el fluido residual. Las placas después se lavaron tal como se describe anteriormente en este Ejemplo.
Se genero una sefial de quimioluminiscencia mediante la adicion de 50 pl/pocillo de sustrato de quimioluminiscencia
SuperSignal ELISA Pico (marca Pierce de Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL). Las placas se desarrollaron
mediante agitacion durante 15 minutos y después se leyeron en un lector de placas de luminiscencia LumiCount
(exposicion Is, PMT de 650 V, ganancia 1) (Packard/PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston, MA).

ELISA QUANTA Lite™ sp100
El ensayo se realiz6 de acuerdo con las instrucciones del fabricante (INOVA Diagnostics, San Diego, CA).
Resultados:

Los presentes inventores compararon su T%ELISA con un ELISA comercial para ensayar la concordancia (Figura
11). Esto se hizo ensayando 35 sueros de cirrosis biliar primaria (CBP) para anticuerpos frente al autoantigeno
conocido Sp100. El ELISA comercial (INOVA Diagnostics, San Diego, CA) es un ELISA colorimétrico aprobado por
la FDA y comprendido de autoantigeno inmovilizado sobre la superficie de la placa y se realizé de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Los datos se muestran en la Figura 11 usando un subconjunto de la cohorte de CBP. El
suero estandar de control positivo INOVA usado para calcular "unidades" se dejo correr sobre ambos ensayos para
convertir las sefiales de cada ensayo a la misma escala (unidades/ul de suero neto). Ambos ensayos se puntuaron
usando la metodologia INOVA, es decir, positivo cuando las unidades son >25; que es a lo que se le asigna el suero
de control positivo estandar "Bajo Positivo". Tal como indica la Figura 11, en términos de puntuar los sueros
positivos o negativos, hay una perfecta concordancia. Sin embargo, el ensayo INOVA se satura muy rapidamente,
mientras que el T2ELISA presenta al menos un rango dinamico 5 veces mas amplio.

Ejemplo 10: Comparacion del T2ELISA con un ELISA comercial convencional para la deteccion del
autoanticuerpo p53 asociado a tumor de sueros de cancer con el fin de evaluar la concordancia

Expresiéon del autoantigeno para T?-ELISA

Se clono la totalidad de los marcos de lectura abierta (ORF) de p53, usando practicas convencionales y aceptadas
de biologia molecular, en un vector de plasmido compatible con la expresion de proteinas sin células, que contienen
el promotor T7 de la ARN polimerasa, una secuencia Kozak (de unién a ribosoma), y HSV en C-terminal
(QPELAPEDPED(SEQ ID NO: 20)) y marcadores de epitopo 6X His, ademas del inserto de ORF. Los vectores de
expresion se verificaron para el inserto correcto de ORF usando secuenciacion de ADN.

El autoantigeno p53 se produjo a partir del clon de plasmido mencionado anteriormente mediante expresion de
proteinas sin células. Las reacciones de expresion de proteinas sin células se realizaron usando un sistema de
lisado de reticulocitos de conejo acoplado a transcripcion / traduccion (TNT® T7 Quick para ADN de PCR; Promega,
Madison, WI) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las reacciones de expresion de autoantigeno
contenian el ADN plasmidico afin, mientras que las reacciones de expresiéon en blanco carecian Unicamente del
ADN plasmidico. Las reacciones de expresion se detuvieron diluyendo a 1/20 en TDB [BSA al 1 % (p/v) y Triton X-
100 al 0,1 % (v/v) en TBS-T (Tris 50 mM, a pH 7,5, NaCl 200 mM, Tween-20 al 0,05 % (v/v))].

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ( T2-ELISA) de autoantigenos

Los sueros (ProMedDx, Norton, MA) de 34 pacientes diagnosticados con cancer colorrectal (CCR) de etapas
variables (que oscilan de la etapa | a la etapa IV del AJCC/UICC) y de 7 individuos sin enfermedad se seleccionaron
sistematicamente por duplicado para autoanticuerpos contra el autoantigeno de tumor p53 usando un ELISA
comercial (EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA) comprendido de p53 expresado en células humanas y el T*
ELISA. Para el ELISA comercial, los sueros, aclarados previamente con una centrifugacion de 5 minutos a 16.000 x
g en una microcentrifuga a 4 °C, se diluyeron a 1:100 y se dejaron correr por duplicado siguiendo las instrucciones
proporcionadas por el fabricante y descritas en las referencias [Oshikawa y Sugiyama (2000) Respir Med 94: 1085-
91]. Un suero de control negativo validado (proporcionado por el fabricante) también se dejé correr por duplicado y
se utilizé para determinar el fondo del ensayo. Las lecturas de absorbancia a 450 nm para cada pocillo se
recolectaron en un espectrofotdbmetro de microplaca SpectraMax Plus384 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

Para la seleccion de sueros con el T-ELISA, se uso el siguiente protocolo. Se utilizaron placas de microtitulacion de
poliestireno no tratadas, de fondo plano, opacas, blancas, de 96 pocillos, marca Nunc Polysorp™ Microwell™ (marca
Nunc de Thermo-Fisher Scientific, Rochester, NY) para un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) de
tipo sandwich. Las placas se recubrieron con 0,5 pug/ml de un anticuerpo de captura monoclonal de raton anti-
marcador HSV® (EMD Biosciences, Inc., San Diego, CA) en carbonato/bicarbonato de sodio a pH 9,3 durante 30
min con agitacion (50 pl/pocillo). Las placas se lavaron entonces de forma manual 4 veces en 300 upl de TBS-T
usando una pipeta multicanal para afiadir el tampén de lavado y el volteo seguido por una vigorosa palmada de las
placas volteadas sobre una toalla de papel seca para eliminar el tampdn de lavado y el fluido residual. El bloqueo se
realiz6 durante 30 minutos con 300 pul/pocillo en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T. La solucién se eliminé de las placas tal
como se ha descrito y las reacciones de expresion sin células detenidas (es decir, diluidas) mencionadas
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anteriormente se afadieron después a 100 pul/pocillo y se agitaron durante 30 minutos. Las placas se lavaron como
anteriormente y las muestras de suero (aclaradas previamente con una centrifugacion de 5 minutos a 16.000 x g en
una microcentrifuga a 4 °C) se diluyeron a 1/2.000 en BSA al 1 % (p/v) en TBS-T. Se afiadié un volumen de 100 pl
de suero/pocillo y las placas se agitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. Cada muestra de suero se dejo
correr frente a los pocillos duplicados sobre cada una de las dos placas separadas, una que contiene el
autoantigeno expresado sin células y la otra que contiene el blanco de expresion sin células (reacciéon de expresion
menos molde de ADN). Tras la incubacién del suero, se eliminé el suero mediante aspiracion al vacio y las placas se
lavaron 4 veces con TBS-T. Para la deteccién del autoanticuerpo del suero, se afiadieron a cada pocillo 100 pl de un
anticuerpo secundario monoclonal de ratén anti-[lgG humana] marcado con HRP (minima reactividad cruzada con la
inmunoglobulina de ratdn; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West Grove, PA) diluidos a 1/20.000 en
BSA/TBS-T al 1 %. Las placas se agitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente seguido de lavado 4 veces
en 300 pl de TBS-T tal como se describe anteriormente. Se generd una sefial de quimioluminiscencia mediante la
adicion de 50 pl/pocillo de sustrato de quimioluminiscencia SuperSignal ELISA FEMTO (marca Pierce de Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL). Las placas se desarrollaron mediante agitacion durante 15 segundos a temperatura
ambiente y después se leyeron en un lector de placas de luminiscencia LumiCount (exposicion Is, PMT de 693V,
ganancia 1) (Packard/PerkinElmer Life and Analytical Sciences, Inc., Boston, "MA).

Resultados:

Para ensayar la concordancia del T%ELISA de los presentes inventores con el ELISA comercial en la deteccion de
autoanticuerpos frente a p53, un autoantigeno de tumor conocido, se ensayaron por duplicado en cada uno de los
dos ensayos 34 sueros de pacientes de CCR (Figura 12, 1-34) y 7 sueros de individuos "normales" sin
enfermedades [Figura 12, N1-N7 (enmarcados en el recuadro verde)]. Después de dejar correr cada ELISA, se
calcul6 en primer lugar los valores de sefial menos fondo para cada uno de los sueros. Para el ELISA comercial, el
fondo se calculé como el promedio de los valores no tratados de cada uno de los dos pocillos sondeados con un
suero negativo validado proporcionado por el fabricante. Este valor de fondo se resté después a los valores sin tratar
de cada uno de los pocillos de ensayo sondeados con sueros de CCR o "normal”, produciendo valores duplicados
de sefial menos fondo para cada uno de los sueros. Nétese que se establecié un nivel de cero para estos valores de
sefial menos fondo (es decir, cualquiera de los valores negativos se establecio a cero). Los valores duplicados de
sefial menos fondo para cada uno de los sueros se promediaron después, produciendo un Unico valor promedio de
sefial menos fondo. Para el T?-ELISA, se determiné el fondo como el promedio de los pocillos duplicados para cada
suero que se deja correr frente al blanco de expresion sin células (menos la reaccion de molde de ADN). Este valor
de fondo se resté de manera independiente a cada uno de los valores duplicados sin tratar para el mismo suero que
se dejo correr frente al autoantigeno expresado sin células (p53) produciendo dos valores de sefial menos fondo
para cada uno de los sueros. Como con el analisis de los datos del ELISA comercial, de nuevo se establecié un nivel
de cero para los valores de sefial menos fondo. Los valores duplicados de sefial menos fondo se promediaron
después, produciendo un Unico valor promedio de sefial menos fondo para cada uno de los sueros. A continuacion,
tanto para el ELISA comercial como para el T2ELISA, los sueros se puntuaron simplemente como analiticamente
positivos o negativos (la Figura 12 muestra solo aquellos sueros puntuados como analiticamente positivos) con el fin
de comprobar la concordancia entre los dos ensayos. Para ello, se deben cumplir los dos siguientes criterios para
que cada par suero-autoantigeno se haya puntuado como analiticamente positivo en el ELISA: i) un valor de p <0,05
en un test de la t de Student unilateral homocedastica de 1 cola en los valores no tratados del ELISA de los pocillos
por duplicado de la sefial de autoanticuerpo (suero frente a autoantigeno) en comparacion con los valores de los
pocillos duplicados de la sefial de fondo (mismos pocillos de expresion de suero frente a blanco); i) proporcion sefial
frente a fondo del autoanticuerpo =2. Los pares de suero-autoantigeno que no cumplen estos criterios se establecen
a 0. Finalmente, para cada ensayo, de manera independiente, los valores promedio de sefial menos fondo de esos
sueros puntuados como analiticamente positivos se normallzaron al suero con el valor mas alto en ese mismo
ensayo (CCR 12 para el ELISA comercial y CCR19 para el T-ELISA), que se establecio al 100 %. Estos valores
normalizados se representaron graficamente después con barras de error que representan las desviaciones
estandar (Figura 12). Como se puede ver en la Figura 12, todos los sueros que puntuaron positivos para
autoanticuerpos de p53 en el ELISA comerC|aI también puntuaron positivos (también con una fuerza relativa de la
sefial aproximadamente igual) en el T>-ELISA. Ademas, un suero de CCR adicional (suero 18) pero no un suero
normal adicional, se registré ligeramente posmvo mediante el T?-ELISA y negativo mediante el ELISA comercial.
Conjuntamente, los datos sugleren que el TZELISA es al menos tan sensible como el ELISA comercial y quizas
puede incluso ser ligeramente mas sensible tal como se indica mediante capacidad de identificar una muestra
adicional de CCR. Ningun ensayo detect6 una sefial de autoanticuerpo en ninguno de los sueros normales, lo que
sugiere una concordancia muy buena con respecto a la especificidad, también.

Ejemplo 11: Un ensayo heterogéneo en fase soélida basado en reporteros dobles y marcadores de epitopos
dobles como una herramienta para detectar interacciones con proteinas

El T2-ELISA marcado doblemente descrito en el Ejemplo 2 utiliza un sistema de un Unico reportero para la deteccion
de autoanticuerpos y la normalizacion de proteina diana. Mientras que el Ejemplo 2 demuestra que el uso de pocillos
separados para la lectura de sondas (autoanticuerpo en ese caso) y lectura de marcadores de epitopo, este Ejemplo
representa la capacidad del ensayo para detectar la union de "sondas" (por ejemplo, farmacos, oligonucleétidos o
anticuerpos) a las proteinas diana expresadas sin células e inmovilizadas en superficie mientras que es capaz de
normalizar para la cantidad de proteina diana sobre la_misma_superficie (es decir, el mismo pozo), usando un
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sistema de doble reportero. Aunque el Ejemplo mostrado aqui se refiere a la deteccion de la unién de
autoanticuerpos del suero humano a autoantigenos expresados sin células como las proteinas diana, la metodologia
es ampliamente aplicable. Ademas, aunque el formato de ensayo usado en este Ejemplo es un formato de ELISA
basado en placa de micropocillos (microtitulo), son posibles diversos formatos.

Con el fin de demostrar que es posible capturar un autoantigeno (proteina diana) en la placa de microtitulo bien con
un marcador de epitopo (marcador de captura) y normalizar con el otro (marcador de deteccién), mientras que se lee
la sefial de autoanticuerpo (sonda) en el mismo pocillo, los presentes inventores realizaron el ensayo TZELISA tal
como se describe en el Ejemplo 2, con las siguientes excepciones: tras la expresion sin células y la captura del
antigeno, y la adicién secuencial de los anticuerpos marcados con enzimas, también se afiadieron dos sustratos
quimioluminiscentes diferentes de manera secuencial, permitiendo asi que las sefiales de unién de autoanticuerpos
y las sefales de marcador de deteccion (normalizacién) se lean secuencialmente dentro del mismo pocillo.

Ademas de demostrar que la deteccién doble en el mismo pocillo es posible, los presentes inventores compararon
directamente la deteccion de pocillo doble con la deteccion de un unico pocillo en una variedad de autoantigenos
con diversos sueros de pacientes, con el fin de demostrar las posible ventajas de la normalizacién por pocillo,
concretamente, normalizando para la posible expresion de proteina o variaciones de captura.

