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DESCRIPCION

Gen de la calicreina.
Campo de la invencion

La invencion se refiere a moléculas de 4cido nucleico, a proteinas codificadas por dichas moléculas de 4cido
nucleico; y a la utilizacién de las proteinas y de las moléculas de dcido nucleico.

Antecedentes de la invencion

Las calicreinas son un grupo de serina proteasas que se encuentran en diversos tejidos y fluidos biolégicos. El
término “calicreina” fue introducido por primera vez por Werle y colegas que descubri6 concentraciones elevadas de
sus cepas originales en el pancreas (en griego, “kallikreas™) (1, 2). Las calicreinas se dividen en dos grupos principales;
la calicreina del plasma, que es un gen individual (3), y las calicreinas tisulares, que estdn codificadas por una gran
familia de multigenes en roedores (4, 5). Hasta hace poco, la familia del gen de la calicreina humana se pensaba que
estaba constituida Gnicamente por tres miembros (6). Sin embargo, se han identificado 11 nuevos miembros de la
familia del gen de la calicreina (7 a 18). La evolucién en esta drea de investigacion se ha estudiado recientemente (7).

El antigeno especifico de la préstata (PSA), actualmente el marcador tumoral mas 1til para el diagndstico y control
del cancer de prostata, es un miembro de la familia del gen de la calicreina humana de las serinas proteasas (19,
20). Ademas del PSA, la calicreina 2 glandular humana (hK2, codificada por el gen KLLK2) se ha propuesto como
un marcador adyuvante del diagndstico para el cancer de préstata (21, 22). Ademas, las pruebas acumuladas indican
que otros miembros de la familia del gen de la calicreina ampliada pueden estar asociados con el cancer (7). El gen
1 especifico de las células epiteliales normal (NES1) (KLK10, segtin la nomenclatura del gen de la calicreina del
tejido humano aprobado) se descubrié que era un nuevo supresor tumoral, que estd regulado por disminucién durante
la evolucién del cancer de mama (23). Se descubrié asimismo que otros elementos de la familia del gen, incluyendo
zima(KLK6), neuropsina (KLKS8) y la enzima quimotriptica de la capa cérnea humana (HSCCE; KLK7) se expresaban
de forma diferenciada en determinados tipos de canceres (24-26).

Sumario de la invencion

Los presentes inventores identificaron una molécula de 4cido nucleico que codifica una nueva calicreina. La mo-
lIécula de 4dcido nucleico cartografia al cromosoma 19q13.3-q13.4 y estd situado entre los genes klk!I y klk3. La nueva
molécula de dcido nucleico denominada “klk15” presenta tres formas de corte y empalme alternativamente y se expre-
sa principalmente en la glandula tiroides, y en menor extension en la préstata, gldndulas salivales y adrenales, colon,
testiculos y rifién. La expresion del dcido nucleico estd regulada por incremento en el cancer de prdstata y estd bajo
regulacion de la hormona esteroide en la linea celular LNCaP del cancer de prostata. La elevada expresion de klk15
estd asociada a los tumores de prdstata mas agresivos (etapa superior y grado superior).

La nueva proteina calicreina descrita en la presente memoria se denomina “Calicrefna 157, “KLK15” o “proteina
de KLK15”. El gen que codifica la proteina se denomina “klk15”.

La presente invencion se refiere a una proteina aislada que estd constituida por una secuencia de aminoacidos de la
SEC.IDn* 6,7,8609.

La presente invencién se refiere ademds a una molécula de 4cido nucleico aislada que codifica dicha proteina o
a una secuencia de 4cidos nucleicos complementaria a ésta o a una molécula de 4cido nucleico que presenta por lo
menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad con ésta.

La presente invencion se refiere ademds a una molécula aislada de 4cido nucleico que presenta una secuencia de
acidos nucleicos de la SEC. ID n%: 1, 2, 3,4 6 5 en la que T puede ademads ser U, o una secuencia de dcidos nucleicos
complementaria a ésta, o una molécula de 4cido nucleico que presenta por lo menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de
identidad con ésta.

Las moléculas de dcido nucleico de la invencién pueden insertarse en un vector de expresion apropiado, es decir,
un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcién y traduccién de la secuencia de codificacién
insertada. Por consiguiente, pueden construirse vectores de expresion recombinante adaptados para la transformacién
de una célula huésped que comprenden una molécula de acido nucleico de la invencién y uno o més elementos de
transcripcion y traduccién unidos a la molécula de dcido nucleico.

El vector de expresidon recombinante puede utilizarse para preparar células huésped transformadas que expresan
proteinas de KLK15. Por consiguiente, la invencién proporciona ademads células huésped que contienen una molécula
recombinante de la invencidn. La invencidén contempla asimismo mamiferos no humanos transgénicos cuyas células
germinales y células somadticas contienen una molécula recombinante que comprende una molécula de dcido nucleico
de la invencion, en particular la que codifica un andlogo de la proteina de KLK15 o un truncamiento de la proteina de
KLK15.
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La invencién proporciona ademds un método para preparar proteinas de KLK15 que utiliza las moléculas de
dcido nucleico purificadas y aisladas de la invencién. En una forma de realizacién se proporciona un método para
la preparacién de una proteina de KLK15 que comprende (a) transferir un vector de expresién recombinante de la
invencién a una célula huésped; (b) seleccionar las células huésped transformadas de entre las células huésped no
transformadas; (c) cultivar una célula huésped transformada seleccionada en condiciones que permitan la expresién de
la proteina de KLK15; y (d) aislar la proteina de KLK15.

Las proteinas de KLK15 de la invencién pueden conjugarse con otras moléculas, tales como las proteinas, para pre-
parar proteinas de fusion. Esto puede realizarse, por ejemplo, mediante la sintesis de proteinas de fusion N-terminales
o C-terminales.

La invencion contempla ademads anticuerpos que se unen especificamente a una proteina de KLK15 de la invencién.
Los anticuerpos pueden marcarse con una sustancia detectable y utilizarse para detectar las proteinas de la invencién
en tejidos y células. Los anticuerpos pueden presentar utilizacién particular en aplicaciones terapéuticas, por ejemplo
para reaccionar con células tumorales y en conjugados e inmunotoxinas como portadores selectivos de la diana de
varios agentes que presentan efectos antitumorales incluyendo fairmacos quimioterapéuticos, toxinas, modificadores
de la respuesta inmunoldgicas, enzimas y radioisétopos.

La invencién permite ademds la construccién de sondas de nucledtido que son exclusivas para las moléculas de
acido nucleico de la invencion y/o para las proteinas de la invencidn. Por consiguiente, la invencidn se refiere también a
una sonda que comprende una secuencia de dcidos nucleicos de la invencidn o a una secuencia de dcidos nucleicos que
codifican una proteina de la invencion o una parte de ésta. La sonda puede marcarse, por ejemplo, con una sustancia
detectable y puede utilizarse para seleccionar de entre una mezcla de secuencias de nucle6tidos una molécula de 4cido
nucleico de la invencién incluyendo las moléculas de dcido nucleico que codifican una proteina que presenta una o
mads propiedades de una proteina de la invencién. Puede utilizarse una sonda para marcar los tumores.

La invencién proporciona también moléculas de dcido nucleico con cadena complementaria, p. ej. para la pro-
duccién de una cadena de ARNm o de ADN en orientacion inversa a una molécula de cadena complementaria. Una
molécula de 4cido nucleico con cadena complementaria puede utilizarse para suprimir el crecimiento de una célu-
la (p. €j. cancerosa) que expresa KLK15. La invencion proporciona ademds todavia un método para identificar una
sustancia que se une a una proteina de la invencién que comprende hacer reaccionar la proteina con al menos una
sustancia que se une potencialmente con la proteina, en condiciones que permiten la formacién de complejos entre
la sustancia y la proteina y que detecta el enlace. El enlace puede detectarse analizando los complejos, la sustan-
cia libre o la proteina no acomplejada. La invencién contempla también los métodos de identificacion de sustancias
que se unen a otras proteinas intracelulares que interactian con una proteina de KLLK15. Pueden utilizarse también
métodos para identificar los compuestos que se unen a secuencias reguladoras del gen KLK15 (p. ej. secuencias
activadoras).

Mis atin la invencién proporciona un método para evaluar la capacidad de un compuesto para modular la actividad
bioldgica de una proteina de KLK15 de la invencién. Por ejemplo puede evaluarse una sustancia que inhibe o aumenta
la interaccidn de la proteina y una sustancia que se une a la proteina. En una forma de realizacién, el método comprende
proporcionar una concentracién conocida de una proteina de KLLK15, con una sustancia que se une a la proteina y un
compuesto de andlisis en condiciones que permitan la formacién de complejos entre la sustancia y la proteina y la
eliminacién y/o deteccion de complejos.

Los compuestos que modulan la actividad biolégica de una proteina de la invencién pueden identificarse también
utilizando los métodos de la invencién comparando el patrén y el nivel de expresion de la proteina de la invencién en
tejidos y células, en presencia y ausencia de los compuestos.

Las proteinas de la invencion, los anticuerpos, las moléculas de dcido nucleico con cadena complementaria y las
sustancias y compuestos identificados utilizando los métodos de la invencidn, y los péptidos de la invencién pueden
utilizarse para modular la actividad bioldgica de una proteina de KLK15 de la invencién, y pueden utilizarse en
el tratamiento de enfermedades tales como el cancer (particularmente el cancer de prdstata, de colon, de rifién y
testicular) y trastornos de tiroides en un paciente. Por consiguiente, las sustancias y compuestos pueden formularse
en composiciones para la administracion a individuos que padecen trastornos tales como el cancer (particularmente el
céancer de prdstata, colon, rifién y testicular) y trastornos del tiroides en un paciente. En particular, pueden utilizarse
los anticuerpos, las moléculas de acido nucleico con cadena complementaria, las sustancias y los compuestos para
tratar pacientes que tienen una proteina de KLK15 en sus células cancerosas o sobre ellas.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere también a una composicion que comprende una o méds moléculas
de dcido nucleico o a una proteina de la invencién, y un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.
Se proporciona también la utilizacién de una molécula de 4cido nucleico o proteina de la invencién para la preparacion
de un medicamento destinado a su utilizaciéon en un método de tratamiento o prevencion de un trastorno tal como el
céncer (particularmente el cdncer de prdstata, de tiroides, de colon, de rifién y testicular) y trastornos del tiroides en
un paciente.

Otro aspecto de la invencién consiste en la utilizacién de una proteina de KLK15 o de su molécula de 4cido nucleico
codificadora en la preparacién de vacunas para prevenir el cancer y/o tratar el cancer, en particular para prevenir y/o
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tratar el cancer en pacientes que tienen una proteina de KLK15 detectada en sus células. Estas preparaciones de vacuna
pueden utilizarse también para impedir que los pacientes presenten tumores antes de su aparicion.

La invencién contempla ampliamente las vacunas para estimular o potenciar la produccién de anticuerpos dirigidos
contra una proteina de KLLK15 en un paciente al que se administra la vacuna.

La invencién proporciona ademds la utilizacion de una proteina de la invencién para la preparaciéon de una vacuna
para estimular o potenciar en un paciente la produccion de anticuerpos dirigida contra una proteina de KLK15. El
método comprende la administracion a un paciente de una vacuna de la invencidn en una dosis eficaz para estimular o
aumentar la produccién de anticuerpos.

La vacuna puede utilizarse en métodos para el tratamiento, prevencién o retardo de la aparicién del cancer. Los
métodos comprenden administrar a un sujeto una vacuna de la invencién en una dosis eficaz para tratar, prevenir o
retardar la aparicién del cancer.

En otras formas de realizacién, la invencién proporciona un método para identificar inhibidores de una interaccién
de la proteina de KLK15, que comprende

(a) proporcionar una mezcla de reaccién que incluye la proteina de KLLK15 y una sustancia que se une a la
proteina de KLLK15, o por lo menos una parte de cada una que interactda;

(b) poner en contacto la mezcla de reaccién con uno o mas compuestos de andlisis;
(c) identificar los compuestos que inhiben la interaccion de la proteina de KLK15 y la sustancia.

En determinadas formas de realizacién preferidas, la mezcla de reaccion es una célula completa. En otras formas
de realizacién, la mezcla de reaccion es un lisado celular o una composicién proteica purificada. El método del asunto
puede realizarse utilizando bancos de compuestos de ensayo. Dichos agentes pueden ser bancos de proteinas, péptidos,
dcidos nucleicos, carbohidratos, pequefias moléculas orgédnicas y extractos de productos naturales, tales como los
aislados en animales, plantas, hongos y/o microbios. Otro aspecto atin de la presente invencion proporciona un método
para realizar el descubrimiento del firmaco que comprende:

(a) proporcionar uno o mds sistemas de ensayo para identificar los agentes por su capacidad para inhibir o
potenciar la interaccién de una proteina de KLK15 y una sustancia que se une a la proteina;

(b) realizar el perfil terapéutico de los agentes identificados en la etapa (a) o mas analogos de los mismos, la
eficacia y toxicidad en animales; y

(c) determinar una formulacién para una preparacion farmacéutica que incluye uno o més agentes identificados
en la etapa (b) que presentan un perfil terapéutico aceptable.

Otros objetivos, caracteristicas y ventajas de la presente invencién resultardn evidentes a partir de la siguiente
descripcion detallada. Debe entenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos aunque
indican formas de realizacion preferidas de la invencidn se proporcionan unicamente a titulo ilustrativo.