Expresién del autoantigeno

Realizada como en el Ejemplo 2, con la excepcion de Rap55, que se expresd a partir de un producto de PCR
purificado en columna. Rap55 se amplific6 por PCR a partir de ADNc usando las practicas convencionales y
aceptadas de biologia molecular. Se disefiaron cebadores para producir un producto de PCR compatible con la
expresion de proteinas sin células, que contienen el promotor T7 de la ARN polimerasa, una secuencia Kozak (de
union a ribosoma), un codoén de iniciacion, un marcador del epitopo VSV-G de N-terminal (YTDIEMNRLGK(SEQ ID
NO: 19)), y un marcador del epitopo HSV de C-terminal (QPELAPEDPED(SEQ ID NO: 20)) ademas del inserto de
Rap55.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas ( T2-ELISA) de autoantigenos

Realizada como en el Ejemplo 2, con las siguientes excepciones. Para el ensayo de doble reportero (diferente al
ensayo de reportero Unico tal como se describe en el Ejemplo 2) no se separaron pocillos adicionales para la
deteccion del marcador del epitopo VSV-G, dado que el marcador y la sonda (autoanticuerpo) se detectaron de
forma secuencial en el mismo pocillo. Los anticuerpos marcados con enzimas se afiadieron secuencialmente a todos
los pocillos, seguido cada vez de lavado, tal como se describe a continuacion: En primer lugar, se afiadié anticuerpo
secundario monoclonal de ratén anti-[IgG humana] marcado con fosfatasa alcalina (AP) (minima reactividad cruzada
con la inmunoglobulina de ratén; Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc, West Grove, PA) diluidos a 1/20.000
en BSA/TBS-T al 1 %. Después se agitaron las placas durante 30 minutos. Las soluciones se descargaron
manualmente de las placas mediante volteo seguido por una vigorosa palmada de las placas volteadas sobre una
toalla de papel seca para eliminar el fluido residual. Las placas después se lavaron manualmente tal como se
describe anteriormente en el Ejemplo 8. Este procedimiento se repitid para un anticuerpo monoclonal anti-VSV-G
marcado con peroxidasa de rabano p picante (HRP) (Clon P5D4, Roche Applied Science, Indianapolis, IN) diluido a
1/20.000 en BSA/TBS-T al 1 %. Se generd una sefal de quimioluminiscencia mediante la adicién de 50 pl/pocillo de
sustrato de ELISA de quimioluminiscencia BM (deteccion de fosfatasa alcalina; Roche Diagnostics, GmbH,
Mannheim, Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. Tras permitir que se desarrolle la sefal, se leyeron
las placas tal como se describe en el Ejemplo 8, seguido de una segunda lectura cuando se establecié la PMT en
relacion con la sefial mas alta sobre la placa. Tras leer la placa, la placa se lavé de forma manual seguido por la
adicién de 50 pl/pocillo de sustrato de quimioluminiscencia SuperSignal ELISA Pico (marca Pierce de Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL). Las placas se desarrollaron mediante agitacion durante 15 minutos y después se leyeron tal
como se describe en el Ejemplo 1, seguido de una segunda lectura cuando se establecio la PMT en relacion con la
sefial mas alta sobre la placa.

A diferencia de los datos en la Tabla IV, los ELISAS de doble reportero y de reportero Unico realizados para la
Figura 13 se lavaron con la ayuda de un lavador de placas robotico. Especificamente, las placas se lavaron 6 veces
en TBS-T (con los pocillos rellenos al maximo) en un lavador de placas robodtico ELx405 Select (BioTek, Winooski,
VT). Tras la adicién del suero, con el fin de evitar la contaminacion del lavador de placas robético con suero humano,
las placas se lavaron posteriormente 4 veces mediante adicion manual de TBS-T (con los pocillos rellenos al
maximo) seguido de aspiracion al vacio y después se lavaron 6 veces en el lavador de placas robético tal como se
describe anteriormente en este Ejemplo.

Resultados:

En primer lugar, con el fin d establecer que el procedimiento de deteccion doble del T2-ELISA es tan eficaz como la
deteccion simple, los presentes inventores compararon esto usando Rap55, un autoantigeno de CBP conocido, y
una muestra de suero de paciente de CBP. Tal como se ve en la Tabla IV-A, la sefial de (AP) del autoanticuerpo
[calculada como el ruido de la sefal de AP (es decir, el mismo suero frente a pocillos de expresion del blanco)] del
ensayo de doble reportero se calcul6 como un porcentaje de la correspondiente sefial de autoanticuerpo del ensayo
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de (AO) de reportero unico. Ambos procedimientos resultados casi idénticos (la sefial AP del doble reportero fue del
97% del correspondiente reportero unico, la sefial HRP del doble reportero fue del 96 % del correspondiente
reportero Unico), lo que demuestra claramente que la deteccion del marcador del epitopo VSV-G (HRP) no inhibe la
posterior deteccion de la sefial de autoanticuerpo (AP) en el mismo pocillo. Asimismo, la deteccion de autoanticuerpo
(AP) no interfiere de manera significativa con la deteccién del marcador del epitopo VSV-G (HRP) en el mismo
pocillo. Los presentes inventores también calcularon las proporciones de sefial frente a ruido para la sefal de
autoanticuerpo (AP): [calculado como sefial AP/ruido (es decir, los mismos pocillos de suero frente a blanco)] del
ensayo de doble reportero en comparacion con el ensayo de reportero unico (Tabla IV-B) y demostré que la
deteccion doble en el mismo pocillo no reduce las proporciones de sefial frente a ruido en la mas ligera.

En segundo lugar, los ensayos de T2ELISA de doble reportero y de reportero Unico se compararon con varios pares
de suero-antigeno. La Figura 13 muestra los datos del ejemplo del TZELISA para sueros de pacientes normales, o
de lupus eritematoso sistémico (LES) y CBP frente a una variedad de autoantigenos conocidos (CENPB, Ro-60,
Smith B y Sp140). Como referencia, ya se sabia que las muestras eran positivas para los diversos autoantigenos tal
como se documenta mediante la anotacion clinica de las muestras. Los valores de ELISA de unidades de
autoanticuerpo se determinaron para cada par suero-autoantigeno, para los que se calculd el promedio y la
desviacién estandar (barras de error) y se representé en la Figura 13 de manera individual para los autoantigenos
mencionados anteriormente. Notese que se establecié un nivel de cero para las unidades de autoanticuerpo. Los
sueros normales ensayados con CENPB son, de hecho, negativos como se esperaba. Las proporciones de sefial
frente a ruido de los resultados positivos varié del 3:1 (Smith B frente a SLE-H) a 300:1 (SP140 frente a PBC-I-21).
Este experimento también compara el ensayo de doble reportero con un ensayo de reportero unico en el que se
usaron pocillos separados Unicamente para la deteccién del marcador del epitopo de normalizacién VSV-G. La
posible ventaja de la deteccion de reportero doble es que cada sefial de autoanticuerpo se normaliza por pocillo para
la posible expresion de proteina (por ejemplo, dia a dia) o variaciones de captura (intraensayo o interensayo). Los
datos no muestran detrimento significativo del uso de ensayo de doble reportero. Ademas, tal como se esperaba, las
desviaciones estandar del ensayo de doble reportero, que es una normalizacién por pocillo, son significativamente
menores que en el ensayo de reportero Unico, que se normaliza solo por ensayo (por placa).

Ejemplo 12: Deteccion de autoanticuerpos frente a los nuevos autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP)
HK1 y KLHL12 expresados de manera recombinante en un sistema basado en germen de trigo y ensayados
usado un recubrimiento directo de autoantigeno en la superficie de la placa de ELISA

Autoantigenos y ensayo ELISA

En este Ejemplo, una caracteristica clave es que el ensayo ELISA se realiz6 en placas de microtitulo de poliestireno
recubiertas directamente con autoantigenos prepurificados expresados de manera recomblnante (en lugar de
captura/purificaciéon in situ mediada por anticuerpos en la superficie de la placa ELISA como en T2 ELISA) Otra
caracteristica notable es que HK1 y KLHL12 se expresaron en un sistema diferente en comparacion con los
ejemplos anteriores. Las proteinas recombinantes humanas HK1 y KLHL12 de longitud completa expresadas sin
células en un sistema basado en germen de trigo y purificadas por su marcador de fusién de GST en N-terminal se
encargaron de Abnova (Taiwan). Las placas se recubrieron toda la noche con 100 pl por pocillo de 0,5 yg/ml de
proteina recombinante diluida en PBS. Tal como se detalla en el Ejemplo 2, las placas se lavaron después 6 veces
en TBS-T (con los pocillos rellenos al maximo) y después se bloquearon durante 30 minutos a 300 pl/pocillo en BSA
(p/v) al 1 % en TBS-T. La solucion del bloque se eliminé de las placas y las muestras de suero (diluidas a 1/100)
(diluyentes del sistema ELISA QUANTA Lite™, de INOVA Diagnostics; San Diego, CA) se afiadieron a 50 pl/pocillo y
se agitaron durante 30 minutos a temperatura ambiente. El lavado de las placas y la adicion del anticuerpo
secundario se describen en el Ejemplo 2. El ELISA se desarrollé usando el sustrato colorimétrico y la solucion de
parada del sistema ELISA QUANTA Lite™ de INOVA Diagnostics (San Diego, CA), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante.

Resultados:

La Figura 14 muestra que el ensayo colorimétrico funciona bien para HK1 frente a varios sueros de CBP y normales
y Ios resultados concuerdan al 100 % con los resultados esperados (basandose en los resultados de la micromatriz y
de TZELISA; véase los Ejemplos 1y 2). Notese que estas puntuaciones esperadas se indican mediante "+" y "-"

el grafico. Notese que la linea roja es el limite para este ensayo (establecido a 2 desviaciones estandar por encima
de la media para las 4 muestras negativas esperadas). Notese también que esto es un recubrimiento directo de
placa con un antigeno recombinante y aqui no hay resta del fondo (no es necesario sin anticuerpo de captura
presente). Finalmente, nétese que, de hecho, se supone que N-03 seria positivo (y CBP-04 y CBP-05 negativo)
basandose en los resultados previos de los Ejemplos 1y 2.

De forma similar, la Figura 15 para KLHL12 muestra los resultados del ensayo colorlmetrlco que concuerdan al 100
% con los resultados esperados (basandose en los resultados de la mlcromatrlz y T2ELISA; véase los Ejemplos 1y
2). Nétese que estas puntuaciones esperadas se indican mediante "+" y "-" en el grafico. El limite se indica como la
linea roja y se establecid a 2 desviaciones estandar por encima de la media para las 4 muestras negativas
esperadas. Se espera que N-03 sea positivo y CBP-02 y CBP-07 negativo basandose en los resultados previos de
los Ejemplos 1y 2.
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Ejemplo 13: Deteccion de autoanticuerpos en cirrosis biliar primaria (CBP) usando homélogos de HK1 y
KLHL12

La informacion de los siguientes parrafos se obtuvo de la base de datos UniProt disponible publicamente
[TheUniProt-Consortium (2009) Nucleic Acids Res 37: D169-74] asi como las diversas bases de datos del NCBI
[National (United States) Center for Biotechnology Information] publicamente disponibles.

La Hexocinasa 1 (HK1) es una proteina que se localiza en la membrana externa de las mitocondrias. El corte y
empalme alternativo del gen que codifica la HK1 da como resultado cinco variantes del transcrito que codifican
diferentes isoformas. Cada isoforma tiene un extremo N-terminal diferente pero el resto de la proteina es idéntico
entre todas las isoformas [NCBI RefSeq]. Por lo tanto, es razonable asumir que cualquiera de las isoformas
mencionadas anteriormente seria suficiente para la deteccién de autoanticuerpos para hexocinasa 1 en cirrosis biliar
primaria (CBP).

Ademas, la hexocinasa 1 es un miembro de una familia de proteinas, que incluye hexocinasa 2, hexocinasa 3,
glucocinasa (hexocinasa 4) y el dominio de hexocinasa que contiene 1. Las proteinas mencionadas anteriormente
demuestran una homologia de secuencia significativa, (por ejemplo, usando la herramienta BLAST del NCBI, la HK1
y la HK2 humanas tienen el 73 % de identidades y el 86 % de positivos; registro del NCBI BC008730.2 secuencia
codificante y NP_000180.2, respectivamente) asi como comparten dominios conservados comunes, incluyendo los
dominios_1 y _2 de hexocinasa (pfam00349 y pfam03727, respectivamente), asi como los multidominios
conservados COG5026 de hexocinasa [transporte y metabolismo de carbohidratos].

La proteina 12 tipo Kelch (KLHL12) es una proteina implicada en la conjugacion de ubiquitina ligasa y en la via de
sefializacion celular wnt. Contiene 6 dominios de repeticion de kelch y un dominio BTB (POZ). Existen varias
proteinas de tipo Kelch y otras que contienen los dominios mencionados anteriormente (por ejemplo, véase la Tabla
VI).

Debido a la similitud de secuencias de las proteinas y al fendmeno de extension intra e intermolecular del epitopo
[Vanderlugtand Miller (2002) Nat Rev Immunol2: 85-95], los presentes inventores esperaban por completo que los
homadlogos de HK1 y KLHL12 mencionados anteriormente (véase también los Ejemplos en la Tabla VI) presentasen
un rendimiento similar con respecto a la deteccién de autoanticuerpos especificos de la enfermedad en la cirrosis
biliar primaria (CBP). Ademas, el uso de homoélogos puede aumentar la sensibilidad y/o la especificidad del
diagndstico. En este Ejemplo, esto se evaluara.

Expresién del autoantigeno

Se realizara como en el Ejemplo 3, salvo en que los homologos de HK1 y KLHL12 se expresaran y se usaran como
autoantigenos para la deteccion de autoanticuerpos, tales como los mencionados anteriormente en este Ejemplo y
los ejemplos de homodlogos enumerados en la Tabla VI.

Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas de doble marcador ( T2-ELISA) de autoantigenos
Se realizara como en el Ejemplo 3.
Resultados:

Como en el Ejemplo 3, con el fin de establecer los umbrales de puntuacion del diagndstico para una especie de
autoantigeno dada, se dejara correr el ensayo TZELISA sobre un grupo de 22 sueros de pacientes normales y
después se estableceran los limites a 2 desviaciones estandar por encima de la media para esta cohorte normal,
para una confianza estadistica del 95 %. El uso de este procedimiento a 2-3 desviaciones estandar es una practica
comun (por ejemplo, [Liu, Wang, Li, Xu, Dai, Wang y Zhang (2009) Scand J Immunol 69: 57-63]). Entonces se dejara
correr el T>-ELISA sobre 22 sueros de pacientes de CBP (por ejemplo, 22 negativos en AAM y/o 22 positivos en
AAM). Los limites especificos del autoantigeno entonces se usaran para puntuar tanto los pacientes normales como
los de CBP como autoanticuerpos negativos o positivos. Los célculos de unidades de autoanticuerpos y los datos de
procesamiento se realizaran como en el Ejemplo 3. Los célculos de la sensibilidad de diagndstico y la especificidad
para cada especie de autoantigeno se realizara entonces como en el Ejemplo 3.