Breve descripcion de los dibujos
La invencién se describe a continuacién haciendo referencia a los dibujos en los que:

La Figura 1 presenta la organizacién gendmica y la secuencia genémica parcial del gen KLK15. Las secuencias
intrénicas no se presentan excepto para las dreas de unién de corte y empalme. Se presentan los intrones con letras
mindsculas y los exones con letras maytsculas. Los nucleétidos de codificacion se presentan en negrita y la zona
3’ no traducida sigue al codén de terminacién TGA (rodeado por un circulo). Los aminodcidos traducidos de la
zona de codificacién se presentan bajo una sola letra de abreviatura. Los codones de iniciacién y terminacién estan
rodeados por un circulo y las uniones ex6n-intrén estdn subrayadas. Los restos cataliticos estdn encasillados. La
supuesta sefial de poliadenilacién esta subrayada. El punto de partida exacto del primer exdn de codificacién no se
determind.

La Figura 2 presenta una alineacion de la secuencia deducida de aminoédcidos de KLK15 con los miembros de
la familia del multigén con calicreina (SEC. ID n°: 25 a 38). Los guiones representan huecos a los que llevar las
secuencias para mejor alineacion. Los restos de la triada catalitica (H, D, S) se presentan en cursiva. Los aminodcidos
idénticos estdn destacados en negrita y las secuencias similares en gris. Los 29 restos de serina proteasa invariable
estan marcados por (e) en la parte inferior y los restos de cisteina por (+) en la parte superior de cada bloque. Las
secuencias de escision previstas de los péptidos sefial y de activacion estan indicadas con flechas. El drea punteada
representa la secuencia del bucle de calicreina. El modelo de escisién de tipo trlpsma previsto por la presencia del
resto “D” estd indicado por (*). KLK15 presenta una “E” en esta posiciéon. Una tnica secuencia de 8 aminodacidos,
HNEPGTAG (SEC. ID n°: 10), esta presente en las posiciones 148 a 155 del gen KLK15.
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La Figura 3 es una representacién de la hidrofobia y hidrofilia de la proteina de KLK15, en comparacién con el
antigeno especifico de la prostata (PSA). Obsérvese la zona hidréfoba en el terminal amino, que sugiere la presencia
de un péptido sefial.

La Figura 4 es un dendograma del arbol filogenético previsto para 15 calicreinas y otras pocas serina proteasas.
Se utiliz6 el método de unién préxima para alinear KLLK15 con otras serinas proteasas y miembros de la familia del
gen de la calicreina. El arbol agrup6 las calicreinas clasicas (hK1, hK2 y PSA) y alineé KLK15 en un grupo con los
genes TLSP y KLK-L3. Otras serina proteasas se alinearon en diferentes grupos, como se muestra. KLK representa
calicreina; KLK-L representa pseudo calicreina; TLSP representa pseudotripsina serina proteasa; NES1 representa
el gen normal especifico de las células epiteliales; PSA representa el antigeno especifico de la préstata; hK1 y hK2
representan la calicreina 1 y 2 glandular humana, respectivamente; y HSCCE representa la enzima quimotriptica de la
capa cérnea humana.

La Figura 5 es una presentacion esquematica de las variantes de corte y empalme diferente de un gen con KLK15.
Los exones se presentan encasillados y los intrones mediante lineas de conexién. Los nimeros dentro de las casillas
representan las longitudes del exén en pares de bases. La punta de flecha apunta al codén de iniciacién comun y
comienza en las posiciones del codon de terminacién. La longitud del producto del polipéptido previsto estd indicada
junto a cada variante en los aminodcidos (AA). El corte y empalme alternativo y/o las omisiones del ex6n crean un
desplazamiento del marco, que conduce a una terminacién prematura.

La Figura 6 presenta las posiciones relativas de los genes con KLK1, KLK15 y KLK3 en el cromosoma 19q13.3-
ql13.4. Los dos clones BAC solapantes se identifican y la zona de solapamiento estd sombreada. Los genes estan
representados mediante flechas horizontales que indican la direccién de la secuencia de codificacion. Las distancias
entre los genes se mencionan en pares de bases. La Figura no estd dibujada a escala.

La Figura 7 presenta la expresion tisular del gen con KLK15, determinada por RT-PCR. KLK15 se expresa prin-
cipalmente en la gldndula tiroides y en menor extensién en la préstata, glandulas salivales y adrenales, en el colon,
testiculos y rindén. M = marcador de peso molecular. Para la explicacién de las bandas multiples de PCR (como alterna-
tivas formas de corte y empalme) véase el Ejemplo. Se realiz6 la PCR con los cebadores KLK15-F2 y KLK15-R1.

La Figura 8 presenta la regulacién hormonal del gen con KLK15 en la linea celular LNCaP de cancer de prostata.
DHT = dihidrotestosterona. Se afiadieron esteroides a una concentracién final de 108 M. (-ve) = referencia negativa.
Se utiliz6 actina como gen de referencia.

La Figura 9 es un diagrama esquematico que presenta la comparacion de las zonas de codificacion de los genes de la
calicreina 15. Los exones estdn representados mediante barras negras y los intrones mediante las lineas de conexion.
Las letras por encima de las casillas indican las posiciones relativas de la triada catalitica que se descubrié que se
conservaba en todos los genes; H indica histidina, D dcido aspartico y S serina. Los nimeros romanos indican las
fases de intrén. La fase de intrén se refiere a la posicién del intrén dentro del codén; I indica que el intrén aparece
después del primer nucledtido del codén, II el intrén aparece después del segundo nucleétido, O que el intrén aparece
entre los codones. Las fases de intrén se conservan en todos los genes. Los nimeros dentro de las casillas indican
longitudes del ex6n en pares de bases. Los nombres entre paréntesis representan la nomenclatura oficial aprobada por
el comité de nomenclatura génica humana. Las zonas 3’ y 5’ no traducidas y los exones en 5’ no traducidos no se
presentan.

Descripcion detallada de la invencion

Segtn la presente invencion puede emplearse la biologia molecular convencional, la microbiologia y las técnicas
de ADN recombinante dentro de los conocimientos en la materia. Dichas técnicas se explican completamente en la
bibliograffa. Véase por ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda
edicién (1989) Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, N.Y.); DNA Cloning: A Practical Approach,
voliimenes [ y IT (D.N. Glover ed. 1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization
B.D. Hames y S. J. Higgins eds. (1985); Transcription and Translation B. D. Hames y S.I. Higgins eds (1984); Animal
Cell Culture R. I. Freshney, ed. (1986); Immobilized Cells and enzymes IRL Press, (1986); y B. Perbal, A Practical
Guide to Molecular Cloning (1984).

1. Moléculas de dcido nucleico de la invencion

Tal como se menciond en la presente memoria anteriormente, la invencién proporciona una molécula aislada de
dcido nucleico que presenta la secuencia que codifica una proteina de KLK15. El término “aislado” se refiere a un
dcido nucleico sustancialmente exento de material celular o al medio de cultivo cuando se produce por técnicas de
ADN recombinante o a reactivos quimicos o a otros productos quimicos cuando se sintetizan quimicamente. Un 4cido
nucleico “aislado” puede también estar exento de las secuencias que flanquean de forma natural al 4cido nucleico (es
decir, las secuencias situadas en los extremos 5’ y 3’ de la molécula de dcido nucleico) de la que procede el 4cido
nucleico. La expresion “dcido nucleico” pretende incluir el ADN y ARN y puede ser de doble cadena o de una cadena.
Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién codifican una proteina que estd constituida por una secuencia de
aminodcidos de la SEC. ID n: 6, 7, 8 6 9. Preferentemente las moléculas de dcido nucleico de la invencién comprenden
una secuencia de 4cido nucleico de una o mas de las SEC. IDn® 1 a 5.
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La invencién incluye secuencias de dcido nucleico complementarias a un dcido nucleico que codifican una proteina
que estd constituida por una secuencia de aminodcidos de la SEC. ID n°: 6, 7, 8 6 9 preferentemente las secuencias de
dcidos nucleicos complementarias a una secuencia de 4cido nucleico completa de una o mas de las SEC. ID n® 1 a 5.

La invencién incluye moléculas de 4cido nucleico con identidad y homologia de la secuencia sustancial de las
secuencias de dcido nucleico de la invencion o proteinas codificantes con identidad o similitud sustancial a la secuencia
de aminodcidos de las SEC. ID n®: 6, 7, 8 6 9. Preferentemente, los dcidos nucleicos presentan identidad sustancial
de secuencia por ejemplo como minimo del 80% o 85% de identidad del acido nucleico; mas preferentemente del
90% de identidad de 4cido nucleico; y ain mdas preferentemente por lo menos del 95%, 96%, 97%, 98% 6 99%
de identidad de secuencia. “Identidad” como se conoce en la técnica y se utiliza en la presente memoria, es una
relacion entre dos o mds secuencias de aminodcidos o dos 0 mds secuencias de dcidos nucleicos, determinadas por
comparacion de las secuencias. Se refiere también al grado de relevancia entre las secuencias de aminoécido o acido
nucleico, como puede ser el caso, determinado por la compatibilidad entre las cadenas de cada secuencia. Identidad y
similitud son términos bien conocidos por los expertos en la materia y pueden calcularse por métodos convencionales
(por ejemplo véase Computational Molecular Biology, Lesk, A. M. ed., Oxford University Press, Nueva York, 1988;
Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D. W. ed., Academic Press, Nueva York, 1993; Computer
Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A. M. y Griffin, H. G. eds., Humana Press, Nueva Jersey, 1994; Sequence
Analysis in Molecular Biology, von Heinje, G. Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y
Devereux, J. eds. M. Stockton Press, Nueva York, 1991, Carillo, H. y Lipman, D., SIAM J. Applied Math. 48: 1073,
1988). Se prefieren generalmente los métodos que estan diseiiados para proporcionar la mayor compatibilidad entre las
dos secuencias. Los métodos para determinar la identidad y la similitud estan codificados en programas informaticos
disponibles al publico que incluyen el paquete del programa CGC (Devereux J. et al., Nucleic Acids Research 12(1):
387, 1984); BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol. 215: 403-410, 1990). El programa
BLAST X esta disponible al piblico en NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. ef al. NCBI NLM NIH
Bethesda, Md. 20894; Altschul, S. et al. J. Mol. Biol. 215: 403-410, 1990).

Las moléculas de 4cido nucleico aisladas que codifican una proteina de KLK15 y las que presentan una secuencia
que se diferencia de una secuencia de dcido nucleico de la invencién debido a la degeneracion del cédigo genético
estan también comprendidas en el alcance de la invencién. Dichos 4cidos nucleicos codifican proteinas funcionalmente
equivalentes (p. ej. una proteina de KLK15) pero se diferencian en la secuencia procedente de la secuencia de una
proteina de KLLK15 debido a la degeneracion del cédigo genético. Como ejemplo, los polimorfismos de la secuencia
de ADN en la secuencia de nucledtidos de una proteina de KLK15 pueden producir mutaciones imperceptibles que
no afectan a la secuencia de aminodcidos. Pueden existir variaciones en uno o mds nucleétidos entre los individuos
en una poblacion debido a la variacion alélica natural. Cualquiera y todas las variaciones de dcidos nucleicos estdn
comprendidas dentro del alcance de la invencion. Pueden producirse también polimorfismos de la secuencia de ADN
los cuales conducen a cambios en la secuencia de aminoacidos de una proteina de KLK15. Estos polimorfismos de
aminodcidos estdn también comprendidos dentro del alcance de la presente invencion.

Una molécula aislada de 4cido nucleico de la invencién que comprende ADN puede aislarse preparando una sonda
marcada de 4cido nucleico basada en toda o parte de la secuencia de 4cido nucleico de la invencién. La sonda de 4cido
nucleico marcada se utiliza para identificar un banco de ADN apropiado (p. €j. un banco de ADNc o de ADN gend-
mico). Por ejemplo, puede utilizarse un banco de ADNc para aislar un ADNc que codifica una proteina de KLK15
cribando el banco con la sonda marcada utilizando técnicas normalizadas. Como alternativa, puede cribarse asimismo
un banco de ADN gendmico para aislar un clon genémico que comprende un gen que codifica una proteina de KLK15.
Los 4cidos nucleicos aislados mediante cribado de un ADNc o de un banco de ADN gendmico pueden secuenciarse
por técnicas normalizadas. Una molécula de dcido nucleico aislada de la invencién que es ADN puede también aislarse
ampliando de manera selectiva un dcido nucleico que codifica una proteina de KLK15 utilizando los métodos de la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y ADNc o ADN genémico. Es posible disefiar cebadores de oligonucledtido
sintéticos a partir de la secuencia de nucleétidos de la invencién para su utilizacién en PCR. Un 4cido nucleico puede
ampliarse a partir del ADNc o del ADN genémico utilizando estos cebadores de oligonucleétido y técnicas de am-
pliacién por PCR normalizadas. El dcido nucleico ampliado de este modo puede clonarse en un vector apropiado y
caracterizarse mediante el andlisis de la secuencia del ADN. El ADNc puede prepararse a partir del ARNm, aislando el
ARNm celular completo mediante varias técnicas, por ejemplo, utilizando el procedimiento de extraccién con tiociana-
to de guanidinio de Chirgwin et al., Biochemistry, 18, 5294-5299 (1979). El ADNCc se sintetiza a continuacién a partir
del ARNm utilizando transcriptasa inversa (por ejemplo, la transcriptasa inversa MLV de Moloney de Gibco/BRL,
Bethesda, MD, o transcriptasa inversa AMV disponible en Seikagaku America, Inc., San Petersburgo, FL).

Puede aislarse una molécula aislada de acido nucleico de la invencién que es ARN clonando un ADNc que codifica
una proteina de KLK15 en un vector apropiado que permite la trascripcién del ADNc para producir una molécula de
ARN que codifica una proteina de KLK15. Por ejemplo, un ADNc puede clonarse corriente abajo de un activador de
bacteriéfago (p. ej. un activador T7) en un vector, el ADNc puede transcribirse in vitro con T7 polimerasa y el ARN
resultante puede aislarse por técnicas convencionales.