Debido a la similitud de secuencias de las proteinas y al fendmeno de extension intra e intermolecular del epitopo
[Vanderlugt y Miller (2002) Nat Rev Immunol 2: 85-95], la expectativa es que al menos algunos de los homodlogos de
HK1 y KLHL12 mostraran un rendimiento de diagnostico similar al del Ejemplo 3 para positivos en AAM y el Ejemplo
4 para CBP negativa en AAM en el que se usaron los propios HK1 y KLHL12 humanos. También se espera que
algunos puedan rendir mejor, bien en sensibilidad de diagndstico o en especificidad o ambos.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Prevalidacion basada en ELISA del autoantigeno de CBP hexocinasa 1 (HK1) en muestras de
suero positivas y negativas seleccionadas aleatoriamente a partir de los analisis de micromatrices. Los
datos representados graficamente son del ELISA. El "+" y el "-" denotan si un suero dado era positivo o negativo
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para autoanticuerpos de HK1 basandose bien en los analisis del ensayo "ELISA" o de micromatriz ("matriz"). Las
muestras de suero prefijadas con "N" son de individuos sanos, "CBP" de pacientes de cirrosis biliar primaria y
"LES" de pacientes de lupus eritematoso sistémico. El calculo de unidades de autoanticuerpo a partir del ensayo
ELISA se detallan en el Ejemplo 2.

Figura 2: Prevalidacion basada en ELISA del autoantigeno de CBP proteina 12 tipo Kelch (KLHL12) en
muestras de suero positivas y negativas seleccionadas aleatoriamente a partir de los analisis de
micromatrices. Los datos representados graficamente son del ELISA. El "+" y el "-" denotan si un suero dado
era positivo o negativo para autoanticuerpos de KLHL12 basandose bien en los analisis del ensayo "ELISA" o de
micromatriz ("matriz"). Las muestras de suero prefijadas con "N" son de individuos sanos y "CBP" de pacientes
de cirrosis biliar primaria. El calculo de unidades de autoanticuerpo a partir del ensayo ELISA se detallan en el
Ejemplo 2.

Figura 3: Validacion basada en ELISA del autoantigeno de CBP hexocinasa 1 (HK1) en una nueva cohorte
de pacientes de CBP no ensayada antes sobre micromatrices de proteoma. Los datos representados
graficamente son las unidades de autoanticuerpo transformadas en Log; a partir del analisis de ELISA. El calculo
de unidades de autoanticuerpo a partir del ensayo ELISA se detallan en el Ejemplo 2. Las muestras de pacientes
se puntuaron como HK1 negativo o positivo basandose en los valores limite (linea roja punteada) que se
calcularon tal como se detalla en el Ejemplo 3. La zona del recuadro rojo indica la cohorte de CBP y la regiéon no
recuadrada la cohorte normal.

Figura 4: Validacion basada en ELISA del autoantigeno de CBP proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12) en una
nueva cohorte de pacientes de CBP no ensayada antes sobre micromatrices de proteoma. Los datos
representados graficamente son las unidades de autoanticuerpo transformadas en Log, a partir del analisis de
ELISA. El calculo de unidades de autoanticuerpo a partir del ensayo ELISA se detallan en el Ejemplo 2. Las
muestras de pacientes se puntuaron como KLHL12 negativo o positivo basandose en los valores limite (linea roja
punteada) que se calcularon tal como se detalla en el Ejemplo 3. La zona del recuadro rojo indica la cohorte de
CBP y la region no recuadrada la cohorte normal.

Figura 5: Deteccion del autoantigeno de CBP hexocinasa 1 (HK1) sobre una nueva cohorte de CBP
negativa en anticuerpo antimitocondrial (AAM). Los datos representados graficamente son las unidades de
autoanticuerpo transformadas en Log a partir del ensayo de ELISA, tal como se calcula en el Ejemplo 2. La linea
de puntos rojos indica el umbral de puntuacion de diagndéstico, tal como se determina previamente en el Ejemplo
3. HK1 detectdé 4 de 17 pacientes de CBP negativos en AAM (sensibilidad del 24 %). Cabe destacar que, un
paciente de CBP negativo en AAM (barra verde) se detectd mediante HK1 pero no se detecté mediante ninguno
de los ensayos de ELISA para CBP de INOVA Diagnostics aprobados por la FDA.

Figura 6: Deteccion del autoantigeno de CBP proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12) sobre una nueva
cohorte de CBP negativa en anticuerpo antimitocondrial (AAM). Los datos representados graficamente son
las unidades de autoanticuerpo transformadas en Log; a partir del ensayo de ELISA, tal como se calcula en el
Ejemplo 2. La linea de puntos rojos indica el umbral de puntuacién de diagnédstico, tal como se determina
previamente en el Ejemplo 3. KLHL12 detecté 6 de 17 pacientes de CBP negativos en AAM (sensibilidad del
35%). Cabe destacar que, un paciente de CBP negativo en AAM (barra verde) se detecté mediante KLHL12 pero
no se detectd mediante ninguno de los ensayos de ELISA para CBP de INOVA Diagnostics aprobados por la
FDA.

Figura 7: Diagrama de Venn - nuevos autoantigenos especificos de CBP, HK1 y KLHL12, capturan
pacientes de CBP negativos a AAM previamente indetectables. Cada nimero representa un paciente.

Figura 8: La deteccion de hexocinasa 1 (HK1) y proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12), ademas del ensayo
de MIT3 de INOVA Diagnostic, puede revelar un gran nimero de pacientes de CBP no diagnosticados
anteriormente con tincién atipica de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Las muestras del suero prefijadas
con "Cyto" o "NM" son de pacientes con tincion IFl difusa de membrana citoplasmatica o nuclear,
respectivamente. Para evitar los efectos de escala, los datos representados en la grafica para cada antigeno en
la se normalizan como un porcentaje del paciente que tiene las maximas unidades de autoanticuerpo para ese
antigeno (ese paciente se marca con una flecha azul para cada antigeno). Los presentes inventores establecen
el eje Y al limite de MIT3 de INOVA de 25 unidades, que se correspondia con el 17 %. Todas las barras
mostradas en el grafico representan resultados positivos y la ausencia de una barra, un resultado negativo. El
"alto positivo" es un suero seleccionado de control positivo para cada uno de los autoantigenos.

Figura 9A: Deteccion de HK1 mediante ELISA colorimétrico en pacientes de CBP seleccionados -
Concordancia con lectura de ELISA de quimioluminiscencia. Los resultados del ELISA colorimétrico se
representan como la sefial menos el fondo, siendo el fondo el mismo suero que se deja correr frente a un blanco
de expresion (sin antigeno expresado). La puntuacion de ELISA quimioluminiscente se indica por debajo del eje
X mediante un "+" (positivo) o "-" (negativo). Las puntuaciones para el ELISA quimioluminiscente fueron las que
ya se determinaron en el Ejemplo 4 para los mismos sueros. La barra con el contorno verde se corresponde con
la misma muestra del Ejemplo 4 (PB-AMN-044) para obtener una puntuacion negativa en todos los ensayos de
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ELISA de CBP disponibles de INOVA Diagnostics pero positivo para HK1.

Figura 9B: Deteccion de KLHL12 mediante ELISA colorimétrico en pacientes de CBP seleccionados -
Concordancia con lectura de ELISA de quimioluminiscencia. Los resultados del ELISA colorimétrico se
representan como la sefial menos el fondo, siendo el fondo el mismo suero que se deja correr frente a un blanco
de expresion (sin antigeno expresado). La puntuacion de ELISA quimioluminiscente se indica por debajo del eje
X mediante un "+" (positivo) o "-" (negativo). Las puntuaciones para el ELISA quimioluminiscente fueron las que
ya se determinaron en el Ejemplo 4 para los mismos sueros. La barra con el contorno verde se corresponde con
la misma muestra del Ejemplo 4 (PB-AMN-263) para obtener una puntuacion negativa en todos los ensayos de
ELISA de CBP disponibles de INOVA Diagnostics pero positivo para KLHL12.

Figura 10: Analisis colorimétrico por transferencia de puntos del autoantigeno de CBP HK1 sondeado
con sueros de pacientes de CBP y normales. El autoantigeno de CBP recientemente descubierto HK1 se
colocé en puntos sobre nitrocelulosa, asi como el tampoén (control negativo) y la IgG humana (control positivo).
Se permitid la unién de los sueros diluidos de un paciente de CBP y un paciente normal y se lavé antes de afhadir
anti-lgG humana marcada con oro coloidal. "higG" es un control positivo de IgG humana; "AAg" es el nuevo
autoantigeno de CBP HK1; "Ctrl" es el control negativo (tampdn de vehiculo).

Figura 11: Comparacion del T>-ELISA con un ELISA comercial (INOVA Diagnostics) usando el
autoantigeno Sp100 y los sueros de CBP. Las muestras de suero prefijadas con "CBP" son de pacientes de
cirrosis biliar primaria. La region del recuadro rojo representa los resultados del ELISA de INOVA; La region del
recuadro amarillo representa los resultados del T2ELISA. *Las unidades por encima del control "bajo positivo"
(linea roja) se puntian como diagnésticamente positivas.

Figura 12: T2-ELISA frente al ELISA convencional para la deteccion de autoanticuerpo de p53 en sueros
de cancer. Los sueros normales se prefijan con una "N" (recuadro en verde) y todos los otros son sueros de
CCR. Los datos se normalizan como un porcentaje de los sueros maximos para ese ensayo.

Figura 13: Ensayos de TZELISA de doble reportero y de reportero unico frente a diversos pares de suero-
antigeno. Los datos representados graficamente son las unidades de autoanticuerpo a partir del analisis de
ELISA. El calculo de unidades de autoanticuerpo a partir del ensayo ELISA se detallan en el Ejemplo 12. El texto
azul denota el antigeno. Las muestras de suero prefijadas con "N" son normales (de individuos sanos), "LES" de
lupus eritematoso sistémico y "CBP" cirrosis biliar primaria.

Figura 14: Deteccion de autoanticuerpo en ELISA con el autoantigeno hexocinasa 1 humana (HK1)
recubierto directamente con superficie de placa de microtitulacién de poliestireno. El autoantigeno de la
proteina recombinante expresada previamente purificada se unié directamente a la superficie de la placa ELISA
de microtitulacion de poliestireno y se us6 para analizar el suero del paciente en busca de autoanticuerpos. El
resultado esperado, basandose en los datos previos de micromatriz y T>-ELISA (Ejemplos 1y 2) se enumera por
debajo del eje X como "+" (autoanticuerpo positivo) o "-" (autoanticuerpo negativo). El resultado real del ensayo
en este Ejemplo se muestra basandose en el limite de puntuacion en el grafico de barras (linea punteada roja),
que se calculé como 2 desviaciones estandar por encima de la media para las 4 muestras negativas esperadas.

Figura 15: Deteccion de autoanticuerpo en ELISA con el autoantigeno proteina 12 de tipo Kelch humana
(KLHL12) recubierto directamente con superficie de placa de microtitulacion de poliestireno. El
autoantigeno de la proteina recombinante expresada previamente purificada se unié directamente a la superficie
de la placa ELISA de microtitulacion de poliestireno y se usé para analizar el suero del E)aciente en busca de
autoanticuerpos. El resultado esperado, basandose en los datos previos de micromatriz y T*-ELISA (Ejemplos 1y
2) se enumera por debajo del eje X como "+" (autoanticuerpo positivo) o "-" (autoanticuerpo negativo). El
resultado real del ensayo en este Ejemplo se muestra basandose en el limite de puntuacion en el grafico de
barras (linea punteada roja), que se calculé como 2 desviaciones estandar por encima de la media para las 4
muestras negativas esperadas.

Figura 16: Datos de autoanticuerpos de micromatriz de proteoma (protomatriz) normalizados al cuantil
para la hexocinasa 1 humana (HK1) para 92 muestras de suero distintas. La intensidad de la sefial de
fluorescencia de autoanticuerpos, "sefial de matriz" (cuantil normalizado en todo el conjunto de micromatrices de
92 miembros por lotes), para cada una de las muestras de suero del paciente se muestra para el nuevo
autoantigeno humano HK1. CBP = Cirrosis biliar primaria; Normal o Norm = Individuos sanos; LES = Lupus
eritematoso sistémico; SSj = sindrome de Sjogren; CCR = Cancer colorrectal; HAl = hepatitis autoinmune.

Figura 17: Datos de autoanticuerpos de micromatriz de proteoma (protomatriz) normalizados al cuantil
para la proteina 12 de tipo Kelch humana (KLHL12) para 92 muestras de suero distintas. La intensidad de
la sefal de fluorescencia de autoanticuerpos, "sefial de matriz" (cuantil normalizado en todo el conjunto de
micromatrices de 92 miembros por lotes), para cada una de las muestras de suero del paciente se muestra para
el nuevo autoantigeno humano KLHL12. CBP = Cirrosis biliar primaria; Normal o Norm = Individuos sanos; LES =
Lupus eritematoso sistémico; SSj = sindrome de Sjogren; CCR = Cancer colorrectal; HAl = hepatitis autoinmune.
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Tabla I: Autoantigenos de cirrosis biliar primaria (CBP)

Acceso NCBI
GenBank (ID de
acido nucleico

que codifica

proteina)

Gen

Encabezamiento de fasta/Descripcion

P-valor de
estadisticos de
M

Sensibilidad de
diagnostico (S) &
especificidad (P) en
CBP frente a todos
los no CBP

BC008730.2

HK1

>gi|33869444|gb|BC008730. 2| Homo
sapiens hexokinase 1, transcript variant
1, MRNA (cDNA clone MGC:1724
IMAGE: 3163058), complete cds

0,00000000012

Mediante el
procedimiento de
clasificacion de
éxito:

(S) 89 %

(P) 84 %
Mediante el
procedimiento de los
estadisticos de M:
(S) 85 %

(P) 90 %

NM_021633.2

KLHL12

>gi|21361889|ref[NM_02163 3.2| Homo
sapiens kelch-like 12 (Drosophila)
(KLHL12), mRNA

0,000076

Mediante el
procedimiento de
clasificacion de
éxito:

(S) 33%

(P) 98%

Mediante el
procedimiento de los
estadisticos de M:
(S) 40%

(P)97%

Tabla II: Resultados compilados de ELISA para autoantigenos especificos de CBP en sueros de CBP
negativos a anticuerpos antimitocondriales (AAM)
Sueros positivos en CBP y negativos en AAM
INOVA AmberGen
ID de los CBP de
MIT3 Gp210 Sp100 seleccion de HK1 KLHL12
sueros
IgG/igA
PB-AMN-
005 + + +
PB-AMN-
031 + + +
PB-AMN-
033 * E *
*PB-AMN- +
044
PB-AMN-
077 * E *
% PB-AMN- i i i i i i
084
PB-AMN-
095 * : * E ;
PB-AMN- + ) )
105
PB-AMN-
109 * * - *
PB-AMN-
110 + + + - +
PB-AMN-
120 + + . + + +
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(continuacion)

Tabla II: Resultados compilados de ELISA para autoantigenos especificos de CBP en sueros de CBP
negativos a anticuerpos antimitocondriales (AAM)

Sueros positivos en CBP y negativos en AAM

INOVA AmberGen
PB-AMN-
217 * * - -
PB-AMN-
223 * * - -
PB-AMN-
224 * * - *
PB-AMN-
225 * * - -
PB-AMN-
262 + + + -
*PB-AMN- ) +
263
* Negativo mediante los 4 ensayos de INOVA pero detectado mediante AmberGen
a Negativo mediante los ensayos de INOVA y AmberGen
E Presencia o ausencia equivoca de autoanticuerpos incapaces de ser determinados

Tabla lll: Puntuaciones de ELISA para sueros de pacientes de CBP. E = equivoca, es decir, no concluyente
(demasiado cerca del limite; solo usado en ensayo de INOVA). Los asteriscos indican muestras negativas para
Sp100 pero positivas para Sp140.

Sp100 Sp140

ID del suero Puntuacion de INOVA | Puntuacion de T*ELISA | Puntuacion de T*-ELISA

PB-AMP-002 + + +

PB-AMN-005 + + -

PB-AMP-006 - - -

PB-AMP-011

PB-AMP-018

+
+
1

*PB-AMP-020

PB-AMP-021

PB-AMP-024

PB-AMP-029

+ |+ |+ |+

PB-AMN-031

PB-AMN-033

PB-AMP-035

PB-AMP-036

+l+ |+ (M| +|+]|+]|+
1
1

+ |+ |+
1

PB-AMP-039

PB-AMP-046

PB-AMP-047

PB-AMP-048

PB-AMP-059

PB-AMP-063

++ [+ |+ +
1

PB-AMP-066

PB-AMP-068

PB-AMN-077

+
+

++|(m+|+|+]|+]+

PB-AMP-080

*PB-AMN-084 - - +

PB-AMP-102 + + _
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(continuacion)

Tabla lll: Puntuaciones de ELISA para sueros de pacientes de CBP. E = equivoca, es decir, no concluyente
(demasiado cerca del limite; solo usado en ensayo de INOVA). Los asteriscos indican muestras negativas para

Sp100 pero positivas para Sp140.

Sp100 Sp140

ID del suero Puntuacion de INOVA Puntuacién de T*-ELISA Puntuacién de T*
ELISA

PB-AMN-109 + + +
PB-AMN-110 + + -
PB-AMP-113 + + -
PB-AMP-122 + +
PB-AMN-217 + +
PB-AMP-218 + + -
PB-AMN-223 + + +
PB-AMN-224 + + -
PB-AMN-225 + + -
PB-AMN-262 + + +

Tabla IV: El ELISA de doble deteccion es tan eficaz como el ELISA de deteccién unica

A. Reportero unico (control) frente a reportero doble (porcentaje de control) T*-ELISA frente al
autoantigeno Rap55 y suero de paciente de CBP

Porcentaje de control

Reportero marcado Sondas

Deteccion de AP

Deteccion de HRP (Expresion de

ahadidas (autoanticuerpo) autoantigeno Rap55)
anti-VSV-HRP 0,02 100,00 (control)
anti-AP humana 100,00 (control) 0,23
anti-VSV-AP, después anti-AP 97,38 96,48
humana

B. Reportero tnico frente a reportero doble T°-ELISA frente al autoantigeno Rap55 y suero del paciente de

CBP (senal frente a ruido)

Senal frente a Ruido

Reportero marcado Sondas

Deteccion de AP

Deteccion de HRP (Expresion de

ahadidas (autoanticuerpo) autoantigeno Rap55)
anti-VSV-HRP 3,98 697,86 (control)
anti-AP humana 20,15 (control) 4,51
anti-VSV-AP, después anti-AP 2022 760,00
humana
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Gly
420

Lys

Phe

Glu

Pro

Ser

245

Arg

Leu

Gln

Trp

Val

325

Ser

Gly

Gly

Gly

Gln

405

Leu

ES 2 681 839 T3

Leu

Glu

Ser

Arg

230

Leu

Pro

Gly

Ser

Ser

310

Ser

Arg

Val

Ala

Ser

390

Trp

Val

Ile

Ala

Leu

215

Tyr

Gln

Glu

Ala

Pro

295

Phe

Leu

Leu

Trp

Thr

375

Arg

Ser

Val

Lys

Val

200

Pro

Ile

Cys

Leu

Asn

280

Ile

Leu

His

Ser

Tyr

360

Thr

Arg

Met

Ala

37

Cys

185

Ile

Asn

Thr

Arg

Arg

265

Glu

Asp

Pro

Asp

Ser

345

Ser

Leu

His

Leu

Ser
425

Asp

Asn

Leu

Asp

Asp

250

Ser

Val

Val

Ser

Arg

330

Val

vVal

Gly

Thr

Gly

410

Gly

Glu

Trp

Leu

Val

235

Leu

Gln

Leu

Val

Ile

315

Ile

Glu

Ala

Asp

Ser

395

Asp

vVal

Ile

Val

Gln

220

Ile

Val

Met

Leu

Glu

300

Thr

Tyr

Cys

Pro

Met

380

Met

Met

Ile

Gln

Lys

205

Tyr

Asp

Asp

Gln

Val

285

Lys

Arg

Val

Leu

Met

365

Ile

Glu

Gln

Tyr

Val

190

His

Val

Ala

Glu

Gly

270

Val

Tyr

Lys

Ile

Asp

350

Asn

Tyr

Arg

Thr

Cys
430

Asp

Ala

Arg

Glu

Ala

255

Pro

Gly

Asp

Arg

Gly

335

Tyr

Val

Val

Tyr

Ala

415

Leu

Ser

Lys

Met

Pro

240

Lys

Arg

Gly

Pro

Arg

320

Gly

Thr

Arg

Ser

Asp

400

Arg

Gly



ES 2 681 839 T3

Gly Tyr Asp Gly Leu Asn Ile Leu Asn Ser Val Glu Lys Tyr Asp Pro
435 440 445

His Thr Gly His Trp Thr Asn Val Thr Pro Met Ala Thr Lys Arg Ser
450 455 460

Gly Ala Gly Val Ala Leu Leu Asn Asp His Ile Tyr Val Val Gly Gly
465 470 475 480

Phe Asp Gly Thr Ala His Leu Ser Ser Val Glu Ala Tyr Asn Ile Arg
485 490 495

Thr Asp Ser Trp Thr Thr Val Thr Ser Met Thr Thr Pro Arg Cys Tyr
500 505 510

Val Gly Ala Thr Val Leu Arg Gly Arg Leu Tyr Ala Ile Ala Gly Tyr
515 520 525

Asp Gly Asn Ser Leu Leu Ser Ser Ile Glu Cys Tyr Asp Pro Ile Ile
530 535 540

Asp Ser Trp Glu Val Val Thr Ser Met Gly Thr Gln Arg Cys Asp Ala
545 550 555 560

Gly Val Cys Val Leu Arg Glu Lys
565

<210> 3

<211>988

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(14)

<223> Los restos en estas posiciones son marcadores de epitopos afiadidos por via exdgena en N-terminal y en
C-terminal asi como secuencias que derivan de vector.

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (932)..(988)

<223> Los restos en estas posiciones son marcadores de epitopos afiadidos por via exdgena en N-terminal y en
C-terminal asi como secuencias que derivan de vector.