Las moléculas de 4cido nucleico de la invencién pueden sintetizarse quimicamente utilizando las técnicas norma-
lizadas. Son conocidos los métodos de sintesis quimica de polidesoxinucleétidos, que incluyen pero no se limitan a la
sintesis en fase sélida que, como la sintesis de péptidos, se ha automatizado completamente en los sintetizadores de
ADN disponibles en el mercado (véase p. ej., Itakura et al. patente US n°® 4.598.049; Caruthers et al. patente US n°
4.458.0606; e Itakura patentes US n°® 4.401.796 y n° 4.373.071).

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 266 245 T3

La determinacién de si una molécula determinada de acido nucleico codifica una proteina de KLK15 puede llevarse
a cabo expresando el ADNc en una célula huésped apropiada por técnicas normalizadas y analizando la proteina
expresada en los métodos descritos en la presente memoria. Un ADNc que codifica una proteina de KLK15 puede
secuenciarse por técnicas normalizadas, tal como la terminacién de la cadena de didesoxinucleético o el secuenciado
quimico de Maxam-Gilbert, para determinar la secuencia de dcidos nucleicos y la secuencia de aminodcidos prevista
de la proteina codificada.

El codén de iniciacién y las secuencias no traducidas de una proteina de KLK15 pueden determinarse utilizando el
programa informético disefiado para este fin, tal como PC/Gene (IntelliGenetics Inc., Calif.). La estructura intrén-exén
y las secuencias reguladoras de la transcripcién de un gen que codifica una proteina de KLK15 pueden confirmarse
utilizando una molécula de dcido nucleico de la invencién que codifica una proteina de KLK15 para sondar un banco
de clones de ADN gendmico. Pueden identificarse elementos reguladores utilizando técnicas normalizadas. La funcién
de los elementos puede confirmarse utilizando estos elementos para expresar un gen indicador tal como el gen lacZ
que estd operativamente unido a los elementos. Estos montajes pueden introducirse en células cultivadas utilizando
procedimientos convencionales o en modelos de animales transgénicos no humanos. Adema4s de identificar elementos
reguladores en el ADN, dichos montajes pueden utilizarse también para identificar proteinas nucleares que interactiian
con los elementos, utilizando técnicas conocidas en la materia.

En una determinada forma de realizacion de la invencion, las moléculas de acido nucleico aisladas utilizando los
métodos descritos en la presente memoria son alelos del gen con KLK15 mutante. Los alelos mutantes pueden aislarse
de individuos ya sean conocidos o propuestos que presenten un genotipo que contribuya a los sintomas de un trastorno
que involucra una proteina de KLLK15. Los alelos mutantes y los productos de alelo mutante pueden utilizarse en
métodos terapéuticos y de diagndstico descritos en la presente memoria. Por ejemplo, un ADNc de un gen mutante
con KLK15 puede aislarse utilizando PCR tal como se describe en la presente memoria, y la secuencia del ADN del
alelo mutante puede compararse con la del alelo normal para determinar la(s) mutacién(es) responsable(s) de la pérdida
o alteracion de la funcidn del producto génico mutante. Asimismo puede construirse un banco gendémico utilizando
ADN de un individuo que se sospecha o se conoce que lleva un alelo mutante, o puede construirse un banco de ADNc
utilizando ARN procedente del tejido que se conoce o se sospecha que expresa el alelo mutante. Un dcido nucleico
que codifica un gen normal con KLK15 o cualquier fragmento adecuado del mismo, puede marcarse a continuacién
y utilizarse como sonda para identificar el alelo mutante correspondiente en dichos bancos. Los clones que contienen
secuencias mutantes pueden purificarse y someterse a andlisis de secuencia. Ademads, puede construirse un banco de
expresion utilizando ADNc procedente del ARN aislado de un tejido de un individuo que se conoce o se sospecha para
expresar un alelo mutante de KLLK15. Los productos génicos preparados mediante el tejido supuestamente mutante
pueden expresarse y cribarse, por ejemplo utilizando anticuerpos especificos para una proteina de KLK15 como se
describe en la presente memoria. Los clones del banco identificados que utilizan los anticuerpos pueden purificarse y
someterse al andlisis de la secuencia.

La secuencia de una molécula de 4cido nucleico de la invencidn, o un fragmento de la molécula, pueden invertirse
con relacién a su presentacion normal para que la transcripcién produzca una molécula de acido nucleico con cadena
complementaria. Puede construirse una molécula de dcido nucleico con cadena complementaria utilizando sintesis
quimica o reacciones de ligadura enzimadtica que utilizan los procedimientos conocidos en la materia.

2. Proteinas de la invencion

Una secuencia de aminodcidos de la proteina de KLK15 estd constituida por una secuencia como se presenta en
las SEC. ID n®: 6, 7, 8 6 9. La proteina se expresa principalmente en la glandula tiroides y en menor medida en la
prostata, gldndulas salivales y suprarrenales, colon, testiculos y rifién.

La invencién contempla asimismo isoformas de las proteinas de la invencién. Una isoforma contiene el mismo
nimero y clase de aminodcidos que una proteina de la invencion, pero la isoforma presenta una estructura molecular
diferente. Las isoformas contempladas por la presente invencion presentan preferentemente las mismas propiedades
que una proteina de la invencién descrita en la presente memoria.

La presente invencidn incluye también proteinas de KLK 15 conjugadas con una proteina, o una proteina marcadora
seleccionada (véase a continuacién) para producir proteinas de fusion.

Una proteina de KLK15 de la invencién puede prepararse utilizando métodos de ADN recombinante. Por con-
siguiente, las moléculas de 4cido nucleico de la presente invencién que presentan una secuencia que codifica una
proteina de KLLK15 de la invencién pueden incorporarse de forma conocida en un vector de expresién apropiado que
asegura la expresion buena de una proteina. Los vectores de expresion posibles incluyen pero no se limitan a césmi-
dos, plasmidos o virus modificados (p. €j., retrovirus con defectos de replicacién, adenovirus y virus adeno-asociados)
siempre que el vector sea compatible con la célula huésped utilizada.

La invencién contempla por lo tanto un vector de expresién recombinante de la invencién que contiene una molé-
cula de 4acido nucleico de la invencién y las secuencias reguladoras necesarias para la transcripcion y traduccién de la
secuencia de proteina insertada. Las secuencias reguladoras adecuadas pueden proceder de varias fuentes, incluyen-
do los genes bacterianos, flingicos, viricos, de mamifero o de insecto [por ejemplo, véase las secuencias reguladoras
descritas en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
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(1990)]. La seleccién de secuencias reguladoras apropiadas depende de la célula huésped seleccionada como se ex-
pone a continuacién y un experto en la materia puede realizarla ficilmente. Las secuencias reguladoras necesarias
pueden ser suministradas por la proteina de KLK15 natural y sus zonas flanqueantes.

La invencién proporciona ademds un vector de expresion recombinante que comprende una molécula de dcido nu-
cleico ADN de la invencidn clonada en el vector de expresion en una orientacién de cadena complementaria. Esto es,
la molécula de ADN estd unida a la secuencia reguladora de manera que permite la expresion, mediante transcripcién
de la molécula de ADN, de una molécula de ARN que es de cadena complementaria con respecto a la secuencia de
acido nucleico de una proteina de la invencién o un fragmento de la misma. Pueden seleccionarse secuencias regula-
doras unidas al dcido nucleico con cadena complementaria, las cuales dirigen la expresion continua de la molécula de
ARN con cadena complementaria en varios tipos de célula, por ejemplo un activador y/o potenciador virico, o pueden
seleccionarse secuencias reguladoras, las cuales dirigen la expresion especifica de tipo tisular o celular del ARN con
cadena complementaria.

Los vectores con expresion recombinante de la invencién pueden también contener un gen marcador que facilita
la seleccion de las células huésped transformadas o transfectadas con una molécula recombinante de la invencion.
Ejemplos de genes marcadores son los genes que codifican una proteina tal como G418 e higromicina que confieren
resistencia a determinados farmacos, §-galactosidasa, cloranfenicol acetiltranferasas, luciferasa de luciérnaga o una
inmunoglobulina o fragmento de la misma tal como el fragmento Fc de una inmunoglobulina, preferentemente IgG.
Los marcadores pueden introducirse en un vector separado del 4cido nucleico de interés.

Los vectores con expresion recombinante pueden también contener genes que codifican un resto de fusidon que
proporciona aumento de expresion de la proteina recombinante; aumento de solubilidad de la proteina recombinante
y ayudan a la purificacién de la proteina recombinante diana actuando como ligando en la purificacion por afinidad.
Por ejemplo, puede afiadirse una secuencia de escision proteolitica a la proteina recombinante diana para que permita
la separacién de la proteina recombinante del resto de fusién después de la purificacion de la proteina de fusion. Los
vectores de expresion de la fusion tipicos incluyen pGEX (Amrad Corp., Melbourne, Australia), pMAL (New England
Biolabs, Beverly, MA) y pRITS5 (Pharmacia, Piscataway, NJ) que fusionan la glutatién S-transferasa (GST), proteina
de unién a maltosa E o proteina A, respectivamente, a la proteina recombinante.

Pueden introducirse vectores con expresion recombinante en las células huésped para producir una célula huésped
transformante. Las “células huésped transformantes” incluyen las células huésped que han sido transformadas o trans-
fectas con un vector con expresion recombinante de la invencidn. Las expresiones “transformada con”, “transfectada
con”, “transformacién” y “transfeccién” comprenden la introduccién de un 4cido nucleico (p. €j. un vector) en una
célula mediante una de las muchas técnicas normalizadas. Las células procariéticas pueden transformarse con un acido
nucleico, por ejemplo, por electroporacion o transformacién mediada por cloruro de calcio. Puede introducirse un 4ci-
do nucleico en células de mamifero por técnicas convencionales tales como coprecipitacion con fosfato célcico o clo-
ruro de calcio, transfeccién mediada por DEAE-dextrano, lipofectina, electroporacién o microinyeccion. Los métodos
adecuados para transformar y transfectar células huésped pueden encontrarse en Sambrook et al. (Molecular Cloning:

A Laboratory Manual, 2° edicién, Cold Spring Harbor Laboratory press (1989)), y otros libros de texto de laboratorio.

Las células huésped adecuadas incluyen una amplia variedad de células huésped procaridticas y eucarioticas.
Por ejemplo, las proteinas de la invencién pueden expresarse en células bacterianas tales como E. coli, células de
insecto (utilizando baculovirus), células de levadura o células de mamifero. Otras células huésped adecuadas pueden
encontrarse en Goeddel, Gene Expression Technology: Methods in Enzymology 185, Academic Press, San Diego, CA
(1991).

Puede seleccionarse también una célula huésped que module la expresién de una secuencia de dcido nucleico
insertada o que modifique (p. €j. glucosilacion o fosforilacion) y procese (p. ej. escinda) la proteina de una manera
deseada. Pueden seleccionarse sistemas huésped o lineas celulares para que tengan mecanismos especificos y caracte-
risticos para el tratamiento después de la traduccion y la modificacién de las proteinas. Por ejemplo, pueden utilizarse
las células huésped eucariéticas que incluyen CHO, VERO, BHK, HeLA, COS, MDCK, 293, 3T3 y WI38. Para la
expresion de la proteina estable de alto rendimiento a largo plazo, pueden modificarse genéticamente lineas celulares
y sistemas huésped que expresen de forma estable el producto génico.

Las células huésped y en particular las lineas celulares producidas utilizando los métodos descritos en la presen-
te memoria pueden ser particularmente ttiles en la identificacién y evaluacién de los compuestos que modulan la
actividad de una proteina de KLK15.

Pueden expresarse también las proteinas de la invencidn en animales transgénicos no humanos incluyendo pero sin
limitarse a ratones, ratas, conejos, cobayas, lechones, cabras, ovejas, cerdos, primates no humanos (p. ej. mandriles,
monos y chimpancés) [véase Hammer ef al. (Nature 315:680-683, 1985), Palmiter et al. (Science 222:809-814, 1983),
Brinster et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:4438-4442, 1985), Palmiter y Brinster (Cell 41:343-345, 1985) y patente
US n° 4.736.866)]. Los procedimientos conocidos en la materia pueden utilizarse para introducir una molécula de
acido nucleico de la invencidon que codifica una proteina de KLK15 en animales para producir las lineas de base de
animales transgénicos. Dichos procedimientos incluyen la microinyeccién pronuclear, la transferencia génica mediada
por retrovirus en lineas germinales, el direccionamiento génico en células madre embrionarias, la electroporacién del
embridn y la transferencia génica mediada por espermatozoides.
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La presente invencién contempla un animal transgénico que lleva el gen KLK15 en todas sus células y los anima-
les que llevan el transgén en algunas pero no en todas sus células. El transgén puede estar integrado como un dnico
transgén o en concatdmeros. El transgén puede introducirse de manera selectiva y activarse en tipos de células es-
pecificas (véase por ejemplo, Lasko et al., 1992 Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 6236). El transgén puede integrarse
en la secuencia cromosdmica del gen endégeno por direccionamiento génico. El transgén puede introducirse selecti-
vamente en un tipo de célula determinado inactivando el gen endégeno en este tipo celular (véase Gu et al. Science
265: 103-106).

La expresion de una proteina de KLK15 recombinante en un animal transgénico puede analizarse utilizando técni-
cas normalizadas. La identificacién inicial puede realizarse mediante andlisis por transferencia Southern o por métodos
PCR para analizar si se ha integrado el transgén. Puede evaluarse también el nivel de expresion de ARNm en los tejidos
de animales transgénicos utilizando las técnicas que incluyen el andlisis por transferencia Northern de muestras de te-
jido, la hibridacién in situ y RT-PCR. El tejido puede evaluarse también por inmunocitoquimica utilizando anticuerpos
contra la proteina de KLK15.