<400> 3

Met Ala Ile Tyr Thr Asp Ile Glu Met Asn Arg Leu Gly Lys Met Ile
1 5 10 15

Ala Ala Gln Leu Leu Ala Tyr Tyr Phe Thr Glu Leu Lys Asp Asp Gln

38



Val

Thr

Leu

65

Phe

Leu

His

Pro

Ala

145

Lys

Ile

Gly

Lys

Val

225

Gly

Arg

Lys

Leu

50

Ser

Val

Asp

Glu

Glu

130

Glu

Leu

Asp

Val

Arg

210

Gly

Leu

His

Lys

35

Ile

Arg

Arg

Leu

Lys

115

Asn

Cys

Pro

Glu

Glu

195

Gly

Thr

Ile

Ile

20

Ile

Asp

Asp

Ser

Gly

100

Asn

Ile

Leu

Val

Ala

180

Gly

Asp

Met

Ile

Asp
260

Asp

Ile

Phe

Ile

85

Gly

Gln

Val

Gly

Gly

165

Ile

Ala

Tyr

Met

Gly

245

Leu

ES 2 681 839 T3

Lys

Met

Asn

70

Pro

Ser

Asn

His

Asp

150

Phe

Leu

Asp

Asp

Thr

230

Thr

Val

Tyr

Thr

55

Pro

Asp

Ser

Val

Gly

135

Phe

Thr

Ile

Val

Ala

215

Cys

Gly

Glu

Leu

40

Arg

Thr

Gly

Phe

His

120

Ser

Met

Phe

Thr

Val

200

Asn

Gly

Thr

Gly

39

25

Tyr

Phe

Ala

Ser

Arg

105

Met

Gly

Glu

Ser

Trp

185

Lys

Ile

Tyr

Asn

Asp
265

Ala

Arg

Thr

Glu

90

Ile

Glu

Ser

Lys

Phe

170

Thr

Leu

Val

Asp

Ala

250

Glu

Met

Lys

val

75

Lys

Leu

Ser

Gln

Arg

155

Pro

Lys

Leu

Ala

Asp

235

Cys

Gly

Arg

Glu

60

Lys

Gly

Arg

Glu

Leu

140

Lys

Cys

Arg

Asn

Val

220

Gln

Tyr

Arg

Leu

45

Met

Met

Asp

vVal

Val

125

Phe

Ile

Gln

Phe

Lys

205

Val

His

Met

Met

30

Ser

Lys

Leu

Phe

Gln

110

Tyr

Asp

Lys

Gln

Lys

1390

Ala

Asn

Cys

Glu

Cys
270

Asp

Asn

Pro

Ile

95

Val

Asp

His

Asp

Ser

175

Ala

Ile

Asp

Glu

Glu

255

Ile

Glu

Gly

Thr

80

Ala

Asn

Thr

Val

Lys

160

Lys

Ser

Lys

Thr

Val

240

Leu

Asn



Thr

Thr

Gln

305

Arg

Arg

Val

Ile

Val

385

Ala

Thr

Thr

Val

Lys

465

His

Met

Leu

Glu

Glu

290

Leu

Leu

Ile

Ser

Leu

370

Gln

Ala

Pro

His

Pro

450

Gly

Arg

Leu

Arg

Trp

275

Phe

Phe

Ile

Thr

Ala

355

Thr

His

Thr

Arg

Pro

435

Asp

Ala

Gln

Leu

Lys
515

Gly

Asp

Glu

Leu

Pro

340

Ile

Arg

Val

Leu

Leu

420

Gln

Ser

Ala

Ile

Glu

500

Gln

Ala

Arg

Lys

Val

325

Glu

Glu

Leu

Cys

Gly

405

Arg

Tyr

Asp

Met

Glu

485

Val

Thr

ES 2 681 839 T3

Phe

Glu

Met

310

Lys

Leu

Lys

Gly

Thr

390

Ala

Thr

Ser

Val

Val

470

Glu

Lys

His

Gly

Ile

295

Val

Met

Leu

Asn

Val

375

Ile

Ile

Thr

Arg

Arg

455

Thr

Thr

Lys

Asn

Asp

280

Asp

Ser

Ala

Thr

Lys

360

Glu

Val

Leu

Val

Arg

440

Phe

Ala

Leu

Arg

Asn
520

40

Asp

Arg

Gly

Lys

Arg

345

Glu

Pro

Ser

Asn

Gly

425

Phe

Leu

Val

Ala

Met

505

Ala

Gly

Gly

Met

Glu

330

Gly

Gly

Ser

Phe

Arg

410

Val

His

Leu

Ala

His

490

Arg

vVal

Ser

Ser

Tyr

315

Gly

Lys

Leu

Asp

Arg

395

Leu

Asp

Lys

Ser

Tyr

475

Phe

Ala

vVal

Leu

Leu

300

Leu

Leu

Phe

His

Asp

380

Ser

Arg

Gly

Thr

Glu

460

Arg

His

Glu

Lys

Glu

285

Asn

Gly

Leu

Asn

Asn

365

Asp

Ala

Asp

Ser

Leu

445

Ser

Leu

Leu

Met

Met
525

Asp

Pro

Glu

Phe

Thr

350

Ala

Cys

Asn

Asn

Leu

430

Arg

Gly

Ala

Thr

Glu

510

Leu

Ile

Gly

Leu

Glu

335

Ser

Lys

Val

Leu

Lys

415

Tyr

Arg

Ser

Glu

Lys

495

Leu

Pro

Arg

Lys

Val

320

Gly

Asp

Glu

Ser

Val

400

Gly

Lys

Leu

Gly

Gln

480

Asp

Gly

Ser



Phe

Leu

545

Ser

Pro

Val

Arg

Leu

625

Asp

Arg

Val

Gly

Lys

705

Met

Thr

Gln

Arg

Val

530

Asp

Gly

Ile

Ser

Met

610

Asp

Cys

Arg

Gly

Leu

690

Asn

Glu

His

Arg

Asn
770

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

595

Pro

Ala

Val

Glu

Thr

675

Ile

Val

Trp

Tyr

Tyr

755

Ile

Arg

Gly

Lys

Ile

580

Ile

Leu

Gly

Gly

Glu

660

Met

Val

Glu

Gly

Asp

740

Glu

Leu

Thr

Gly

Arg

565

Met

Ser

Gly

Ile

His

645

Phe

Met

Gly

Met

Ala

725

Arg

Lys

Ile

ES 2 681 839 T3

Pro

Thr

550

Thr

Gln

Asp

Phe

Leu

630

Asp

Asp

Thr

Thr

Val

710

Phe

Leu

Met

Asp

Asp

535

Asn

Val

Gly

Phe

Thr

615

Ile

Val

Leu

Cys

Gly

695

Glu

Gly

Val

Ile

Phe
775

Gly

Phe

Glu

Thr

Leu

600

Phe

Thr

Val

Asp

Ala

680

Ser

Gly

Asp

Asp

Ser

760

Thr

41

Thr

Arg

Met

Gly

585

Asp

Ser

Trp

Thr

Val

665

Tyr

Asn

Asp

Asn

Glu

745

Gly

Lys

Glu

Val

His

570

Glu

Tyr

Phe

Thr

Leu

650

Val

Glu

Ala

Gln

Gly

730

Tyr

Met

Lys

Asn

Leu

555

Asn

Glu

Met

Pro

Lys

635

Leu

Ala

Glu

Cys

Gly

715

Cys

Ser

Tyr

Gly

Gly

540

Leu

Lys

Leu

Gly

Cys

620

Gly

Arg

Val

Pro

Tyr

700

Gln

Leu

Leu

Leu

Phe
780

Asp

Val

Ile

Phe

Ile

605

Gln

Phe

Asp

Val

Thr

685

Met

Met

Asp

Asn

Gly

765

Leu

Phe

Lys

Tyr

Asp

590

Lys

Gln

Lys

Ala

Asn

670

Cys

Glu

Cys

Asp

Ala

750

Glu

Phe

Leu

Ile

Ala

575

His

Gly

Thr

Ala

Ile

655

Asp

Glu

Glu

Ile

Ile

735

Gly

Ile

Arg

Ala

Arg

560

Ile

Ile

Pro

Ser

Thr

640

Lys

Thr

Val

Met

Asn

720

Arg

Lys

Val

Gly



Gln Ile Ser
785

Leu Ser Gln

Ile Leu Gln

Val Lys Thr
835

Gly Ala Gly
850

Leu Asp Arg
865

Leu His Pro

Ser Pro Lys

Lys Gly Ala
915

Ala Ser Ser
930

Arg Leu Gln
945

Ala Ala Gln

Asp Pro Glu

<210>4

<211> 591

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Tyr Thr
1

Glu

Ile

Gln

820

Val

Met

Leu

His

Cys

900

Ala

Leu

Asp

Leu

Asp
980

Asp

Thr

Glu

805

Leu

Cys

Ala

Asn

Phe

885

Asn

Leu

Ser

Val

Tyr

965

Leu

Tle

ES 2 681 839 T3

Leu

790

Ser

Gly

Gly

Ala

Val

870

Ser

Val

Ile

Arg

Asp

950

Thr

Glu

Glu

Lys

Asp

Leu

Val

Val

855

Thr

Arg

Ser

Thr

Glu

935

Gly

Arg

His

Met

Thr

Arg

Asn

Val

840

Val

Val

Ile

Phe

Ala

920

Leu

Thr

Ala

His

Asn

42

Arg

Leu

Ser

825

Ser

Asp

Gly

Met

Leu

905

Val

Val

Ile

Ser

His
985

Arg

Gly

Ala

810

Thr

Arg

Lys

Val

His

890

Leu

Gly

Asp

Asp

Gln

970

His

Leu
10

Ile

795

Leu

Cys

Arg

Ile

Asp

875

Gln

Ser

Val

Pro

Thr

955

Pro

His

Gly

Phe

Leu

Asp

Ala

Arg

860

Gly

Thr

Glu

Arg

Asn

940

Arg

Glu

His

Lys

Glu

Gln

Asp

Ala

845

Glu

Thr

Val

Asp

Leu

925

Ser

Ser

Leu

Thr

Val

Ser

830

Gln

Asn

Leu

Lys

Gly

910

Arg

Val

Lys

Ala

Lys

Arg

815

Ile

Leu

Arg

Tyr

Glu

895

Ser

Thr

Gln

Leu

Pro
975

Phe

800

Ala

Leu

Cys

Gly

Lys

880

Leu

Gly

Glu

Ala

Ala

960

Glu

Met Gly Gly TIle

15



Met

Asn

Leu

Ala

65

Lys

Glu

Glu

Gly

Ser

145

Asp

Val

Lys

Phe

Glu

225

Pro

Ser

Ala

Ser

Arg

Cys

Gly

Ile

Asn

Val

130

Asn

Leu

Val

Leu

Glu

210

Ser

Arg

Leu

Pro

Met

35

Val

Ser

Lys

Leu

Val

115

Lys

Cys

Met

Gln

Ile

195

Ala

Leu

Tyr

Gln

Lys

20

Asn

Glu

Asp

Pro

Leu

100

Gln

Gln

Leu

Gln

His

180

Lys

Vval

Pro

Ile

Cys

Asp

Ser

Gln

Tyr

Tyr

85

Asp

Glu

Ala

Gly

Ala

165

Glu

Cys

Ile

Asn

Thr

245

Arg

ES 2 681 839 T3

Ile

Leu

Lys

Phe

70

Val

Phe

Leu

Cys

Ile

150

Ala

Glu

Asp

Asn

Leu

230

Asp

Asp

Met

Arg

Asp

Cys

Asp

Val

Leu

Cys

135

Arg

Glu

Phe

Glu

Trp

215

Leu

Val

Leu

Thr

Lys

40

Phe

Ala

Ile

Tyr

Pro

120

Glu

Asp

vVal

Ile

Ile

200

val

Gln

Ile

Val

43

Asn

25

Ser

Pro

Met

Gln

Thr

105

Ala

Phe

Phe

Phe

Leu

185

Gln

Lys

Tyr

Asp

Asp

Thr

Asn

Ala

Phe

Gly

Glu

Ala

Leu

Ala

Ser

170

Leu

Val

His

Val

Ala

250

Glu

His

Thr

His

Thr

75

Leu

Thr

Cys

Glu

Glu

155

Gln

Ser

Asp

Ala

Arg

235

Glu

Ala

Ala

Leu

Arg

Ser

Thr

Val

Leu

Ser

140

Thr

Lys

Gln

Ser

Lys

220

Met

Pro

Lys

Lys

Cys

45

Ile

Glu

Ala

His

Leu

125

Gln

His

His

Gly

Glu

205

Lys

Pro

Phe

Lys

Ser

30

Asp

Val

Leu

Ser

Val

110

Gln

Leu

Asn

Phe

Glu

190

Glu

Glu

Leu

Ile

Phe

Ile

Val

Leu

Ser

Thr

95

Thr

Leu

Asp

Cys

Pro

175

vVal

Pro

Arg

Leu

Arg

255

His

Leu

Thr

Ala

Glu

80

Met

Vval

Lys

Pro

Val

160

Glu

Glu

Val

Glu

Thr

240

Cys

Leu



Arg

Leu

Gln

305

Trp

vVal

Ser

Gly

Gly

385

Gly

Gln

Leu

Leu

Trp

465

Ala

Ala

Pro

Gly

290

Ser

Ser

Ser

Arg

Val

370

Ala

Ser

Trp

Val

Asn

450

Thr

Leu

His

Glu

275

Ala

Pro

Phe

Leu

Leu

355

Trp

Thr

Arg

Ser

Val

435

Ile

Asn

Leu

Leu

260

Leu

Asn

Ile

Leu

His

340

Ser

Tyr

Thr

Arg

Met

420

Ala

Leu

Val

Asn

Ser
500

Arg

Glu

Asp

Pro

325

Asp

Ser

Ser

Leu

His

405

Leu

Ser

Asn

Thr

Asp

485

Ser
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Ser

Val

Val

310

Ser

Arg

Val

Val

Gly

390

Thr

Gly

Gly

Ser

Pro

470

His

Val

Gln

Leu

295

Val

Ile

Ile

Glu

Ala

375

Asp

Ser

Asp

Val

Val

455

Met

Ile

Glu

Met

280

Leu

Glu

Thr

Tyr

Cys

360

Pro

Met

Met

Met

Ile

440

Glu

Ala

Tyr

Ala

44

265

Gln

vVal

Lys

Arg

vVal

345

Leu

Met

Ile

Glu

Gln

425

Tyr

Lys

Thr

Val

Tyr
505

Gly

Val

Tyr

Lys

330

Ile

Asp

Asn

Tyr

Arg

410

Thr

Cys

Tyr

Lys

Val

490

Asn

Pro

Gly

Asp

315

Arg

Gly

Tyr

vVal

Val

395

Tyr

Ala

Leu

Asp

Arg

475

Gly

Ile

Arg

Gly

300

Pro

Arg

Gly

Thr

Arg

380

Ser

Asp

Arg

Gly

Pro

460

Ser

Gly

Arg

Thr

285

Phe

Lys

Tyr

Tyr

Ala

365

Arg

Gly

Pro

Glu

Gly

445

His

Gly

Phe

Thr

270

Arg

Gly

Thr

Val

Asp

350

Asp

Gly

Gly

Asn

Gly

430

Tyr

Thr

Ala

Asp

Asp
510

Ala

Ser

Gln

Ala

335

Gly

Glu

Leu

Phe

Ile

415

Ala

Asp

Gly

Gly

Gly

495

Ser

Arg

Gln

Glu

320

Ser

Arg

Asp

Ala

Asp

400

Asp

Gly

Gly

His

Val

480

Thr

Trp



Thr

Val

Leu
545

Val

Leu

<210>5
<211>917
<212> PRT

Thr

Leu

530

Leu

Val

Arg

Val

515

Arg

Ser

Thr

Glu

<213> Homo sapiens

<400> 5

Met

Asp

Asp

Asn

Pro

65

Ile

Val

Asp

His

Ile

Gln

Glu

Gly

Thr

Ala

Asn

Thr

Val
130

Ala

Val

Thr

35

Leu

Phe

Leu

His

Pro

115

Ala

Thr

Gly

Ser

Ser

Lys
580

Ala

Lys

20

Leu

Ser

Val

Asp

Glu

100

Glu

Glu

Ser

Arg

Ile

Met

565

Gln

Gln

Lys

Ile

Arg

Arg

Leu

85

Lys

Asn

Cys
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Met

Leu

Glu

550

Gly

Pro

Leu

Ile

Asp

Asp

Ser

70

Gly

Asn

Ile

Leu

Thr

Tyr

535

Cys

Thr

Glu

Leu

Asp

Ile

Phe

55

Ile

Gly

Gln

Val

Gly
135

Thr

520

Ala

Tyr

Gln

Leu

Ala

Lys

Met

40

Asn

Pro

Ser

Asn

His

120

Asp

45

Pro

Ile

Asp

Arg

Ala
585

Tyr

Tyr

25

Thr

Pro

Asp

Ser

Val

105

Gly

Phe

Arg

Ala

Pro

Cys

570

Pro

Tyr

10

Leu

Arg

Thr

Gly

Phe

90

His

Ser

Met

Cys

Gly

Ile

555

Asp

Glu

Phe

Tyr

Phe

Ala

Ser

75

Arg

Met

Gly

Glu

Tyr

Tyr

540

Ile

Ala

Asp

Thr

Ala

Arg

Thr

60

Glu

Ile

Glu

Ser

Lys
140

Val

525

Asp

Asp

Gly

Pro

Glu

Met

Lys

45

Val

Lys

Leu

Ser

Gln

125

Arg

Gly

Gly

Ser

Val

Glu
590

Leu

Arg

30

Glu

Lys

Gly

Arg

Glu

110

Leu

Lys

Ala

Asn

Trp

Cys

575

Asp

Lys

15

Leu

Met

Met

Asp

Val

95

Val

Phe

Ile

Thr

Ser

Glu

560

Val

Asp

Ser

Lys

Leu

Phe

80

Gln

Tyr

Asp

Lys



Asp

145

Ser

Ala

Ile

Asp

Glu

225

Glu

Ile

Ile

Gly

Leu

305

Glu

Ser

Lys

Val

Leu
385

Lys

Lys

Ser

Lys

Thr

210

Val

Leu

Asn

Arg

Lys

290

Val

Gly

Asp

Glu

Ser

370

Val

Lys

Ile

Gly

Lys

195

val

Gly

Arg

Thr

Thr

275

Gln

Arg

Arg

vVal

Ile

355

vVal

Ala

Leu

Asp

Val

180

Arg

Gly

Leu

His

Glu

260

Glu

Leu

Leu

Ile

Ser

340

Leu

Gln

Ala

Pro

Glu

165

Glu

Gly

Thr

Ile

Ile

245

Trp

Phe

Phe

Ile

Thr

325

Ala

Thr

His

Thr
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Val

150

Ala

Gly

Asp

Met

Ile

230

Asp

Gly

Asp

Glu

Leu

310

Pro

Ile

Arg

Val

Leu
390

Gly

Ile

Ala

Tyr

Met

215

Gly

Leu

Ala

Arg

Lys

295

Val

Glu

Glu

Leu

Cys

375

Gly

Phe

Leu

Asp

Asp

200

Thr

Thr

Val

Phe

Glu

280

Met

Lys

Leu

Lys

Gly

360

Thr

Ala

46

Thr

Ile

Val

185

Ala

Cys

Gly

Glu

Gly

265

Ile

Val

Met

Leu

Asn

345

Val

Ile

Ile

Phe

Thr

170

Val

Asn

Gly

Thr

Gly

250

Asp

Asp

Ser

Ala

Thr

330

Lys

Glu

vVal

Leu

Ser

155

Trp

Lys

Ile

Tyr

Asn

235

Asp

Asp

Arg

Gly

Lys

315

Arg

Glu

Pro

Ser

Asn
395

Phe

Thr

Leu

Val

Asp

220

Ala

Glu

Gly

Gly

Met

300

Glu

Gly

Gly

Ser

Phe

380

Arg

Pro

Lys

Leu

Ala

205

Asp

Cys

Gly

Ser

Ser

285

Tyr

Gly

Lys

Leu

Asp

365

Arg

Leu

Cys

Arg

Asn

190

Val

Gln

Tyr

Arg

Leu

270

Leu

Leu

Leu

Phe

His

350

Asp

Ser

Arg

Gln

Phe

175

Lys

Val

His

Met

Met

255

Glu

Asn

Gly

Leu

Asn

335

Asn

Asp

Ala

Asp

Gln

160

Lys

Ala

Asn

Cys

Glu

240

Cys

Asp

Pro

Glu

Phe

320

Thr

Ala

Cys

Asn

Asn
400



Lys

Tyr

Arg

Ser

Glu

465

Lys

Leu

Pro

Leu

Ile

545

Ala

His

Gly

Thr

Ala

625

Ile

Gly

Lys

Leu

Gly

450

Gln

Asp

Gly

Ser

Ala

530

Arg

Ile

Ile

Pro

Ser

610

Thr

Lys

Thr

Thr

Val

435

Lys

His

Met

Leu

Phe

515

Leu

Ser

Pro

vVal

Arg

595

Leu

Asp

Arg

Pro

His

420

Pro

Gly

Arg

Leu

Arg

500

Val

Asp

Gly

Ile

Ser

580

Met

Asp

Cys

Arg

Arg

405

Pro

Asp

Ala

Gln

Leu

485

Lys

Arg

Leu

Lys

Glu

565

Cys

Pro

Ala

vVal

Glu
645
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Leu

Gln

Ser

Ala

Ile

470

Glu

Gln

Arg

Gly

Lys

550

Ile

Ile

Leu

Gly

Gly

630

Glu

Arg

Tyr

Asp

Met

455

Glu

Val

Thr

Thr

Gly

535

Arg

Met

Ser

Gly

Ile

615

His

Phe

Thr

Ser

Val

440

Val

Glu

Lys

His

Pro

520

Thr

Thr

Gln

Asp

Phe

600

Leu

Asp

Asp

47

Thr

Arg

425

Arg

Thr

Thr

Lys

Asn

505

Asp

Asn

Val

Gly

Phe

585

Thr

Ile

Val

Leu

Val

410

Arg

Phe

Ala

Leu

Arg

490

Asn

Gly

Phe

Glu

Thr

570

Leu

Phe

Thr

vVal

Asp
650

Gly

Phe

Leu

Val

Ala

475

Met

Ala

Thr

Arg

Met

555

Gly

Asp

Ser

Trp

Thr

635

Val

Val

His

Leu

Ala

460

His

Arg

Val

Glu

Val

540

His

Glu

Tyr

Phe

Thr

620

Leu

Val

Asp

Lys

Ser

445

Tyr

Phe

Ala

Val

Asn

525

Leu

Asn

Glu

Met

Pro

605

Lys

Leu

Ala

Gly

Thr

430

Glu

Arg

His

Glu

Lys

510

Gly

Leu

Lys

Leu

Gly

590

Cys

Gly

Arg

Val

Ser

415

Leu

Ser

Leu

Leu

Met

495

Met

Asp

Val

Ile

Phe

575

Ile

Gln

Phe

Asp

Val
655

Leu

Arg

Gly

Ala

Thr

480

Glu

Leu

Phe

Lys

Tyr

560

Asp

Lys

Gln

Lys

Ala

640

Asn
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Glu

Glu

Ile

705

Ile

Gly

Ile

Arg

Lys

785

Arg

Ile

Leu

Arg

Tyr

865

Glu

Ser

Thr

Val

Met

690

Asn

Arg

Lys

Val

Gly

770

Phe

Ala

Leu

Cys

Gly

850

Lys

Leu

Gly

Val

Gly

675

Lys

Met

Thr

Gln

Arg

755

Gln

Leu

Ile

Val

Gly

835

Leu

Leu

Ser

Lys

Gly

660

Leu

Asn

Glu

His

Arg

740

Asn

Ile

Ser

Leu

Lys

820

Ala

Asp

His

Pro

Gly

Thr

Ile

Val

Trp

Tyr

725

Tyr

Ile

Ser

Gln

Gln

805

Thr

Gly

Arg

Pro

Lys

885

Ala
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Met

Val

Glu

Gly

710

Asp

Glu

Leu

Glu

Ile

790

Gln

Val

Met

Leu

His

870

Cys

Ala

Met

Gly

Met

695

Ala

Arg

Lys

Ile

Thr

775

Glu

Leu

Cys

Ala

Asn

855

Phe

Asn

Leu

Thr

Thr

680

Val

Phe

Leu

Met

Asp

760

Leu

Ser

Gly

Gly

Ala

840

val

Ser

Val

Ile

48

Cys

665

Gly

Glu

Gly

Val

Ile

745

Phe

Lys

Asp

Leu

Val

825

Vval

Thr

Arg

Ser

Thr

Ala

Ser

Gly

Asp

Asp

730

Ser

Thr

Thr

Arg

Asn

810

Val

Val

val

Ile

Phe

890

Ala

Tyr

Asn

Asp

Asn

715

Glu

Gly

Lys

Arg

Leu

795

Ser

Ser

Asp

Gly

Met

875

Leu

Val

Glu

Ala

Gln

700

Gly

Tyr

Met

Lys

Gly

780

Ala

Thr

Arg

Lys

Val

860

His

Leu

Gly

Glu

Cys

685

Gly

Cys

Ser

Tyr

Gly

765

Ile

Leu

Cys

Arg

Ile

845

Asp

Gln

Ser

Val

Pro

670

Tyr

Gln

Leu

Leu

Leu

750

Phe

Phe

Leu

Asp

Ala

830

Arg

Gly

Thr

Glu

Arg

Thr

Met

Met

Asp

Asn

735

Gly

Leu

Glu

Gln

Asp

815

Ala

Glu

Thr

Val

Asp

895

Leu

Cys

Glu

Cys

Asp

720

Ala

Glu

Phe

Thr

Val

800

Ser

Gln

Asn

Leu

Lys

880

Gly
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Met

Lys

Cys

Ile

Glu

65

Ala

His

Leu

Gln

His

145
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Gly

Glu

Thr Glu Ala

Gly

Ser

Asp

Val

50

Leu

Ser

Val

Gln

Leu

130

Asn

Phe

Glu

Glu

Gly

Ile

Val

35

Leu

Ser

Thr

Thr

Leu

115

Asp

Cys

Pro

Val

Pro

915

Ile

Leu

20

Thr

Ala

Glu

Met

Val

100

Lys

Pro

Val

Glu

Glu

180

Val

900

Ser Ser

Met

Asn

Leu

Ala

Lys

Glu

85

Glu

Gly

Ser

Asp

Val

165

Lys

Phe
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Ala

Ser

Arg

Cys

Gly

70

Ile

Asn

Val

Asn

Leu

150

Val

Leu

Glu

Pro

Met

Val

Ser

55

Lys

Leu

Val

Lys

Cys

135

Met

Gln

Ile

Ala

Lys

Asn

Glu

40

Asp

Pro

Leu

Gln

Gln

120

Leu

Gln

His

Lys

Val

49

Asp

Ser

25

Gln

Tyr

Tyr

Asp

Glu

105

Ala

Gly

Ala

Glu

Cys

185

Ile

905

Ile

10

Leu

Lys

Phe

Val

Phe

90

Leu

Cys

Ile

Ala

Glu

170

Asp

Asn

Met

Arg

Asp

Cys

Asp

75

Val

Leu

Cys

Arg

Glu

155

Phe

Glu

Trp

Thr

Lys

Phe

Ala

60

Ile

Tyr

Pro

Glu

Asp

140

Val

Ile

Ile

Val

Asn

Ser

Pro

45

Met

Gln

Thr

Ala

Phe

125

Phe

Phe

Leu

Gln

Lys

Thr

Asn

30

Ala

Phe

Gly

Glu

Ala

110

Leu

Ala

Ser

Leu

Val

190

His

910

His

15

Thr

His

Thr

Leu

Thr

95

Cys

Glu

Glu

Gln

Ser

175

Asp

Ala

Ala

Leu

Arg

Ser

Thr

80

Val

Leu

Ser

Thr

Lys

160

Gln

Ser

Lys



Lys

Pro

225

Phe

Lys

Thr

Phe

Lys

305

Tyr

Tyr

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Glu

Gly

Glu

210

Leu

Ile

Phe

Arg

Gly

290

Thr

Val

Asp

Asp

Gly

370

Gly

Asn

Gly

Tyr

195

Arg

Leu

Arg

His

Ala

275

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

355

Leu

Phe

Ile

Ala

Asp
435

Glu

Thr

Cys

Leu

260

Arg

Gln

Glu

Ser

Arg

340

Asp

Ala

Asp

Asp

Gly

420

Gly

Glu

Pro

Ser

245

Arg

Leu

Gln

Trp

Val

325

Ser

Gly

Gly

Gly

Gln

405

Leu

Leu
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Ser

Arg

230

Leu

Pro

Gly

Ser

Ser

310

Ser

Arg

Vval

Ala

Ser
390

Trp

Val

Asn

Leu

215

Tyr

Gln

Glu

Ala

Pro

295

Phe

Leu

Leu

Trp

Thr

375

Arg

Ser

Val

Ile

200

Pro

Ile

Cys

Leu

Asn

280

Ile

Leu

His

Ser

Tyr

360

Thr

Arg

Met

Ala

Leu
440

50

Asn

Thr

Arg

Arg

265

Glu

Asp

Pro

Asp

Ser

345

Ser

Leu

His

Leu

Ser

425

Asn

Leu

Asp

Asp

250

Ser

Val

Val

Ser

Arg

330

Val

Val

Gly

Thr

Gly

410

Gly

Ser

Leu

vVal

235

Leu

Gln

Leu

vVal

Ile

315

Ile

Glu

Ala

Asp

Ser

395

Asp

vVal

val

Gln

220

Ile

Val

Met

Leu

Glu

300

Thr

Tyr

Cys

Pro

Met

380

Met

Met

Ile

Glu

205

Tyr

Asp

Asp

Gln

vVal

285

Lys

Arg

Val

Leu

Met

365

Ile

Glu

Gln

Tyr

Lys
445

Val

Ala

Glu

Gly

270

Val

Tyr

Lys

Ile

Asp

350

Asn

Tyr

Arg

Thr

Cys

430

Tyr

Arg

Glu

Ala

255

Pro

Gly

Asp

Arg

Gly

335

Tyr

val

Val

Tyr

Ala

415

Leu

Asp

Met

Pro

240

Lys

Arg

Gly

Pro

Arg

320

Gly

Thr

Arg

Ser

Asp

400

Arg

Gly

Pro



His

Gly
465

Phe

Thr

Val

Asp

Asp
545

Gly
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Thr

450

Ala

Asp

Asp

Gly

Gly

530

Ser

Val

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

515

Asn

Trp

Cys
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Met
1

Trp

Glu

Gly

Thr
65

Ala

Asp

Glu

Thr

Leu

50

Phe

Leu

Cys

Ile

Leu

35

Ser

Val

Asp

His

Val

Thr

Trp

500

Thr

Ser

Glu

Val

Glu

Gly
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Ile

Arg

Arg

Leu

Trp

Ala

Ala

485

Thr

Val

Leu

Val

Leu
565

His

Ile

Asp

Asp

Ser

Gly
85
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Thr

Leu

470

His

Thr

Leu

Leu

Val

550

Arg

Ser

Asp

Ile

Phe

Ile

70

Gly

Asn

455

Leu

Leu

Val

Arg

Ser

535

Thr

Glu

Leu

Lys

Met

Asn

55

Pro

Ser

Val

Asn

Ser

Thr

Gly

520

Ser

Ser

Lys

Ser

Tyr

Thr

40

Pro

Asp

Ser

51

Thr

Asp

Ser

Ser

505

Arg

Ile

Met

Leu

Leu

25

Arg

Thr

Gly

Phe

Pro

His

Val

490

Met

Leu

Glu

Gly

Pro

10

Tyr

Phe

Ala

Ser

Arg
90

Met

Ile

475

Glu

Thr

Tyr

Cys

Thr
555

Cys

Ala

Arg

Thr

Glu

75

Ile

Ala

460

Tyr

Ala

Thr

Ala

Tyr

540

Gln

Arg

Met

Lys

Val

60

Lys

Leu

Thr

Val

Tyr

Pro

Ile

525

Asp

Arg

Gly

Arg

Glu

45

Lys

Gly

Arg

Lys

Val

Asn

Arg

510

Ala

Pro

Cys

Ala

Leu

30

Met

Met

Asp

Val

Arg

Gly

Ile

495

Cys

Gly

Ile

Asp

Glu

15

Ser

Lys

Leu

Phe

Gln
95

Ser

Gly

480

Arg

Tyr

Tyr

Ile

Ala
560

Ala

Asp

Asn

Pro

Ile

80

Val



Asn

Thr

Val

Lys

145

Lys

Ser

Lys

Thr

Val

225

Leu

Asn

Arg

Lys

Val

305

Gly

Asp

His

Pro

Ala

130

Lys

Ile

Gly

Lys

Val

210

Gly

Arg

Thr

Thr

Gln

290

Arg

Arg

Val

Glu

Glu

115

Glu

Leu

Asp

val

Arg

195

Gly

Leu

His

Glu

Glu

275

Leu

Leu

Ile

Ser

Lys

100

Asn

Cys

Pro

Glu

Glu

180

Gly

Thr

Ile

Ile

Trp

260

Phe

Phe

Ile

Thr

Ala
340

Asn

Ile

Leu

Val

Ala

165

Gly

Asp

Met

Ile

Asp

245

Gly

Asp

Glu

Leu

Pro

325

Ile
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Gln

Val

Gly

Gly

150

Ile

Ala

Tyr

Met

Gly

230

Leu

Ala

Arg

Lys

Val

310

Glu

Glu

Asn

His

Asp

135

Phe

Leu

Asp

Asp

Thr

215

Thr

Val

Phe

Glu

Met

295

Lys

Leu

Lys

Val

Gly

120

Phe

Thr

Ile

Val

Ala

200

Cys

Gly

Glu

Gly

Ile

280

Val

Met

Leu

Asn

52

His

105

Ser

Met

Phe

Thr

Val

185

Asn

Gly

Thr

Gly

Asp

265

Asp

Ser

Ala

Thr

Lys
345

Met

Gly

Glu

Ser

Trp

170

Lys

Ile

Tyr

Asn

Asp

250

Asp

Arg

Gly

Lys

Arg

330

Glu

Glu

Ser

Lys

Phe

155

Thr

Leu

Val

Asp

Ala

235

Glu

Gly

Gly

Met

Glu

315

Gly

Gly

Ser

Gln

Arg

140

Pro

Lys

Leu

Ala

Asp

220

Cys

Gly

Ser

Ser

Tyr

300

Gly

Lys

Leu

Glu

Leu

125

Lys

Cys

Arg

Asn

Val

205

Gln

Tyr

Arg

Leu

Leu

285

Leu

Leu

Phe

His

Val

110

Phe

Ile

Gln

Phe

Lys

190

Val

His

Met

Met

Glu

270

Asn

Gly

Leu

Asn

Asn
350

Tyr

Asp

Lys

Gln

Lys

175

Ala

Asn

Cys

Glu

Cys

255

Asp

Pro

Glu

Phe

Thr

335

Ala

Asp

His

Asp

Ser

160

Ala

Ile

Asp

Glu

Glu

240

Ile

Ile

Gly

Leu

Glu

320

Ser

Lys



Glu

Ser

Val

385

Gly

Lys

Leu

Gly

Gln

465

Asp

Gly

Ser

Ala

Arg

545

Ile

Ile

Pro

Ile

Val

370

Ala

Thr

Thr

Val

Lys

450

His

Met

Leu

Phe

Leu

530

Ser

Pro

Val

Arg

Leu

355

Gln

Ala

Pro

His

Pro

435

Gly

Arg

Leu

Arg

vVal

515

Asp

Gly

Ile

Ser

Met
595

Thr

His

Thr

Arg

Pro

420

Asp

Ala

Gln

Leu

Lys

500

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

580

Pro

Arg

Val

Leu

Leu

405

Gln

Ser

Ala

Ile

Glu

485

Gln

Arg

Gly

Lys

Ile

565

Ile

Leu
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Gly
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Arg