Pueden prepararse también proteinas de la invencion mediante sintesis quimica utilizando técnicas bien conocidas
en la quimica de las proteinas tales como la sintesis en fase sélida (Merrifield, 1964, J. Am. Chem. Assoc. 85:2149-
2154) o la sintesis en solucién homogénea (Houbenweyl, 1987, Methods of Organic Chemistry, ed. E. Wansch, vol.
15 1y II, Thieme, Stuttgart).

Las proteinas de fusién con terminal N o con terminal C que comprenden la proteina de KLK15 de la invencién
conjugada con otras moléculas, tales como proteinas, pueden prepararse fusionando, por técnicas recombinantes, el
terminal N o el terminal C de una proteina de KLK15 y la secuencia de una proteina o proteina marcadora selecciona-
das con una funcién biolégica deseada. Las proteinas de fusion resultantes contienen una proteina de KLLK 15 fusionada
a la proteina o proteina marcadora seleccionada como se describe en la presente memoria. Ejemplos de proteinas que
pueden utilizarse para preparar las proteinas de fusion incluyen las inmunoglobulinas, glutation-S-transferasa (GST),
hemoglutinina (HA) y myc truncada.

3. Anticuerpos

Las proteinas de KLK15 de la invencién pueden utilizarse para preparar anticuerpos especificos para las proteinas.
Pueden prepararse anticuerpos que se unen a un epitopo distinto en una zona no conservada de la proteina. Una zona no
conservada de la proteina es la que no presenta homologia de secuencia sustancial con otras proteinas. Puede también
utilizarse una zona de una zona conservada tal como un dominio bien caracterizado para preparar un anticuerpo contra
una zona conservada de una proteina de KLK15. Pueden también producirse anticuerpos con especificidad para una
proteina de KLK15 a partir de las proteinas de fusion creadas expresando proteinas de fusién en bacterias como se
describe en la presente memoria.

La invencién puede emplear anticuerpos integros monoclonales o policlonales y fragmentos inmunolégicamente
activos (p. ej. un fragmento Fab, (Fab), o fragmentos del banco de expresion de Fab y fragmentos que se unen al
epitopo de los mismos), una cadena pesada de anticuerpo y una cadena ligera de anticuerpo, una molécula Fv de
una sola cadena modificada genéticamente (Ladner et al., patente US n° 4.946.778), anticuerpo humanizado o un
anticuerpo hibrido, por ejemplo, un anticuerpo que contiene la especificidad de un unién de un anticuerpo murino,
pero en el que las partes restantes son de origen humano. Pueden prepararse anticuerpos que incluyen anticuerpos
monoclonales y policlonales, fragmentos e hibridos, utilizando los métodos conocidos por los expertos en la materia.

4. Aplicaciones de las moléculas de dcido nucleico, proteinas de KLK15 y anticuerpos de la invencion

Las moléculas de dcido nucleico, las proteinas de KLK15 y los anticuerpos de la invencién pueden utilizarse en
la evaluacion del prondstico y del diagndstico de trastornos que involucran una proteina de KLK15 (p. ej. cincer o
trastornos del tiroides) y en la identificacién de pacientes con una predisposicion a dichos trastornos (apartado 4.1.1 y
4.1.2).

La presente invencién proporciona un kit de ensayo para diagnosticar una enfermedad asociada a una proteina de
la invencién determinando la presencia de una molécula de dcido nucleico o de una proteina de la invencién.

El kit de ensayo puede ser utilizado por un método para detectar la expresién del marcador KLK15 de céncer en
un paciente que comprende:

(a) tomar una muestra procedente de un paciente; y

(b) detectar en la muestra una secuencia de dcido nucleico que codifica KLK15 o un producto de la proteina
codificado por una secuencia de 4cido nucleico con KLK15.

Las moléculas de dcido nucleico, las proteinas de KLK15 y los anticuerpos de la invencion pueden utilizarse en el
diagndstico y estadificacion del cancer, en particular del cancer de prostata. El aumento de las concentraciones de las
proteinas de KLK15 se asocia con formas no agresivas del cancer de prdstata y puede ser un indicador de prondstico
escaso.
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Los métodos para detectar las moléculas de acido nucleico y las proteinas de KLK15 de la invencién, pueden
utilizarse para controlar los trastornos que involucran una proteina de KLK15 detectando las proteinas de KLK15 y las
moléculas de dcido nucleico que codifican las proteinas de KLK15. Las aplicaciones de la presente invencion incluyen
también métodos para la identificacién de compuestos que modulan la actividad bioldgica de las proteinas de KLK15
(apartado 4.2). Los compuestos, anticuerpos, etc. pueden utilizarse para el tratamiento de trastornos que involucran
una proteina de KLK15 (seccidén 4.3). Serfa asimismo evidente para un experto en la materia que los métodos descritos
en la presente memoria puedan utilizarse para estudiar la expresion del desarrollo de las proteinas de KLK15 y, por
consiguiente, proporcionard mas comprension en la funcién de las proteinas de KLK15.

4.1 Métodos de diagndstico

Pueden emplearse varios métodos para la evaluacién del diagndstico y del prondstico de trastornos que involu-
cran una proteina de KLK15 y para la identificacién de pacientes con una predisposicion a dichos trastornos. Dichos
métodos, por ejemplo, pueden utilizar moléculas de dcido nucleico de la invencién y fragmentos de las mismas y an-
ticuerpos dirigidos contra las proteinas de KLK15, incluyendo fragmentos peptidicos. En particular, pueden utilizarse
dcidos nucleicos y anticuerpos, por ejemplo, para: (1) la deteccién de la presencia de mutaciones de KLK15 o para
la deteccion de la sobreexpresion o infraexpresiéon del ARNm de KLK15 en comparacién con un estado sin trastorno
o para la deteccion cualitativa o cuantitativa de formas alternativamente cortadas y empalmadas de los transcritos de
KLK15 que pueden correlacionarse con determinadas enfermedades o la susceptibilidad hacia dichas dolencias; y (2)
la deteccidn de una sobreabundancia o una infraabundancia de proteinas de KLK15 en comparacién con un estado sin
trastorno o la presencia de una proteina de KLK15 modificada (p. ej., menos de la longitud total) que se correlaciona
con un estado del trastorno o una evolucién hacia un estado del trastorno.

Los métodos descritos en la presente memoria pueden utilizarse para evaluar la probabilidad de la presencia de
células malignas o premalignas, por ejemplo, en un grupo de células recién eliminadas de un huésped. Dichos métodos
pueden utilizarse para detectar tumores, cuantificar su crecimiento y ayudar al diagnéstico y prondstico de la enfer-
medad. Los métodos pueden utilizarse para detectar la presencia de metastasis de cancer, asi como para confirmar la
ausencia o eliminacién de todo el tejido tumoral tras la cirugia, quimioterapia del cdncer y/o la terapia de radiacion.
Pueden ademads utilizarse para controlar la quimioterapia del cancer y la reaparicién del tumor.

Pueden realizarse los métodos descritos en la presente memoria utilizando kits de diagndstico preenvasados que
comprenden por lo menos un 4cido nucleico o un anticuerpo especificos para KLK15 descritos en la presente memoria
que pueden utilizarse convenientemente, p. €j., en instalaciones clinicas, para observar y diagnosticar pacientes y para
observar e identificar aquellos individuos que presentan una predisposicién a desarrollar un trastorno.

Las técnicas de deteccidn basadas en dcidos nucleicos se describen, a continuacidn, en el apartado 4.1.1. Las téc-
nicas de deteccion de péptidos se describen, a continuacién, en el apartado 4.1.2. Las muestras que pueden analizarse
utilizando los métodos de la invencién incluyen las que son conocidas o se sospecha que expresan a KLK15 o contie-
nen proteinas de KLK15. Las muestras pueden proceder de un paciente o de un cultivo celular e incluyen pero no se
limitan a fluidos bioldgicos, extractos tisulares, células recién recogidas y lisados de células que han sido incubados
en cultivos celulares.

Los oligonucleétidos o fragmentos mayores procedentes de algunos de los 4cidos nucleicos de la invencién pueden
utilizarse como dianas en una micromatriz. La micromatriz pueden utilizarse para controlar simultdneamente los
niveles de expresion de grandes cantidades de genes y para identificar variantes, mutaciones y polimorfismos genéticos.
La informacién de la micromatriz puede utilizarse para determinar la funcién génica, para comprender las bases
genéticas de una dolencia, para diagnosticar un trastorno y para desarrollar y controlar las actividades de agentes
terapéuticos.

La preparacion, utilizacién y andlisis de micromatrices son bien conocidas por un experto en la materia. (Véase,
por ejemplo, Brennan, T. M. et al. (1995) patente US n° 5.474.796; Schena, et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
93:10614-10619; Baldeschweiler et al. (1995), solicitud PCT WO 95/251116; Shalon, D. et al. (1995) solicitud PCT
WO 95/35505; Heller, R. A. et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 94:2150-2155; y Heller M. J. et al. (1997) patente
US n° 5.605.662).

4.1.1 Métodos para detectar moléculas de dcido nucleico de la invencion

Las moléculas de dcido nucleico de la invencién permiten a los expertos en la materia construir sondas de nu-
cleétido para su utilizacién en la deteccién de secuencias de dcido nucleico de la invencién en muestras. Las sondas
adecuadas incluyen moléculas de 4cido nucleico basadas en secuencias de dcido nucleico que codifican por lo menos
5 aminodécidos sucesivos de las zonas de la proteina de KLK15, preferentemente comprenden 15 a 30 nucleétidos
(véanse las SEC. ID n°: 47 a 50). Una sonda de nucleétido puede estar marcada con una sustancia detectable tal co-
mo un marcador radioactivo que proporciona una sefial adecuada y presenta suficiente vida media tal como *P, °H,
14C o similares. Otras sustancias detectables que pueden utilizarse incluyen los antigenos que son reconocidos por un
anticuerpo especifico marcado, compuestos fluorescentes, enzimas, anticuerpos especificos para un antigeno marcado
y compuestos luminiscentes. Un marcador apropiado puede seleccionarse con respecto a la velocidad de hibridacién
y a la unién de la sonda al nucleétido que debe detectarse y a la cantidad de nucleétido disponible para hibridacion.
Las sondas marcadas pueden hibridarse a 4cidos nucleicos en soportes sélidos tales como fibras de nitrocelulosa o
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membranas de nilén como se describe generalmente en Sambrook et al., 1989, Molecular Cloning, A Laboratory
Manual (2° ed.). Pueden utilizarse sondas de 4cido nucleico para detectar genes, preferentemente en células humanas,
que codifican proteinas de KLK15. Pueden utilizarse sondas de nucleétido también en el diagnéstico de trastornos que
involucran una proteina de KLK15; en el control de la evolucién de dichos trastornos; o en el control de un tratamiento
terapéutico.

La sonda puede utilizarse en técnicas de hibridacion para detectar los genes que codifican proteinas de KLK15.
La técnica conlleva generalmente poner en contacto e incubar dcidos nucleicos (por ejemplo molécula de ADN re-
combinante, genes clonados) obtenidos de una muestra procedente de un paciente o de otra fuente celular con una
sonda de la presente invencién en condiciones favorables para la hibridacion especifica de las sondas con secuencias
complementarias en los dcidos nucleicos. Después de la incubaciodn, se eliminan los dcidos nucleicos no hibridados y
se detecta la presencia de los 4cidos nucleicos que se han hibridado con la sonda si existen.

La deteccién de las moléculas de 4cido nucleico de la invencién puede implicar la ampliacién de secuencias génicas
especificas que utilizan un método de ampliacién tal como PCR, seguido del andlisis de las moléculas ampliadas
utilizando técnicas conocidas por los expertos en la materia. Los expertos en la materia pueden disefiar de forma
rutinaria cebadores adecuados.

Puede utilizarse ADN gendmico en ensayos de hibridacién o ampliacién de muestras bioldgicas para detectar ano-
malias que involucran a la estructura de KLK15, incluyendo mutaciones, inserciones, deleciones y transposiciones
cromosomicas puntuales. Por ejemplo, puede utilizarse el secuenciado directo, andlisis de polimorfismo conformacio-
nal de una sola cadena, andlisis heterodoble, electroforesis en gel con gradiente de desnaturalizacion, escisién quimica
incompatible e hibridacién de oligonucleétidos.

Pueden utilizarse técnicas de genotipia conocidas por un experto en la materia para tipificar polimorfismos que
estdn en proximidad intima con las mutaciones en un gen klkl5. Pueden utilizarse polimorfismos para identificar
individuos en familias que es probable que lleven mutaciones. Si un polimorfismo presenta desequilibrio de enlace con
las mutaciones en un gen con KLK15, puede utilizarse también la identificacién para los individuos en una poblacién
general que es probable que lleve mutaciones. Los polimorfismos que pueden utilizarse incluyen polimorfismos con
longitud del fragmento de restriccién (RFLP), polimorfismos de una sola base y polimorfismos sencillos con repeticién
de la secuencia (SSLP).

Puede utilizarse una sonda de la invencidn para identificar directamente los RFPL. Puede utilizarse ademas una
sonda o cebador de la invencién para aislar clones genémicos tales como YAC, BAC, PAC, c6smidos, fago o plas-
midos. El ADN en los clones puede identificarse para los SSLP utilizando procedimientos de hibridaciéon o de
secuenciado.

Pueden utilizarse las técnicas de hibridacién y ampliacién descritas en la presencia memoria en aspectos de analisis
cualitativo y cuantitativo de la expresion de klkl5. Por ejemplo, puede aislarse ARN de un tipo de célula o tejido
conocido para expresar klk/5 y analizarse utilizando la hibridacién (p. ej. andlisis de Northern normalizado) o técnicas
de PCR mencionadas en la presente memoria. Pueden utilizarse técnicas para detectar diferencias en el tamafio del
transcrito que pueden ser debido a corte y empalme alternativo normal o anormal. Pueden utilizarse las técnicas
para detectar diferencias cuantitativas entre niveles de transcritos completos y/o alternativamente de corte y empalme
detectados en individuos normales en comparacién con los individuos que presentan sintomas de un trastorno que
involucra una proteina de KLK15.