Tyr
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Met

Glu

470

Val

Thr

Thr

Gly

Arg

550

Met

Ser

Gly

Gly

Thr

375

Ala

Thr

Ser

Val

Val

455

Glu

Lys

His

Pro

Thr

535

Thr

Gln

Asp

Phe

Val

360

Ile

Ile

Thr

Arg

Arg

440

Thr

Thr

Lys

Asn

Asp

520

Asn

Val

Gly

Phe

Thr
600

53

Glu

Val

Leu

Val

Arg

425

Phe

Ala

Leu

Arg

Asn

505

Gly

Phe

Glu

Thr

Leu

585

Phe

Pro

Ser

Asn

Gly

410

Phe

Leu

Val

Ala

Met

490

Ala

Thr

Arg

Met

Gly

570

Asp

Ser

Ser

Phe

Arg

395

Val

His

Leu

Ala

His

475

Arg

Val

Glu

vVal

His

555

Glu

Tyr

Phe

Asp

Arg

380

Leu

Asp

Lys

Ser
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<210>10
<211> 466
<212> PRT

Ser

Gly

Ala

Met
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Gly

Leu
920

62

Met
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Met

His

Pro

Lys

170

Leu

Ala

Asp

Cys

Gly
250

Gln

Gln

Asp

Leu

Phe

75

Lys

Gln

Leu
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Met

Ala

Glu
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Tyr
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Leu
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Val

540

Asn

Glu
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Lys

305

Tyr

Tyr

Ala

Arg

Gly

385

Pro

Glu

Gly

His

Gly

465

Phe

Thr

Val

Asp

Asp
545

Thr

Val

Asp

Asp

Gly

370

Gly

Asn

Gly

Tyr

Thr

450

Ala

Asp

Asp

Gly

Gly

530

Ser

Gln

Ala

Gly

Glu

355

Leu

Phe

Ile

Ala

Asp

435

Gly

Gly

Gly

Ser

Ala

515

Asn

Trp

Glu

Ser

Arg

340

Asp

Ala

Asp

Asp

Gly

420

Gly

His

vVal

Thr

Trp

500

Thr

Ser

Glu

Trp

Val

325

Ser

Gly

Gly

Gly

Gln

405

Leu

Leu

Trp

Ala

Ala

485

Thr

Val

Leu

Val

ES 2 681 839 T3

Ser

310

Ser

Arg

Val

Ala

Ser

390

Trp

Val

Asn

Thr

Leu

470

His

Thr

Leu

Leu

Val
550

Phe

Leu

Leu

Trp

Thr

375

Arg

Ser

Val

Ile

Asn

455

Leu

Leu

Val

Arg

Ser

535

Thr

Leu

His

Ser

Tyr

360

Thr

Arg

Met

Ala

Leu

440

Val

Asn

Ser

Thr

Gly

520

Ser

Ser

70

Pro

Asp

Ser

345

Ser

Leu

His

Leu

Ser

425

Asn

Thr

Asp

Ser

Ser

505

Arg

Ile

Met

Ser

Arg

330

Val

Val

Gly

Thr

Gly

410

Gly

Ser

Pro

His

val

490

Met

Leu

Glu

Gly

Ile

315

Ile

Glu

Ala

Asp

Ser

395

Asp

Val

Val

Met

Ile

475

Glu

Thr

Tyr

Cys

Thr
555

Thr

Tyr

Cys

Pro

Met

380

Met

Met

Ile

Glu

Ala

460

Tyr

Ala

Thr

Ala

Tyr

540

Gln

Arg

Val

Leu

Met

365

Ile

Glu

Gln

Tyr

Lys

445

Thr

Val

Tyr

Pro

Ile

525

Asp

Arg

Lys

Ile

Asp

350

Asn

Tyr

Arg

Thr

Cys

430

Tyr

Lys

Val

Asn

Arg

510

Ala

Pro

Cys

Arg

Gly

335

Tyr

Val

Val

Tyr

Ala

415

Leu

Asp

Arg

Gly

Ile

495

Cys

Gly

Ile

Asp

Arg

320

Gly

Thr

Arg

Ser

Asp

400

Arg

Gly

Pro

Ser

Gly

480

Arg

Tyr

Tyr

Ile

Ala
560



<210> 13
<211> 609
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13
Met Glu