Pueden utilizarse cebadores y sondas en los métodos in situ descritos anteriormente, es decir directamente en las
secciones de tejido (fijadas y/o congeladas) del tejido del paciente extraido por biopsias y resecciones.

4.1.2 Métodos para detectar proteinas de KLK15

Pueden utilizarse anticuerpos especificamente reactivos con una proteina de KLK15, o derivados, tales como con-
jugados enzimaticos o derivados marcados, para detectar proteinas de KLLK15 en varias muestras (por ejemplo, ma-
teriales bioldgicos). Pueden utilizarse como reactivos para diagndstico o prondstico y pueden utilizarse para detectar
anomalias en el nivel de expresion de la proteina de KLK15, o anomalias en la estructura y/o posicién temporal, del
tejido, celular o subcelular de una proteina de KLK15. Pueden utilizarse anticuerpos para identificar in vitro com-
puestos potencialmente terapéuticos para determinar sus efectos sobre los trastornos que involucran una proteina de
KLK15, y otras enfermedades. Puede utilizarse también inmunoanadlisis in vitro para evaluar o controlar la eficacia de
determinadas terapias. Pueden utilizarse también los anticuerpos de la invencién in vitro para determinar el nivel de
expresion de KLK15 en células modificadas genéticamente para producir la proteina de KLK15.

Pueden utilizarse anticuerpos en cualquier inmunoandlisis conocido que se base en la interaccion del enlace en-
tre un determinante antigénico de una proteina de KLK15 y los anticuerpos. Ejemplos de dichos andlisis son el ra-
dioinmunoandlisis, el inmunoandlisis enzimdtico (p. €j. ELISA), la inmunofluorescencia, la inmunoprecipitacion, la
aglutinacién en latex, la hemoaglutinacién y las pruebas histoquimicas. Pueden utilizarse anticuerpos para detectar y
cuantificar proteinas de KLK15 en una muestra a fin de determinar su funcién en determinados episodios celulares o
estados patoldgicos y para diagnosticar y tratar dichos estados patoldgicos.
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En particular, pueden utilizarse los anticuerpos de la invencién en andlisis inmunohistoquimicos, por ejemplo, en el
nivel celular y subsubcelular, para detectar una proteina de KLK15, para localizarla en determinadas células y tejidos
y para especificar posiciones subcelulares y para cuantificar el nivel de expresion.

Pueden utilizarse técnicas histoquimicas conocidas en la materia para localizar antigenos que utilizan microscopia
Optica y electrénica para detectar una proteina de KLK15. Generalmente, puede marcarse un anticuerpo de la inven-
cién con una sustancia detectable y una proteina relacionada con KLK15 puede localizarse en los tejidos y células
basandose en la presencia de la sustancia detectable. Ejemplos de sustancias detectables incluyen, pero no se limitan
a, los siguientes radiois6topos (p. €j., °H, *C, ¥S, 11, B!T), marcadores fluorescentes (p. €j., FITC, rodamina, lanténi-
dos fosforescentes), marcadores luminiscentes tal como luminol; marcadores enzimaticos (p. ej. peroxidasa de rdbano
picante, [5-galactosidasa, luciferasa, fosfatasa alcalina, acetilcolinesterasa), grupos biotinilo (que pueden detectarse
mediante avidina marcada p. ej., estreptavidina que contiene un marcador fluorescente o actividad enzimatica que
puede detectarse por métodos Opticos o calorimétricos), epitopos de polipéptido predeterminados reconocidos por un
indicador secundario (p. €j., secuencias par cremallera de leucina, secuencias de enlace para anticuerpos secundarios,
dominios de enlace metdlico, etiquetas de epitopo). En algunas formas de realizacién, los marcadores estdn unidos
mediante brazos espaciadores de varias longitudes para reducir el impedimento estérico potencial. Los anticuerpos
pueden también acoplarse a sustancias de densidad electrénica, tal como ferritina u oro coloidal, que se observan
facilmente al microscopio electrénico.

El anticuerpo o la muestra pueden inmovilizarse sobre un portador o soporte sélido que sea capaz de inmovilizar
las células, anticuerpos, etc. Por ejemplo, el portador o soporte puede ser nitrocelulosa, o vidrio, poliacrilamidas,
gabbros y magnetita. El material del soporte puede presentar cualquier configuracién posible incluyendo la esférica
(p. €j. perlas), cilindrica (p. ej. superficie interna de un tubo de ensayo o pocillos, o la superficie externa de una varilla)
o plana (p. €j. 1dmina, tira de prueba). Pueden emplearse también métodos indirectos en los que la reaccién antigeno-
anticuerpo primaria se amplia mediante la introduccién de un segundo anticuerpo, que presenta especificidad para el
anticuerpo reactivo frente a la proteina de KLK15. A titulo de ejemplo, si el anticuerpo que presenta especificidad a la
proteina de KLK15 es un anticuerpo de IgG de conejo, el segundo anticuerpo puede ser gamma-globulina anticonejo
de cabra marcada con una sustancia detectable como se describe en la presente memoria.

Cuando se utiliza un marcador radioactivo como sustancia detectable, puede localizarse una proteina de KLK15
por radioautografia. Los resultados de la radioautografia pueden cuantificarse determinando la densidad de particulas
en los radioautégrafos por varios métodos dpticos, o mediante recuento de los granos.

En una forma de realizacion, la invencién contempla un kit de ensayo para controlar la evolucién del céncer (p. €j.
cancer de prdstata) en un individuo, que comprende:

(a) poner en contacto una cantidad de un anticuerpo que se une a la proteina de KLK15, con una muestra del
individuo de modo que formen un complejo binario que comprende el anticuerpo y la proteina de KLK15
en la muestra;

(b) determinar o detectar la presencia o cantidad de formacién de complejo en la muestra;
(c) repetir las etapas (a) y (b) en un punto posterior en el tiempo; y

(d) comparar el resultado de la etapa (b) con el resultado de la etapa (c), en el que una diferencia en la cantidad
de formacién de complejo es indicativa de la evolucién del cancer en dicho individuo.

La cantidad de complejos puede compararse también con un valor representativo de la cantidad de complejos de
un individuo no en riesgo de cédncer ni afectado por éste (p. €j. cdncer de prdstata).

4.2 Métodos para identificar o evaluar sustancias/compuestos

Los métodos descritos en la presente memoria se disefian para identificar sustancias que modulen la actividad
biolégica de una proteina de KLK15 incluyendo las sustancias que se unen a proteinas de KLK15, o unirse a otras
proteinas que interactian con una proteina de KLK15, a compuestos que interfieren con la interaccién de una proteina
de KLK15 o aumentan ésta y sustancias que se unen a la proteina de KLK15 u otras proteinas que interactian con
una proteina de KLK15. Los métodos se utilizan también para identificar compuestos que se unen a las secuencias
reguladoras de KLK15.

Las sustancias y compuestos identificados utilizando los métodos de la invencion incluyen pero no se limitan a
los péptidos tales como los péptidos solubles que incluyen péptidos de fusién con cola de Ig, elementos de bancos de
péptidos aleatorios y bancos moleculares derivados de la quimica combinatoria de aminodcidos en configuracién D y/o
L, fosfopéptidos (incluyendo los elementos de azar o parcialmente degenerados, bancos de fosfopéptidos dirigidos),
anticuerpos [p. ej., policlonales, monoclonales, humanizados, antiidiotipico hibrido, anticuerpos de una sola cadena,
fragmentos (p. €j., Fab, F(ab)z y fragmento del banco de expresion de Fab y fragmentos de estos de unién al epitopo)],
y pequefias moléculas organicas o inorgdnicas. La sustancia o compuesto puede ser un compuesto fisiolégico endégeno
o puede ser un compuesto natural o sintético.
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Las sustancias que modulan una proteina de KLK15 pueden identificarse basdndose en su capacidad para unirse
a una proteina de KLK15. Por consiguiente la invencién también proporciona métodos para identificar sustancias
que se unen a la proteina de KLK15. Las sustancias identificadas que utilizan los métodos de la invencién pueden
aislarse, clonarse y secuenciarse utilizando técnicas convencionales. Una sustancia que se asocia a un polipéptido de
la invencién puede ser un agonista o antagonista de la actividad bioldgica o inmunoldgica de un polipéptido de la
invencion.

El término “agonista”, se refiere a una molécula que aumenta la cantidad de actividad de la proteina o prolonga su
duracioén. El término “antagonista” se refiere a una molécula que disminuye la actividad biolégica o inmunolégica de
la proteina. Pueden incluirse agonistas y antagonistas, proteinas, dcidos nucleicos, carbohidratos o pueden asociarse
otras moléculas con una proteina de la invencion.

Sustancias que se unen con una proteina de KLLK15 pueden identificarse haciendo reaccionar una proteina de
KLK15 con una sustancia de la prueba que se une potencialmente a una proteina de KLK15, en condiciones que per-
mitan la formacion de los complejos proteicos sustancia-KLK15 y eliminar y/o detectar los complejos. Los complejos
pueden determinarse analizando la sustancia libre o la proteina de KLK15 no acomplejada en los complejos sustancia-
proteina de KLK15. Las condiciones que permiten la formacién de complejos sustancia-proteina de KLK15 pueden
seleccionarse con respecto a factores tales como la naturaleza y cantidades de la sustancia y de la proteina.

El complejo sustancia-proteina, la sustancia libre o las proteinas no acomplejadas pueden aislarse mediante técnicas
de aislamiento convencional, por ejemplo, precipitacién por salado, cromatografia, electroforesis, filtracién en gel,
fraccionamiento, absorcidn, electroforesis en gel de poliacrilamida, aglutinacion o combinaciones de los mismos. Para
facilitar el andlisis de los componentes, puede utilizarse el anticuerpo contra la proteina de KLK15 o la sustancia, o la
proteina de KLK15 marcada, o una sustancia marcada. Los anticuerpos, proteinas o sustancias pueden marcarse con
una sustancia detectable como se describié anteriormente.

Una proteina de KLK15 o la sustancia utilizada en el método de la invencién pueden insolubilizarse. Por ejemplo,
una proteina de KLK15 o la sustancia pueden estar unidas a un portador adecuado tal como agarosa, celulosa, dextra-
no, Sephadex, sepharosa, carboximetilcelulosa poliestireno, papel de filtro, resina de intercambio i6nico, pelicula de
pléstico, tubo de pléstico, copolimero poliamina-éter metilvinilico-dcido maleico, copolimero de aminodcidos, copo-
limero de etileno-4cido maleico, nilén, seda, etc. El portador puede estar en forma, por ejemplo, de tubo, ldmina de
prueba, perlas, disco, esfera, etc. La proteina o sustancia insolubilizada puede prepararse haciendo reaccionar el mate-
rial con un portador insoluble adecuado utilizando métodos quimicos o fisicos conocidos, por ejemplo, acoplamiento
con bromuro de ciandgeno.

La invencién contempla también un método para evaluar un compuesto por su capacidad para modular la actividad
biolégica de una proteina de KLLK15 de la invencidn, analizando un agonista o antagonista (es decir potenciador o
inhibidor) del enlace de una proteina de KLK15 con una sustancia que se une con una proteina de KLK15. El método
bdsico para evaluar si un compuesto es un agonista o antagonista del enlace de una proteina de KLK15 y una sustancia
que se une a la proteina, consiste en preparar una mezcla de reaccién que contiene la proteina de KLK15 y la sustancia
en condiciones que permitan la formacién de complejos sustancia-proteina de KLK135, en presencia de un compuesto
de ensayo. El compuesto de ensayo puede afiadirse inicialmente a la mezcla, o puede afiadirse después de la adicién
de la proteina de KLK15 y la sustancia. También se preparan mezclas de reaccion de referencia sin el compuesto de
ensayo o con un placebo. Se detecta la formacién de complejos y la formacién de complejos en la reaccién de control
pero no en la mezcla de reaccién indica que el compuesto de la prueba interfiere con la interaccién de la proteina
de KLKI15 y la sustancia. Las reacciones pueden realizarse en fase liquida o la proteina de KLK15, la sustancia
o el compuesto de la prueba pueden estar inmovilizados como se describe en la presente memoria. La capacidad
de un compuesto para modular la actividad biolégica de una proteina de KLK15 de la invencién puede analizarse
determinando los efectos bioldgicos sobre las células.

Debe entenderse que los agonistas y antagonistas, es decir los inhibidores y los potenciadores que pueden analizarse
utilizando los métodos de la invencién pueden actuar en una o mds de las secuencias de enlace sobre la proteina o la
sustancia incluyendo las secuencias de enlace del agonista, las secuencias de enlace del antagonista competitivo, las
secuencias de enlace del antagonista no competitivo o las secuencias alostéricas.

La invencion también permite identificar antagonistas que inhiben los efectos de un agonista de la interaccién de
la proteina de KLK15 con una sustancia que es capaz de unirse a la proteina de KLK15. Por esta razén, la invencién
puede utilizarse para analizar un compuesto que compite por la misma secuencia de enlace de una proteina de KLK15.

La invencién contempla también métodos para identificar compuestos que se unen a proteinas que interactian
con una proteina de KLK15. Las interacciones proteina-proteina pueden ser identificadas utilizando métodos con-
vencionales tal como la coinmunoprecipitacion, reticulacién y purificacién conjunta mediante gradientes o columnas
cromatograficas. Pueden emplearse también métodos que produzcan la identificacién simultdnea de genes que codifi-
can proteinas que interactian con una proteina de KLLK15. Estos métodos incluyen el sondado de bancos de expresion
con la proteina de KLK15 marcada.

Pueden utilizarse también sistemas de dos hibridos para detectar interacciones de la proteina in vivo. Generalmen-
te, se construyen pldsmidos que codifican dos proteinas hibridas. Una primera proteina hibrida consta del dominio
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de enlace al ADN de una proteina activadora de transcripcién fusionada a una proteina de KLK15 y la segunda pro-
tefna hibrida consta del dominio del activador de la proteina del activador de transcripcién fusionado a una proteina
desconocida codificada por un ADNc que se ha recombinado en el plasmido con la parte de un banco de ADNc. Los
plasmidos se transforman en una cepa de levadura (p. €j. S. cerevisiae) que contiene un gen indicador (p. €j. lacZ,
luciferasa, fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano picante) cuya zona reguladora contiene la secuencia de enlace del
activador de transcripcion. Las proteinas hibridas solas no pueden activar la transcripcién del gen indicador. Sin em-
bargo, la interaccién de las dos proteinas hibridas reconstituye la proteina activadora operativa y produce la expresion
del gen indicador, que se detecta mediante un andlisis por el producto del gen indicador.

Debe apreciarse que las proteinas de fusién pueden utilizarse en los métodos descritos anteriormente. En particular,
las proteinas de KLLK15 fusionadas a una glutation-S-transferasa pueden utilizarse en los métodos.

Un modulador de una proteina de KLLK15 de la invencion puede también identificarse basdndose en su capacidad
para inhibir o potenciar la actividad catalitica de la proteina.

Los reactivos adecuados para aplicar a los métodos de la invencion destinados a evaluar los compuestos que
modulan una proteina de KLK15 pueden estar empaquetados en kits convenientes proporcionando los materiales
necesarios empaquetados en recipientes adecuados. Los kits pueden incluir también soportes adecuados titiles para
realizar los métodos de la invencidn.

4.3. Composiciones y tratamientos

Las proteinas de la invencion, las sustancias o los compuestos identificados mediante los métodos descritos en la
presente memoria, los antibidticos y las moléculas de 4cido nucleico de la invencién pueden utilizarse para modular
la actividad biolégica de una proteina de KLK15 y pueden utilizarse en el tratamiento de enfermedades tal como el
céancer (particularmente el cancer de tiroides, de prostata, de colon, de rifién y testicular) y trastornos del tiroides en
un paciente.

Por consiguiente, pueden formularse sustancias, anticuerpos, péptidos y compuestos en composiciones farmacéu-
ticas para la administracién a pacientes de forma biolégicamente compatible adecuada para la administracién in vivo.
“Forma biolégicamente compatible adecuada para su administracién in vivo” significa una forma de la sustancia ac-
tiva que debe administrarse en la que algunos efectos toxicos estdn sobrevalorados por los efectos terapéuticos. Las
sustancias activas pueden administrarse a organismos vivos incluyendo los seres humanos y los animales. La admi-
nistracién de una cantidad terapéuticamente activa de una composicion farmacéutica de la presente invencion estd
definida como una cantidad eficaz, a las dosis y durante periodos de tiempo necesarios para alcanzar todo resultado
deseado. Por ejemplo, una cantidad terapéuticamente activa de una sustancia puede variar segin factores tales como
la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo para producir una respuesta deseada
en el individuo. Los regimenes de dosificacion puede ajustarse para proporcionar la respuesta terapéutica 6ptima. Por
ejemplo, pueden administrarse a diario varias dosis inhibidas o la dosis puede reducirse proporcionalmente como se
indica por exigencias de la solucién terapéutica.

La sustancia activa puede administrarse de manera conveniente tal como mediante inyeccién (subcutanea, intra-
venosa, etc.), administracién oral, inhalacion, aplicacion transdérmica o administracién rectal. Dependiendo de la via
de administracién, la sustancia activa puede estar recubierta de un material que proteja la sustancia de la accion de las
enzimas, dcidos y otras condiciones naturales que puedan inactivar la sustancia.

Las composiciones descritas en la presente memoria pueden prepararse por métodos conocidos por si mismos
para la preparaciéon de composiciones farmacéuticamente aceptables que pueden administrarse a pacientes, de modo
que una cantidad de la sustancia activa se combina en una mezcla con un vehiculo farmacéuticamente aceptable. Los
vehiculos adecuados se describen, por ejemplo, en Remington’s Pharmaceutical Sciences (Remington’s Pharmaceu-
tical Sciences, Mack Publishing Company, Easton, Pa., USA 1985). Basiandose en esto, las composiciones incluyen,
aunque no exclusivamente, soluciones de las sustancias activas junto con uno o mas vehiculos o diluyentes farma-
céuticamente aceptables y contenidos en soluciones tamponadas con un pH adecuado e isoosméticas con los fluidos
fisiologicos.

Las composiciones estdn indicadas como agentes terapéuticos bien solos o junto con otros agentes terapéuticos
u otras formas de tratamiento (p. ej. quimioterapia o radioterapia). Por ejemplo, pueden utilizarse composiciones en
combinacién con agentes antiproliferantes, agentes antimicrobianos, agentes inmunoestimulantes o antiinflamatorios.
En particular, los compuestos pueden utilizarse en combinacién con agentes antiviricos y/o antiproliferantes. Las
composiciones de la invencién pueden administrarse simultineamente, por separado o sucesivamente con otros agentes
terapéuticos o terapias.

Los vectores procedentes de retrovirus, adenovirus, herpes virus o vacunas o procedentes de varios plasmidos
bacterianos, pueden utilizarse para administrar moléculas de 4cido nucleico a un 6rgano, tejido o poblacion celular
objetivos. Pueden utilizarse métodos bien conocidos por los expertos en la materia para construir vectores recombi-
nantes que expresen moléculas de dcido nucleico con cadena complementaria de la invencién. (Véanse, por ejemplo,
las técnicas descritas en Sambrook et al. (supra) y Ausubel et al. (supra)).
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Las moléculas de 4cido nucleico que comprenden las secuencias completas de ADNc y/o sus elementos reguladores
permiten utilizar a un experto en la materia secuencias que codifican una proteina de la invencién como herramienta
de investigacion en la regulacién de la cadena transcrita (Youssoufian H. y H. F. Lodish 1993 Mol. Cell Biol. 13:98-
104) o de la cadena complementaria (Eguchi et al. (1991) Annu. Rev. Biochem. 60:631-652) de la funcién génica.
Dicha tecnologia es bien conocida en la materia y los oligémeros de cadena transcrita o complementaria o fragmentos
mayores, pueden disefiarse en varias posiciones a lo largo de las zonas de codificacion o de referencia.

Los genes que codifican una proteina de la invencién pueden desviarse transfectando una célula o tejido con vec-
tores que expresan grandes niveles de un fragmento deseado de codificaciéon de KLK15. Dichos montajes pueden
inundar las células con secuencias de cadena transcrita o complementaria no traducibles. Aun en ausencia de integra-
cién en el ADN, dichos vectores pueden continuar para transcribir moléculas de ARN hasta que todas las copias estén
deshabilitadas por nucleasas endégenas.

Pueden obtenerse modificaciones de la expresion génica disefiando moléculas de cadena complementaria, ADN,
ARN o APN, en las zonas reguladoras de un gen que codifica una proteina de la invencion, es decir, los activadores,
potenciadores e intrones. Preferentemente, los oligonucledtidos proceden de la secuencia de iniciacién de la trans-
cripcién, p. ej. Entre las zonas -10 y +10 de la secuencia principal. Pueden también disefiarse moléculas de cadena
complementaria de modo que bloqueen la traduccién del ARNm impidiendo la unién del transcrito a los ribosomas.
La inhibicién también puede conseguirse utilizando la metodologia de emparejamiento de bases de “triple hélice”. El
emparejamiento de triple hélice compromete la capacidad de la doble hélice de abrir suficientemente la unién de las
polimerasas, los factores de transcripcién o las moléculas reguladoras. Los avances terapéuticos que utilizan ADN tri-
ple fueron estudiados por Gee J. E. et al. (en: Huber B. E. y B. I. Carr (1994) Molecular and Immunologic Approaches,
Futura Publishing Co, Mt Kisco N.Y.).

Los ribozimas son moléculas de ARN enzimatico que catalizan la escisién especifica del ARN. Los ribozimas
actian por hibridacion especifica de la secuencia de la molécula de ribozima al ARN diana complementario, seguido
de escision endonucleolitica. La invencién contempla por lo tanto moléculas de ribozima con motivo de cabeza de
martillo modificadas genéticamente que pueden catalizar de manera especifica y eficaz la escision endonucleolitica de
las secuencias que codifican una proteina de la invencion.

Las secuencias especificas para la escision del ribozima en cualquier ARN potencial diana pueden identificarse
inicialmente explorando las secuencias de adicién del ribozima en la molécula diana que incluyen las secuencias si-
guientes, GUA, GUU y GUC. Una vez identificadas las secuencias, las secuencias del ARN corto de entre 15 y 20
ribonucledtidos correspondientes a la zona del gen diana que contiene la secuencia de escision pueden evaluarse las
caracteristicas estructurales secundarias que pueden hacer inoperable el oligonucleétido. La idoneidad de las dianas
experimentales puede determinarse también probando la accesibilidad a la hibridacién con oligonucleétidos comple-
mentarios que utilizan ensayos de proteccion de la ribonucleasa.

Los métodos para introducir vectores en células o tejidos incluyen aquellos métodos expuestos en la presente
memoria y que son adecuados para la terapia in vivo, in vitro y ex vivo. En la terapia ex vivo, los vectores pueden
introducirse en células madre extraidas de un paciente y propagadas clonalmente para el trasplante autélogo en el
mismo paciente (véase las patente US n°5.399.493 y n® 5.437.994). La administracion por trasfeccién y por liposomas
son bien conocidas en la materia.

Un anticuerpo contra una proteina de KLK15 puede estar conjugado con farmacos quimioterapéuticos, toxinas,
modificadores de la respuesta inmunoldgica, agentes hematdgenos, enzimas y radioisétopos y utilizarse para la pre-
vencidn y tratamiento del cdncer (p. €j. cdncer de tiroides, prdstata, colon, rifién y testicular). Por ejemplo, un anti-
cuerpo contra una proteina de KLLK15 puede conjugarse con restos téxicos que incluyen pero no se limitan a ricino A,
toxina de la difteria, abrina, modeccina, o toxinas bacterianas procedentes de Pseudomonas o Shigella. Se ha descrito
que las toxinas y sus derivados forman conjugados con anticuerpos especificos para determinados tejidos diana, tales
como células cancerosas o tumorales a fin de obtener toxicidad celular especificamente dirigida (Moolten F. L. et al.,
Immun. Rev. 62:47-72, 1982 y Bernhard, M. 1. Cancer Res. 43:4420, 1983).

Pueden prepararse conjugados por los medios habituales conocidos en la materia. Un niimero de agentes de enlace
bifuncionales (p. ej. enlazadores heterobifuncionales tales como N-succinimidil-3-(2-piridilditio)propionato) estan
disponibles en el mercado en Pierce Chemical Company, Rockford, III.

La administracién de anticuerpos o inmunotoxinas para uso terapéutico puede ser por via intravenosa, si bien con
formulacién apropiada otras vias de administracién tales como la administracién intraperitoneal, oral o transdérmica
también pueden utilizarse.

Una proteina de KLK15 puede conjugarse con fidrmacos quimioterapéuticos, toxinas, modificadores de respuesta
inmunoldgica, enzimas y radioisétopos utilizando métodos conocidos en la materia.

La invencién proporciona también métodos inmunoterapéuticos para prevenir o reducir la gravedad de un céncer.
Los signos o sintomas clinicos del cdncer en un paciente son indicativos de un efecto beneficioso en el paciente debido
a la estimulacién de la respuesta inmunitaria del paciente contra el cancer. La estimulacién de una respuesta inmunita-
ria se refiere a la produccion de una respuesta inmunitaria o la potenciacién de la actividad de células inmunoefectoras
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en respuesta a la administracién de una preparacién de vacuna de la invencién. La prevencion de un cancer puede estar
indicada por un aumento del tiempo antes de la aparicion del cdncer en un paciente que estd predispuesto a desarrollar
el cancer debido por ejemplo a una disposicion genética o a la exposicién a un agente cancerigeno. La reduccién de la
gravedad de un cdncer puede estar indicada por una disminucién en el tamafo o en la velocidad de crecimiento de un
tumor.

Las vacunas pueden proceder de una proteina KLK, de los péptidos derivados de la misma o de los péptidos sin-
téticos producidos quimicamente o de cualquier combinacién de estas moléculas, o de las proteinas de fusién o de
los péptidos de las mismas. Las proteinas, péptidos, etc. pueden sintetizarse o prepararse de manera recombinante o
si no bioldgicamente, para comprender una o mas secuencias de aminoacido correspondientes a uno o mas epitopos
de un tumor asociado a la proteina. Los epitopos de un tumor asociado a la proteina puede entenderse que incluyen
la posibilidad de que en algunos casos las variaciones de la secuencia de aminodcidos de una proteina o polipéptido
natural pueden ser antigénicas y conferir inmunidad protectora contra el cdncer o los efectos antitumorigenos. Las
variaciones de la secuencia pueden incluir sin limitacién, sustituciones de aminodcidos, ampliaciones, deleciones,
truncamientos, interpolaciones y combinaciones de los mismos. Dichas variaciones estdin comprendidas dentro del
alcance de la invencidn con la condicién de que la proteina que las contiene sea inmundgena y los anticuerpos con-
tra dicho polipéptido interreaccionen con la proteina de KLLK15 natural en una medida suficiente para proporcionar
inmunidad protectora y/o actividad antitumorigena cuando se administran en forma de vacuna.

Las proteinas, péptidos, etc. pueden incorporarse a vacunas capaces de producir una respuesta inmunitaria utili-
zando los métodos conocidos en la materia. Las técnicas para potenciar la antigenicidad de las proteinas, péptidos,
etc. son conocidas en la materia e incluyen la incorporacion a una estructura multimérica, la unién a un portador de la
proteina muy inmundgeno, por ejemplo, la hemocianina de la lapa californiana (KLH) o la vacuna contra la difteria y
la administracién en combinacién con adyuvantes o cualquier otro potenciador de respuesta inmunitaria.