1

Thr Gly

Leu Pro

Lys His

50

Arg Glu

Ala His

Phe Thr

Asp Ile

Ser Gln

130

Ala Cys

145

Leu Lys

Ala Asp

Thr Gln

Gly

Met

Glu

35

Pro

Leu

Arg

Gly

Asp

115

Ile

Leu

Arg

Thr

His
195

Lys

Asp

20

Gly

Arg

Cys

Val

Glu

100

Glu

Thr

Leu

Gln

His

180

Asn

ES 2 681 839 T3

Gly Val Cys Val

Pro

Val

Val

Gln

Asp

Ile

85

Leu

Arg

Val

Gln

Leu

165

Ser

Phe

Met

Thr

Pro

Thr

Val

70

Leu

Ala

Ala

Glu

Leu

150

Asp

Cys

Gln

Arg

Ser

Gln

Leu

55

Val

Ser

Glu

Met

Glu

135

Ala

Pro

Arg

Glu

Arg

Arg

Pro

40

Glu

Leu

Ala

Ser

Glu

120

Gly

Glu

Ser

Glu

Val
200

71

Leu Arg Glu Lys

565

Cys

Cys

25

Ala

Val

Val

Cys

Arg

105

Leu

Asn

Ile

Asn

Leu

185

Met

Thr

10

Thr

Arg

Ile

Val

Ser

90

Gln

Leu

Val

Gln

Cys

170

Leu

Glu

Asn

Leu

Met

Asn

Gly

75

Pro

Thr

Ile

Gln

Glu

155

Leu

Arg

Ser

Ile

Gly

Pro

Leu

60

Ala

Tyr

Glu

Asp

Thr

140

Ala

Gly

Ile

Glu

Arg

Asp

Tyr

45

Leu

Lys

Phe

Val

Phe

125

Leu

Cys

Ile

Ala

Glu
205

Pro

Pro

30

Ile

Arg

Lys

Arg

Val

110

Ala

Leu

Cys

Arg

Asp

190

Phe

Gly

15

Asn

Ser

Lys

Ile

Ala

95

Ile

Tyr

Pro

Glu

Ala

175

Lys

Met

Glu

Lys

Asp

His

Tyr

80

Met

Arg

Thr

Ala

Phe

160

Phe

Phe

Leu



Leu

Val

225

Tyr

Val

Ser

Glu

Gly

305

Phe

Arg

Lys

Ala

Tyr

385

Thr

Ala

Tyr

Arg

Pro

210

Arg

Ser

Arg

Asp

Ala

290

Pro

Ala

Tyr

Arg

Val

370

Asp

Cys

Val

Asp

Arg

Ala

Ser

Ile

Leu

Pro

275

Lys

Arg

Val

Asp

Arg

355

Gly

Pro

Arg

Gly

Pro

435

Leu

Asn

Glu

Gln

Pro

260

Leu

Asn

Thr

Gly

Pro

340

Cys

Gly

Lys

Thr

Gly

420

Lys

Gly

Gln

Glu

Glu

245

Leu

Ile

Tyr

Arg

Gly

325

Gln

Gly

His

Thr

Ser

405

Gln

Glu

vVal

ES 2 681 839 T3

Leu

Gln

230

Arg

Leu

Lys

Leu

Pro

310

Trp

Thr

Val

Asp

Asn

390

vVal

Asp

Asn

Ala

Ile

215

Val

Arg

Ser

Ser

Leu

295

Arg

Cys

Asn

Gly

Gly

375

Gln

Gly

Gly

Lys

Val

Asp

Phe

Pro

Pro

Asp

280

Leu

Lys

Ser

Glu

vVal

360

Ser

Trp

val

Val

Trp

440

Ala

72

Ile

Asn

Gln

Lys

265

Glu

Pro

Pro

Gly

Trp

345

Ser

Ser

Ser

Ala

Ser

425

Thr

Val

Ile

Ala

Leu

250

Phe

Glu

Gln

Ile

Asp

330

Arg

Val

Tyr

Ser

val

410

Cys

Arg

Leu

Ser

Val

235

Pro

Leu

Cys

Glu

Arg

315

Ala

Met

Leu

Leu

Asp

395

Leu

Leu

Val

Gly

Ser

220

Met

Gln

Val

Arg

Arg

300

Cys

Ile

Val

Asp

Asn

380

Val

Gly

Asn

Ala

Gly

Asp

Ala

Val

Gly

Asp

285

Pro

Gly

Ser

Ala

Asp

365

Ser

Ala

Gly

Ile

Ser

445

Phe

Glu

Trp

Leu

Thr

270

Leu

Leu

Glu

Ser

Ser

350

Leu

Val

Pro

Phe

Val

430

Met

Leu

Leu

Val

Gln

255

Val

Val

Met

Val

vVal

335

Met

Leu

Glu

Thr

Leu

415

Glu

Ser

Tyr

Asn

Lys

240

His

Gly

Asp

Gln

Leu

320

Glu

Ser

Tyr

Arg

Ser

400

Tyr

Arg

Thr

Ala



450

Val Gly Gly
465

Asn Pro Gln

Arg Lys His

Gly Gly Arg
515

Pro Arg Thr
530

Ser Gly Val
545

Gly Phe Asp

Asp Ala Asn

Gly Gly Gly
595

Trp

<210> 14

<211> 587

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 14

Met Glu Gly
1

Gly Asp Asp

Met Gly Lys
35

Leu Cys Asp

Ser

Glu

Leu

500

Asp

Asn

Gly

Gly

Thr

580

Val

Glu

Glu

20

Ala

Val

Asp

Asn

485

Gly

Asp

Gln

Leu

Thr

565

Trp

Gly

Ser

Lys

Phe

Met

ES 2 681 839 T3

Gly

470

Arg

Cys

Thr

Trp

Ala

550

Thr

Arg

Val

Val

Asn

Lys

Ile

455

Thr

Trp

Ala

Thr

Ser

535

Val

Tyr

Leu

Ile

Lys

Gln

Val

Val

Ser

His

Val

Glu

520

Pro

Val

Leu

Tyr

Lys
600

Leu

Arg

Met

40

Ala

73

Pro

Thr

Tyr

505

Leu

Val

Asn

Lys

Gly

585

Met

Ser

Thr
25

Asn

Glu

Leu

Ile

490

Gln

Ser

Val

Gly

Thr

570

Gly

Thr

Ser

10

Ile

Glu

Asp

Asn

475

Ala

Asp

Ser

Ala

Gln

555

Ile

Met

His

Gln

Thr

Leu

Val

460

Thr

Pro

Met

Ala

Met

540

Leu

Glu

Asn

Cys

Thr

Val

Arg

Glu

Val

Met

Ile

Glu

525

Thr

Met

Val

Tyr

Glu
605

Leu

Asn

Ser

45

Ile

Glu

Gly

Tyr

510

Arg

Ser

Ala

Phe

Arg

590

Ser

Ile

Pro
30

Lys

Glu

Arg

Thr

495

Ala

Tyr

Arg

Val

Asp

575

Arg

His

Gln

15

Ala

Gln

Ala

Tyr

480

Arg

Val

Asn

Arg

Gly

560

Pro

Leu

Ile

Ala

His

Leu

His



Arg

Gly

Asp

Ile

Leu

Ser

145

Val

Gln

Leu

Ser

Lys

225

Leu

Ala

Met

Pro

50

Val

Asp

Gly

Glu

Leu

130

Gln

His

His

Asp

Glu

210

Glu

Pro

Leu

Lys

Arg
290

Val

Met

Gln

vVal

115

Gln

Leu

Thr

Phe

Gln

195

Glu

Thr

Leu

Ile

Tyr

275

Thr

Leu

Ser

Thr

100

Thr

Leu

His

Cys

Pro

180

Val

Lys

Arg

Leu

Lys

260

His

Lys

Ala

Glu

85

Leu

Glu

Met

Pro

Thr

165

Glu

Cys

Vval

Leu

Pro

245

Asn

Leu

Pro

ES 2 681 839 T3

Ala

70

Ser

Ser

Glu

Asp

Thr

150

Asp

Val

Ser

Phe

Glu

230

Arg

Asn

Leu

Arg

55

Cys

Lys

Lys

Asn

vVal

135

Asn

Leu

Met

Leu

Glu

215

His

Asp

Asn

Pro

Thr
295

Ser

Ala

Leu

Val

120

Arg

Cys

Leu

Leu

Ile

200

Ala

Met

Tyr

Thr

Leu

280

Pro

74

Pro

Lys

Ile

105

Gln

Gln

Leu

Gln

Gly

185

Ser

Val

Ala

Leu

Cys

265

Asp

Val

Tyr

Lys

90

Asp

Val

Asn

Gly

Gln

170

Glu

Ser

Ile

Lys

Val

250

Lys

Gln

Ser

Phe

75

Ile

Tyr

Leu

Cys

Ile

155

Ala

Glu

Asp

Ser

Leu

235

Gln

Asp

Arg

Leu

60

Cys

Glu

Ile

Leu

Cys

140

Arg

Asn

Phe

Lys

Trp

220

Met

Thr

Phe

Leu

Pro
300

Ala

Ile

Tyr

Pro

125

Asp

Ala

Ala

Leu

Leu

205

Ile

Glu

Val

Leu

Leu

285

Lys

Met

Lys

Thr

110

Ala

Phe

Phe

Tyr

Ser

190

Thr

Asn

His

Glu

Ile

270

Ile

Val

Phe

Asp

95

Ala

Ala

Leu

Ala

Ala

175

Leu

Val

Tyr

Val

Glu

255

Glu

Lys

Met

Thr

80

Val

Glu

Ser

Gln

Asp

160

Glu

Ser

Ser

Glu

Arg

240

Glu

Ala

Asn

Ile



Val

305

Asp

Arg

Gly

Gly

Ser

385

Gly

Lys

Ser

Tyr

Pro

465

Ser

Gly

Gly

Asn

Asp
545

Val

Phe

Cys

Gly

Val

370

Thr

Phe

Thr

Val

Asp

450

Ala

Gly

His

Thr

Ala

530

Asp

Gly

Glu

Arg

Phe

355

Lys

Leu

Asp

Asn

Gly

435

Gly

Thr

Ala

Asp

Asn

515

Gly

Gly

Gly

Glu

Ala

340

Asn

Asp

Gly

Gly

Glu

420

Val

Ala

Asn

Gly

Gly

500

Thr

vVal

Ser

Gln

Asp

325

Gly

Gly

Gln

Ala

Ser

405

Trp

Gly

Ser

Glu

Val

485

Pro

Trp

Cys

Cys
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Ala

310

Arg

Val

Ser

Trp

Ala

390

Thr

Phe

Val

Arg

Trp

470

Gly

Leu

Lys

Ala

Asn
550

Pro

Trp

Val

Leu

Thr

375

Val

Gly

Phe

Val

Gln

455

Ile

Val

Val

Gln

Val

535

Leu

Lys

Asp

Phe

Arg

360

Ser

Leu

Leu

Val

Glu

440

Cys

Tyr

Leu

Arg

Val

520

Asn

Ala

75

Ala

Gln

Met

345

Val

Ile

Asn

Ala

Ala

425

Gly

Leu

Val

Ser

Lys

505

Ala

Gly

Ser

Ile

Ile

330

Ala

Arg

Ala

Asp

Ser

410

Pro

Lys

Ser

Ala

Gly

490

Ser

Asp

Leu

Val

Arg

315

Ala

Gly

Thr

Ser

Leu

395

Val

Met

Leu

Thr

Asp

475

Gln

Val

Met

Leu

Glu
555

Ser

Glu

His

Val

Met

380

Leu

Glu

Asn

Tyr

Val

460

Met

Leu

Glu

Asn

Tyr

540

Tyr

Val

Leu

Val

Asp

365

Gln

Tyr

Ala

Thr

Ala

445

Glu

Ser

Tyr

Val

Met

525

vVal

Tyr

Glu

Pro

Tyr

350

Val

Glu

Ala

Tyr

Arg

430

Val

Gln

Thr

Ala

Tyr

510

Cys

Val

Asn

Cys

Ser

335

Ala

Tyr

Arg

Val

Ser

415

Arg

Gly

Tyr

Arg

Thr

495

Asp

Arg

Gly

Pro

Tyr

320

Arg

Val

Asp

Arg

Gly

400

Tyr

Ser

Gly

Asn

Arg

480

Gly

Pro

Arg

Gly

Val
560



Thr Asp Lys

Tyr Ala Gly

<210> 15
<211> 642
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 15

Met

1

His

Gln

Pro

His

65

Ala

His

Cys

Arg

Gln

145

Asn

Val

Gln

Gly

Pro

Ala

50

Ser

Met

Val

Ser

Gln

130

Leu

Val

Arg

Pro

Ser

Pro

35

Ala

Val

Ser

Ala

Pro

115

Thr

Val

Gln

Asp

Trp

Val
580

Arg

Pro

20

Ala

Pro

Ala

Arg

Ala

100

Tyr

His

Gln

Thr

Ala
180

Thr
565

Ala

Ser

Gly

Pro

Met

His

Met

85

Lys

Phe

Val

Phe

Leu

165

Cys

ES 2 681 839 T3

Leu

Val

Glu

Pro

Glu

Glu

Asn

70

Arg

Glu

His

Thr

Ala

150

Leu

Cys

Leu

Ile

Arg

Gly

Ala

Gly

Ser

Gln

Ile

Ala

Leu

135

Tyr

Pro

Lys

Pro

His

Pro

Pro

Glu

40

Ala

Lys

Arg

Arg

Met

120

His

Thr

Ala

Phe

76

Thr

Lys
585

Ala

Glu

25

Arg

Val

Arg

Gly

Ala

105

Phe

Asp

Ala

Ala

Leu
185

Asn
570

Ser

Gly

10

Ala

Thr

Gln

His

Leu

90

His

Thr

Ile

Glu

Ser

170

Leu

Met

Leu

Arg

Pro

Arg

Leu

Tyr

75

Leu

Lys

Asn

Asp

Ile

155

Leu

Ser

Ser Thr Gly Arg Ser

Thr

Pro

Pro

Leu

60

His

Cys

Val

Glu

Pro

140

Val

Leu

Gln

Gln

Pro

Arg

45

Ser

Asp

Asp

Val

Met

125

Gln

Val

Gln

Leu

Ser

Pro

30

Gln

Arg

Ala

Ile

Leu

110

Ser

Ala

Gly

Leu

Asp
190

575

Pro

15

Pro

Ala

Glu

Phe

Val

95

Ala

Glu

Leu

Glu

Asn

175

Pro

Glu

Pro

Arg

Gly

Val

80

Leu

Ser

Ser

Asp

Gly

160

Gly

Ser



Asn

Leu

Ala

225

Leu

Arg

His

Asp

Pro

305

Pro

Cys

Phe

Trp

Ala

385

Ser

Gln

Ala

Cys

Leu

210

Lys

Val

Ala

Val

Phe

290

Asp

Glu

Glu

Ala

His

370

Ala

Asp

Pro

Leu

Leu

195

Lys

Thr

Ser

val

Pro

275

Leu

Cys

Gln

Gly

Ile

355

vVal

vVal

Leu

Glu

His
435

Gly

Ala

Glu

Ser

Leu

260

Arg

Leu

Lys

Arg

Ala

340

His

vVal

Gly

Ala

vVal

420

Gly

Ile

Ala

Glu

Asp

245

Ser

Leu

Gly

Asp

Gly

325

Gly

Gly

Ala

Asn

Thr

405

Ser

Leu

ES 2 681 839 T3

Arg

His

Phe

230

Ser

Trp

Met

His

Leu

310

Val

Pro

Asp

Ser

Arg

390

Val

Met

Leu

Gly

Arg

215

Met

Leu

Val

Lys

Val

295

Leu

Leu

Val

Cys

Met

375

Leu

Glu

Gly

Tyr

Phe

200

Tyr

Leu

Asn

Lys

Cys

280

Asp

Ile

Gly

Leu

Glu

360

Ser

Tyr

Ser

Thr

Ser
440

77

Ala

Val

Leu

Val

His

265

Val

Ala

Glu

Thr

Phe

345

Ala

Thr

Ala

Tyr

Arg

425

Ala

Asp

Leu

Pro

Pro

250

Asp

Arg

Glu

Ala

Ser

330

Ala

Tyr

Arg

Val

Asp

410

Arg

Gly

Ala

Gln

Leu

235

Ser

Val

Leu

Ser

Leu

315

Arg

Val

Asp

Arg

Gly

395

Pro

Ser

Gly

His

His

220

Lys

Glu

Asp

Pro

Leu

300

Lys

Thr

Gly

Thr

Ala

380

Gly

vVal

Cys

Tyr

Ser

205

Phe

Gln

Glu

Ala

Leu

285

Val

Phe

Arg

Gly

Arg

365

Arg

Tyr

Thr

Leu

Asp
445

Cys

Val

Val

Glu

Arg

270

Leu

Arg

His

Pro

Gly

350

Thr

Val

Asp

Asn

Gly

430

Gly

Ser

Asp

Leu

Val

255

Arg

Ser

His

Leu

Arg

335

Ser

Asp

Gly

Gly

Thr

415

Val

Ala

Asp

Val

Glu

240

Tyr

Gln

Arg

His

Leu

320

Arg

Leu

Arg

vVal

Thr

400

Trp

Ala

Ser



<210> 16
<211>59

Cys

Ser

465

Leu

Leu

Val

Glu

Asn

545

Ala

Gly

Ser

Cys

Leu

625

Ser

7

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 16

Leu

450

Val

Asp

Ala

Ala

Gly

530

Ser

Pro

Trp

Ile

Met

610

Asn

Leu

Asn

Ala

Gly

Thr

Ser

515

Ala

Val

Met

Leu

Glu

595

Phe

Phe

Ser

Ala

Asn

Val

500

Met

Leu

Glu

Asn

Tyr

580

Lys

Thr

Pro

Ala

Met

Leu

485

Glu

Leu

Tyr

Arg

Ile

565

Ala
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de diagndstico de cirrosis biliar primaria (CBP) en un individuo que comprende:

a. poner en contacto una muestra de ensayo del individuo con uno o mas antigenos diana, comprendiendo cada
uno un epitopo 12 de tipo kelch o un homdlogo de 12 de tipo kelch de la Tabla VI; y

b. detectar la union del uno o mas antigenos diana a uno o mas anticuerpos en la muestra de ensayo, en el que
la presencia del uno o mas anticuerpos unidos al uno o mas antigenos diana es indicativa de cirrosis biliar
primaria (CBP).

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente comparar el nivel de dichos anticuerpos
con un nivel umbral; en el que un nivel aumentado de los anticuerpos en dicha muestra en comparacién con el nivel
umbral es indicativo de CBP.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1 o 2, en el que los uno o mas antigenos diana se inmovilizan en un soporte
solido.

4. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra de ensayo es células,
tejidos, fluidos corporales, sangre, plasma o suero.

5. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la muestra de ensayo se pone en
contacto con dos o mas de los antigenos diana.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de ensayo se pone en
contacto con tres o mas de los antigenos diana.

7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de ensayo se pone en
contacto con cuatro o mas de los antigenos diana.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que la muestra de ensayo se pone en
contacto con cinco o mas de los antigenos diana.

9. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, en el que dicho antigeno diana comprende una
secuencia seleccionada del grupo que consiste en las SEQ ID NOS. 12, 13, 14, 15, 16, 17 y 18.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que dicho antigeno diana comprende la secuencia de la SEQ ID
NO. 12.

11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en el que dicho antigeno diana comprende un
antigeno recombinante.

12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en el que dicho antigeno diana comprende
adicionalmente una secuencia de marcador.

13. El procedimiento de la reivindicacién 12, en el que dicha secuencia de marcador se localiza en C-terminal o en
N-terminal, o tanto en C-terminal como en N-terminal de dicho antigeno diana.

14. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, en el que dicha etapa de deteccion
comprende adicionalmente un anticuerpo anti-inmunoglobulina (IG) marcado y en el que el antigeno diana, el
anticuerpo y el anticuerpo anti-IG forman un complejo.

15. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende realizar un ensayo
seleccionado del grupo que consiste en: un inmunoensayo en fase sélida, un ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas (ELISA), un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFI), un procedimiento inmunocromatografico, un
ensayo de transferencia de puntos, un ensayo de quimioluminiscencia, y un ensayo colorimétrico.
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Figura 2: prevalidacion de proteina 12
tipo Kelch (KLHL12) mediante ELISA
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Figura 3: Validacion de hexocinasa 1 (HK1) sobre una nueva
cohorte de pacientes de CBP mediante ELISA. EL cuadro rojo es la
cohorte de pacientes y los no recuadrados son los pacientes
normales (sensibilidad del 82 %).
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Figura 4: validacion de proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12) sobre una
nueva cohorte de pacientes de CBP mediante ELISA. El cuadro rojo es la
cohorte de pacientes y los no recuadrados son los pacientes normales
(sensibilidad del 36 %)
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Figura 5: Deteccion de Hexocinasa 1 (HK1) sobre una nueva cohorte de
pacientes de CBP negativos en AAM mediante ELISA. La linea roja es el
umbral de diagnostico. La HK1 detecto 4 de los 17 pacientes de CBP
negativos en AAM (sensibilidad del 24 %)
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Figura 6: Deteccion de proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12) sobre una
nueva cohorte de pacientes de CBP negativos en AAM mediante ELISA.
' La linea roja es el umbral de diagnostico. La KLHL12 detecto 6 de los 17
pacientes de CBP negativos en AAM (sensibilidad del 35 %)
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Figura 7: Diagrama de Venn. Los nuevos autoantigenos
especificos de CBP, HK1 y KLHL12, capturan pacientes de
CBP negativos en AAM previamente indetectables.
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’ Izléura 8: La deteccion de Hexocinasa 1 (HK1) y prdf"éina 12

de tipo Kelch (KLHL12), ademas del ensayo de MIT3 de
INOVA Diagnostic's, puede revelar un gran numero de
pacientes de CBP no diagnosticados anteriormente con una
tincion atipica de inmunofluorescencia indirecta (IFl)
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Figura 9A: Deteccion de HK1 mediante ELISA colorimétricoy
quimioluminiscente en sueros de pacientes de CBP y en sueros
normales.
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Figura 9B: Deteccion de KLHL12 mediante ELISA
colorimétrico y quimioluminiscente en sueros de pacientes
de CBP y en sueros normales.
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Figura 10: Analisis colorimétrico por transferencia de puntos de
autoantigeno de CBP HK1 sondeado con sueros de pacientes de
CBP y normales.
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Figura 11: Comparacion de T=ELISA con un
ELISA comercial (INOVA Diagnostics) usando el |
autoantigeno Sp100 y sueros de CBP
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Figura 12: T2ELISA frente a ELISA convencional para deteccion
de autoanticuerpo de p53 en sueros de cancer
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Figura 14: Deteccion de autoanticuerpo en ELISA con
el autoantigeno hexocinasa 1 (HK1) prepurificado

recubierto directamente con superficie de placa
de microtitulacion de poliestireno.
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Figura 15: Deteccion de autoanticuerpo en ELISA con el
autoantigeno proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12)
prepurificado recubierto directamente con superficie
de placa de microtitulacion de poliestireno.
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Figura 16: Micromatriz de proteoma normalizada a cuantil (protomatriz).
Datos de autoanticuepros para la Hexocinasa humana 1 (HK1) para 92

muestras distintas de suero
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Figura 17: Micromatriz de proteoma normalizada a cuantil (protomatriz).
Datos de autoanticuerpos para la proteina 12 de tipo Kelch (KLHL12)
humana para 92 muestras distintas de suero.
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