Las vacunas pueden combinarse con medios fisioldgicamente aceptables, incluyendo diluyentes y portadores in-
munolégicamente aceptables asi como adyuvantes empleados habitualmente tales como el adyuvante completo de
Freund, saponina, alimina y similares.

Debe apreciarse ademds que los anticuerpos antiidiotipo contra los anticuerpos para las proteinas de KLK15 des-
critos en la presente memoria son también ttiles como vacunas y pueden formularse igualmente.

La administracién de una vacuna segtn la invencion, es aplicable generalmente para la prevencidn o el tratamiento
de cédnceres incluyendo el cdncer de tiroides, prostata, colon, rifidn y testicular.

La administracién a un paciente de una vacuna segin la invencién para la prevencién y/o tratamiento del cancer
puede tener lugar antes o después de un procedimiento quirtrgico para eliminar el cincer, antes o después de un
procedimiento terapéutico para el tratamiento del cancer y antes o después de la terapia de radiacién para el trata-
miento del cdncer y cualquier combinacién de los mismos. La inmunoterapia del cdncer segin la invencién seria el
tratamiento preferido para la prevencion y/o tratamiento del cancer, ya que los efectos secundarios involucrados son
sustancialmente minimos en comparacién con los demds tratamientos disponibles, p. €j. cirugia, quimioterapia, terapia
de radiacién. Las vacunas presentan el potencial o capacidad para prevenir el cdncer en pacientes sin cancer pero que
estdn en riesgo de desarrollar cancer.

La actividad de las proteinas, sustancias, compuestos, anticuerpos, moléculas de 4cido nucleico, agentes y com-
posiciones de la invencién pueden estar confirmadas en sistemas de modelo experimental. La eficacia terapéutica y la
toxicidad pueden determinarse por procedimientos farmacéuticos normalizados en cultivos celulares o con animales
experimentales, tal como calculando la EDs, (dosis terapéuticamente eficaz en el 50% de la poblacién) o la LDs, (do-
sis letal para el 50% de la poblacién) estadisticas. El indice terapéutico es la relacion de dosis de efecto terapéutico
atoxico y puede expresarse como la relacion EDs,/LDs,. Se prefieren las composiciones farmacéuticas que presentan
efectos terapéuticos grandes.

4.4 Otras aplicaciones

Las moléculas de 4cido nucleico dadas a conocer en la presente memoria pueden utilizarse también en técnicas
de biologia molecular que todavia no han sido desarrolladas, con la condicién de que las nuevas técnicas basadas en
las propiedades de secuencias de nucledtidos que son actualmente conocidas, incluyendo pero sin limitarse a dichas
propiedades como el cddigo genético del triplete y las interacciones de pares de bases especificas.

A fin de estudiar la funcién de un polipéptido de la invencidn, pueden desarrollarse células, tejidos y animales no
humanos que carecen de la expresién o que carecen parcialmente de expresion de una molécula de dcido nucleico o
gen de la invencidn utilizando vectores de expresion recombinantes de la invencién con mutaciones especificas por
delecion o infeccidn en el gen. Puede utilizarse un vector de expresion recombinante para inactivar o alterar el gen
enddgeno por recombinacién homoéloga y crear de este modo una célula, tejido o animal defectuoso.

Ningtin alelo puede generarse en células, tales como las células madre embrionarias por mutacién con delecion.
Un gen recombinante puede modificarse genéticamente también para que contenga una mutacion por insercién que
inactive el gen. Dicho montaje puede introducirse a continuacién en una célula, tal como una célula madre embrionaria,
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mediante una técnica tal como la transfeccién, electroporacién, inyeccion, etc. Las células que carecen de un gen
integro pueden identificarse a continuacién, por ejemplo mediante transferencia Southern, transferencia Northern o
ensayando la expresion del polipéptido codificado que utiliza los métodos descritos en la presente memoria. Dichas
células pueden fusionarse a continuacion a células madre embrionarias para generar animales transgénicos no humanos
carentes de un polipéptido de la invencién. La transmisién por linea germinal de la mutacién puede conseguirse, por
ejemplo, agregando células madre embrionarias con embriones en etapa inicial, tal como embriones con linfocitos B,
in vitro; transfiriendo los blastocitos resultantes a hembras receptoras y; generando la transmisién de la linea germinal
de los hibridos de agregacion resultantes. Dicho animal mutante puede utilizarse para definir poblaciones de células
especificas, modelos de desarrollo y procesos in vivo, dependientes normalmente de la expresion génica.

Un mamifero transgénico no humano puede desarrollar todas las células germinales y células sométicas que con-
tienen un vector de expresién recombinante que inactiva o altera un gen que codifica una proteina de KLK15. El
mamifero transgénico no humano (del que todas las células germinales y las células somdticas contienen un vector
de expresion recombinante que inactiva o altera un gen que codifica una proteina de KLK15) pueden producir una
patologia asociada a la proteina de KLK15. Un mamifero transgénico no humano que no expresa o ha alterado (p. ej.
reducido) la expresion de una proteina de KLK15 de la invencién puede producir una patologia asociada a la proteina
de KLK15. Una patologia por la proteina de KLLK15 se refiere a un fenotipo observado para un mutante homozigético
o heterozigédtico de la proteina de KLK15.

Un animal transgénico no humano puede ser, por ejemplo, un ratén, rata, conejo, oveja, hamster, perro, gato, cabra
0 mono.

Un sistema de ensayo de animal transgénico no humano puede proporcionar un sistema de modelo para determinar
un agente que reduce o inhibe una patologia asociada a una proteina de KLLK15, tal como una patologia asociada a la
proteina de KLK15, que comprende:

(a) administrar el agente a un animal transgénico no humano; y

(b) determinar si dicho agente reduce o inhibe la patologia (p. €j. la patologia asociada a la proteina de KLK15)
en el animal transgénico no humano en comparacién con un animal transgénico no humano de la etapa (a)
al que no se ha administrado el agente.

El agente puede ser titil en el tratamiento y profilaxis de enfermedades, tales como el cdncer, expuestas en la
presente memoria. Los agentes pueden incorporarse también a una composicion farmacéutica como se describe en la
presente memoria. El ejemplo siguiente no limitativo es ilustrativo de la presente invencion:

Ejemplo
Materiales y métodos
Identificacion del nuevo gen

Se construy6 una cartografia contigua para el locus del gen de calicreina humano que se extiende desde el gen
KLK1 (centrémeros) al gen KLK14 (telémero) (7, 8, 11, 12, 27). Se identificaron los clones del cromosoma artificial
bacteriano (BAC) solapantes que se extienden por esta drea mediante el cribado de un banco BAC humano que utiliza
varias sondas especificas para el gen radiomarcadas. Se cre6 un drea de ~300 kb de secuencia gendmica utilizan-
do diferentes técnicas, como se describié anteriormente (11, 27). Realizando un andlisis de restriccion de EcoRI, se
orientd el locus de calicreina a lo largo de la cartografia de restriccion de EcoR1 del cromosoma 19913 disponible
en Lawrence Livermore National Laboratory (LLNL). Se identificé a continuacién un clon BAC que se extiende mds
centroméricamente (BC 781134). Los céntigos de las secuencias gendémicas lineales de este clon estdn disponibles
en el LLNL. Inicialmente, estas secuencias de contigo se utilizaban para prever la presencia de nuevos genes, uti-
lizando métodos bioinforméticos, como se describié anteriormente (8, 12) y se identific6 una nueva serina proteasa
supuesta. La secuencia del supuesto gen se verificé a continuacion por diferentes métodos incluyendo el secuenciado,
la bisqueda en la base de datos EST, el cribado por PCR de tejidos, como se describe a continuacién.

Investigacion de la etiqueta de la secuencia expresada (EST)

Los exones previstos del supuesto nuevo gen se sometieron a biisqueda de la homologia utilizando el algoritmo
BLASTN (28) en el servidor de la red de informacién del National Center for Biotechnology (http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/BLASTY/) frente a la base de datos EST humana (dbEST). Los clones con >95% de homologia se obtuvieron del
consorcio LM.A.G.E. (29) a través del Research Genetics Inc, Huntsville, AL. Se propagaron los clones, se purifi-
caron como se describi6 en otra parte (30) y se secuenciaron en ambas direcciones con un secuenciador automatico,
utilizando cebadores del vector que flanquea la insercion.

Linea celular de cdncer de prostata y experimentos de estimulacion hormonal

La linea celular del cdncer de prdstata LNCaP se adquirié en la American Type Culture Collection (ATCC), Rock-
ville, MD. Se cultivaron las células en medio RPMI (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) enriquecido con glutamina (200
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mmoles/l), insulina bovina (10 mg/l), suero bovino fetal (10%), antibidticos y antimicéticos, en frascos de plastico,
hasta casi la confluencia. Se tomaron alicuotas a continuacién de las células en placas de cultivo tisular de 24 pocillos
y se cultivaron a una confluencia de 50%. 24 horas antes de los experimentos, se cambiaron los medios de cultivo en
medio exento de rojo de fenol que contenia suero bovino fetal agotado en carbén activo al 10%. Para los experimentos
de estimulacién, se afiadieron en el medio de cultivo varias hormonas esteroides disueltas en etanol al 100% a una
concentracion final de 1078 Las células estimuladas con etanol al 100% se incluyeron como referencias. Se cultivaron
las células durante 24 horas, a continuacion se recogieron para la extraccion del ARNm.

Reaccion en cadena de polimera de transcriptasa inversa (RT-PCR) para el gen KLK15

Se extrajo el ARN total de la linea celular LNCaP de tejidos de la préstata utilizando el reactivo Trizol (Gibco
BRL) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se determiné la concentracién de ARN por espectrofotometria. Se
transcribieron a la inversa 2 ug de ARN total en la primera cadena de ADNCc utilizando el sistema de preampliacién
Superscript™ (Gibco BRL). El volumen final fue de 20 ul. Basandose en la informacién combinada obtenida de la
estructura gendmica prevista del nuevo gen y en las secuencias EST (véase a continuacién), se disefiaron dos cebadores
especificos para el gen (KLK15-F1 - SEC. ID n® 47 y KLK15-R1 - SEC. ID n®: 48) (Tabla 1) y se realiz6 la PCR
en una mezcla de reaccién que contenia 1 ul de ADNc, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), KCI 50 mM, MgCl, 1,5 mM,
dNTP 200 uM (trifosfatos de desoxinucledsido), 150 ng de cebadores y 2,5 unidades de HotStar™ ADN polimerasa
(Qiagen Inc., Valencia, CA) en un ciclador térmico 9600 de Perkin-Elmer. Las condiciones de ciclacion fueron 95°C
durante 15 minutos para activar la Taqg ADN polimerasa, seguido de 35 ciclos de 94°C durante 30 s., 64°C durante
30 s., 72°C durante 1 min. y una etapa de prolongacién final a 72°C durante 10 min. Cantidades iguales de productos
de PCR se electroforizaron en geles de agarosa al 2% y se observaron mediante tefiido con bromuro de etidio. Todos
los cebadores para RT-PCR abarcaban por lo menos 2 exones para impedir la contaminacién por el ADN gendmico.
Para verificar la identidad de los productos de PCR, se clonaron en el vector pCR 2.1-TOPO (Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) segtin las instrucciones del fabricante. Se secuenciaron las inserciones en ambas direcciones utilizando los
cebadores especificos para el vector, con un secuenciador automatico de ADN.

Expresion del tejido

El ARN total aislado de 26 tejidos humanos diferentes se adquirié en Clontech, Palo Alto, CA. Se prepar6 ADNc
como se describid anteriormente para los experimentos en cultivo de tejido y se utilizé para las reacciones por PCR.
Se ampliaron los ADNc del tejido a varias diluciones utilizando dos cebadores especificos para el gen (KLK15-F2 -
SEC. ID n°®: 49 y KLK15-R1 - SEC. ID n°: 48) (Tabla 1). Debido al alto grado de homologia entre las calicreinas y a
excluir la ampliacion no especifica, los productos de PCR se clonaron y se secuenciaron.

Tejidos de cdancer de prostata

Se extrajeron muestras de tejido prostitico de 29 pacientes que se habian sometido a prostatectomia retropubica
radical para el adenocarcinoma prostatico en el Charite University Hospital, Berlin, Alemania. Los pacientes no re-
cibieron ninguna terapia hormonal antes de la cirugia. La utilizacion de estos tejidos con fines de investigacién fue
aprobada por el Ethics Committee of the Charite Hospital. Se extrajeron muestras de tejido de prostata reciente de las
partes cancerosas y no cancerosas de las mismas prdstatas que se habian extraido. Algunas piezas de tejido se diseca-
ron inmediatamente después de la eliminacion de la préstata y se almacenaron en nitrégeno liquido hasta el anélisis.
El andlisis histolégico de todas las piezas de tejido se realizé como se describi6 anteriormente (31), para asegurar que
el tejido era maligno o benigno. Se pulverizaron los tejidos con un martillo bajo nitrégeno liquido y se extrajo el ARN
como se describid anteriormente utilizando reactivo Trizol.

Andlisis estadistico

Se realiz6 el andlisis estadistico con el programa informdtico SAS (SAS Institute, Cary, NC). El andlisis de las
diferencias entre la expresién de KLLK15 en tejidos no cancerosos frente a cancerosos del mismo paciente se realizé con
el ensayo no paramétrico de McNemar. Se utiliz6 la distribucién binémica para informatizar el nivel de significacion.
Los niveles del ARNm de KLK15 del tumor prostatico se clasificaron cualitativamente en dos categorias (grupos bajo
en KLK15 y alto en KLK15) y se analizaron las asociaciones entre el estado de KLK15 y otras variables utilizando la
prueba exacta de Fisher.

Andlisis estructural

Se realiz6 la alineacién miltiple utilizando el paquete informatico “Clustal X y el programa de alineacién multiple
disponible en el Baylor College of Medicine, Houston, TX, USA. Se realizaron estudios filogenéticos utilizando
el paquete informatico “Phylip”. Se realiz6 el andlisis de la matriz de distancia utilizando el programa “Neighbor-
Joining/lUPGMA” y se realiz6 el andlisis de parsimonia utilizando el programa “Protpars”. Se realizé el estudio de
hidrofobia utilizando la lanzadera de biisqueda del Baylor College of Medicine. Se predijo el péptido sefial utilizando el
servidor “SignalP”. Se realiz6 el andlisis estructural de la proteina mediante el programa “SAPS” (andlisis estructural
de la secuencia proteica).
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Resultados
Clonacion del gen KLK15

Se cred previamente un mapa contiguo para el locus del gen de calicreina humana que se extiende desde el gen
KLK1 (centrémero) al gen KLK14 (telémero) (7, 8, 11, 12, 27). A fin de investigar la presencia de otros genes
de tipo calicreina centroméricos para KLK1, se obtuvo un clon de BAC (BC 781134) como se describe en mate-
riales y métodos. Segtin la secuencia genémica publicada del antigeno especifico de la prostata (PSA), y los genes
de calicreina renal humana (KLK1), se disefiaron cebadores especificos para el gen para cada uno de estos genes
(Tabla 1, SEC. ID n°: 47 a 50) y se desarrollaron protocolos de ampliacién basados en la reaccién en cadena de po-
limerasa (PCR) lo que permiti6 la generacidon de productos de PCR especifico con ADN gendémico como plantilla.
La identificacién por PCR del clon BAC por estos cebadores especificos para el gen indicé que este clon es posi-
tivo para KLK1 pero negativo para PSA, confirmando, por lo tanto, qué suposicién era centromérica con respecto
aPSA.

Se previ6 una nueva serina proteasa supuesta a partir de la secuencia de este clon mediante programas informaticos
como se describié anteriormente (12). Se digiri6 este clon, se transfirié a una membrana y se hibrid6 con cebadores
especificos para el gen KLK15 supuesto (segtin la secuencia prevista) y los fragmentos positivos se subclonaron y
secuenciaron para verificar la estructura del gen supuesto. La secuencia supuesta del gen se arremetid a continuacion
contra la base de datos EST humana y se identificaron dos clones EST (n° de registro del GenBank AW274270 y n°
AW205420). Estos dos clones eran 99% idénticos al tltimo ex6n y la zona 3’ no traducida del gen y a los segundos
extremos EST con una prolongacién de 17 nucleétidos de adenina (A) que no se encontraban en la secuencia gendmica,
verificando de este modo el extremo 3’ del gen y la posicién de la cola poli A.

Para identificar la estructura del ARNm completo del gen y para determinar los limites exén/intrén, se realizaron re-
acciones de PCR utilizando cebadores situados en diferentes exones predichos por ordenador, utilizando un panel de 26
ADNCc de tejido humano como plantilla. Se secuenciaron los productos de PCR. Dos de estos cebadores (KLK15-F1 -
SEC. ID n°: 47 y KLK15-R1 - SEC. ID n°: 48)) (Tabla 1) fueron capaces de ampliar la zona de codificacién completa
del gen de diferentes tejidos. La comparacién del ARNm con la estructura genémica indicé la presencia de un gen
formado por cinco exones de codificacion con 4 intrones de intervencion. La traduccién de la secuencia del ARNm en
todos los posibles marcos de lectura puso de manifiesto la presencia de sélo un marco que da una cadena polipeptidica
ininterrumpida, que también contiene los motivos estructurales muy conservados de las calicreinas, como se expone a
continuacion.

Caracterizacion estructural del gen KLK15

Como se muestra en la Figura 1, el gen KLK15 estd formado por 5 exones de codificacion y 4 intrones de interven-
cién aunque, como con otros genes de la calicreina, la presencia de exén(es) adicional(es) no traducido(s) corriente
arriba podria no estar regulada (17, 32, 33). Todas las secuencias de corte y empalme de exén/intrén conforman la
secuencia de consenso para las secuencias de corte y empalme eucaridticas (34). El gen sigue ademds estrictamente
las propiedades estructurales comunes de otros miembros de la familia multigén de calicreina humana, descrita mas
adelante. La zona de codificacién de la proteina prevista del gen esta formada por 771 bp, que codifican un polipéptido
de 256 aminodcidos deducido con un peso molecular previsto de 28,1 kDa. El codén de iniciacién de la traduccién
potencial es compatible con la secuencia de consenso Kozak (35), ademads, existe una purina en la posicion (-3) que se
produce en el 97% de los ARNm de vertebrado (36). Debe también observarse, que como la mayoria de otros genes
de tipo calicreina, KLK15 no tiene el nucleétido G de consenso en la posicién (+4).

Los nucleétidos 7764 a 7769 (ATTAAA) (SEC. ID n°: 40) se parecen estrechamente a una sefial de consenso de
poliadenilacién (37) si son seguidos, después de 17 nucledtidos por la cola poli A. Ninguna otra sefial de poliadenila-
cion es discernible en la zona 3’ no traducida, lo que sugiere que la secuencia anterior es la sefial de poliadenilacién
existente. Aunque AATAAA (SEC. ID n°: 40), es muy conservada, se producen variantes naturales, y la secuencia
ATAAA (SEC. ID n°: 40) se describe que tiene lugar como variante natural de poliadenilacion en el 12% de las se-
cuencias del ARNm del vertebrado (38). La presencia de dcido glutdmico (E) en la posicién 203 sugiere que KLK15
serd probablemente una Unica especificidad de sustrato. PSA tiene un resto de serina (S) en la posicion correspondiente
y presenta actividad de tipo quimotriptica. Muchas otras calicreinas normalmente tienen aspartato (D) en esta posicién
lo que indica una actividad similar a la tripsina (Figura 2) (6).

Aungque la secuencia de la proteina de KLK15 es tnica, el andlisis comparativo puso de manifiesto que presenta un
grado considerable de homologia con otros miembros de la familia del multigén calicreina. KLK15 presenta el 51%
de identidad de la protefna y el 66% de similitud con la serina proteasa similar a la tripsina (TLSP) y el 49%, 48%
de identidad con la neuropsina y las proteinas KLK-L3, respectivamente. El andlisis de hidrofobia puso de manifiesto
que la zona amino-terminal es completamente hidréfoba (Figura 3), acorde con la posibilidad de que esta zona pueda
albergar una secuencia fenol, andloga a otras serina proteasas. El andlisis informdtico de la secuencia de la proteina
de KLK15 previé una secuencia de escision entre los aminoécidos 16 y 17 (TAA-QD). La alineacién de la secuencia
(Figura 2) puso de manifiesto también otra secuencia de escisién potencial (Lys?'), en un sitio homdlogo a la secuencia
de activacion de otras serina proteasas [lisina (K) o arginina (R) estd presente en la mayoria de los casos] (39). Varias
zonas hidr6fobas uniformemente distribuidas en todo el polipéptido KLLK 15 son corrientes con una proteina globular,
similar a otras calicreinas y serina proteasas. Por lo tanto, como es el caso con otras calicreinas, KLK15 se traslada

19



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 266 245 T3

supuestamente como un precursor inactivo de las preproenzima de 256 aminodcidos. Prepro-KLK15 tiene 21 restos
adicionales que constituyen la pre-zona (péptido sefial formado por 16 restos) y el propéptido (5 restos).

La zona punteada en la Figura 2 indica un bucle de 11 aminodcidos caracteristico de las calicreinas cldsicas (PSA,
KLK1 y KLK2) pero no se encuentra en KLK15 y otros miembros de la familia del multigén con calicreina (10, 11,
13, 14). Sin embargo, KLK15 tiene un tnico bucle de 8 aminodcidos (HNEPGTAG) (SEC. ID n°: 10) en las posiciones
148 a 155, no hallado en ninguna otra calicreina (Figura 2). Se han descrito veintinueve aminodcidos “invariantes”
que rodean la secuencia activa de las serina proteasas (40). De éstos, veintiocho se conservan en KLK15. Uno de los
aminodcidos no conservados (Ser'” en lugar de Pro) se encuentra también en la prostasa, proteinas KLK-L2 y KLK-
L5, y representa un cambio evolutivo conservado en una proteina del mismo grupo, segin los estudios de evolucién
de la proteina (41). Doce restos de cisteina se presentan en la supuesta proteina de KLK15 madura; diez de ellos se
conservan en todas las calicreinas y seria de esperar que formen puentes disulfuro. Los otros dos (C131 y C243) no
se encuentran en PSA, KLK1, KLK2 o KLKK-L4, sin embargo, se encuentran en posiciones similares en todos los
demads genes de calicreina y es de esperar que formen un enlace disulfuro adicional.

Para predecir la relevancia filogenética de la proteina de KLK15 con otras serina proteasas, se alinearon las se-
cuencias de aminodcidos conjuntamente utilizando el método del grupo de pares ponderados con la media aritmética
(UPGMA) y los métodos Neighbor-Joining de la matriz de distancia, y el método de parsimonia “Protpars”. Todos los
arboles filogenéticos obtenidos coincidieron en que otras serinas proteasas (no calicreinas) pueden agruparse como un
grupo independiente, indicando que las calicreinas representan una etapa independiente en la evolucién de las serinas
proteasas. KLLK15 se agrup6 con la KLK-L3 y TLSP (Figura 4) y las calicreinas cldsica (hK1, hK2 y PSA) se agrupa-
ron en todos los drboles, lo que sugiere que la separacion entre las calicreinas cldsicas y los genes de tipo calicreina
aparecieron al principio de la evolucidn, acorde con las sugerencias de los estudios anteriores (13).

Variantes de corte y empalme del gen KLK15

La identificacién por PCR de los transcritos de KLK15 que utilizan cebadores especificos del gen (KLK15-F2 -
SEC. ID n°: 49 y KLK15-R2 - SEC. ID n°: 50) (Tabla 1) puso de manifiesto la presencia de 3 bandas en la mayoria
de los ADNCc del tejido examinados (Figura 6). Estas bandas se purificaron en gel, se clonaron y se secuenciaron. La
banda superior representa la forma clésica del gen y la banda inferior es la variante 3 de corte y empalme (Figura 7).
La banda media representa otras dos variantes de corte y empalme. La digestién de la restriccién del producto de la
PCR de la banda media con Stu I, seguida de la separacion en gel, purificacién y secuenciado puso de manifiesto que
estd compuesta de las variantes 1 y 2 de corte y empalme que tienen aproximadamente la misma longitud (variante 1
de corte y empalme tiene el exén 4 (137 bp) pero estd perdiendo 118 bp del exén 3, mientras que la variante de corte
y empalme 2 tiene otros 118 bp del ex6n 3 pero estd perdiendo el exén 4. Todas las variantes de corte y empalme es
de esperar que codifiquen productos de proteina truncada (Figura 5).

Localizacion de cromosoma del gen KLK15

El estudio del andlisis de restriccién de numerosos clones BAC solapantes que abarcan el locus de calicreina
humana seguido por comparacion con la cartografia de restricciéon de EcoR1 del 4rea (disponible en la secuencia de
la red LLNL) permiti6 la identificacién de un clon BAC (BC 25479) que es adyacente teloméricamente a BC 781134
(que alberga el gen KLK15). La explosion de las secuencias de los dos clones demostré que los extremos de estos
clones son solapantes. Identificando la posicién de los genes KLK1, KLK3 y KLK15 a lo largo de estos clones,
la posicién relativa y la direccién de la transcripcion de estos tres genes se definié exactamente. KLK1 es el més
centromérico y su direccion de transcripcion es desde el telémero hasta el centrémero, seguido por KLK15, que es
m4s telomérico y transcribe en la misma direccion. La distancia entre los dos genes es 1501 bp de longitud. El gen
KLK3 es mds telomérico, situado a una distancia de 23.335 del KLK15, y se transcribe en la direccién opuesta (Figura
6). Estos resultados son acordes con los informes previos donde la distancia entre KLK3 y KLK1 se estim6 que era
aproximadamente ~ 31 Kb (6,27).

Expresion del tejido y regulacion hormonal del gen KLK15

Como se muestra en la Figura 7, el gen KLK15 se expresa a niveles mayores en la glandula tiroides. Los niveles
menores de expresion se observan también en la préstata, glandulas salivales y suprarrenales, colon, testiculos y rifién.
A fin de verificar la especificidad de RT-PCR, se clonaron productos de PCR representativos y se secuenciaron. La
Figura 8 demuestra que el gen KLK15 estd regulado por incremento por hormonas estereoideas en la linea celular
humana LNCaP del cincer de préstata.

Expresion de KLK15 en el cdncer de prostata

La expresién del gen KLK15 en tejidos prostdticos normales y cancerosos se examiné por RT-PCR. Se incluy6
actina como gen de referencia para asegurar la calidad y cantidad del ADNCc utilizado. A fin de examinar la expresion
relativa del gen KLK15 en tejidos normales comparados con malignos, se examinaron 29 pares de tejidos prostéticos.
Cada par representaba el tejido normal y canceroso extraido del mismo paciente. Los resultados se resumen en la
Tabla 2. Trece de cada 29 pacientes presentaban expresion de KLK15 significativamente mayor en el tejido canceroso
y solamente tres presentaban la expresiéon de KLK15 mayor en los tejidos no cancerosos que en los cancerosos. El
analisis mediante la prueba de McNemar indicaba que las diferencias entre los tejidos normales y cancerosos son
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estadisticamente significativas (P=0,021). Debido al pequefio nimero de casos, se utilizé la distribucién binémico
para informatizar el nivel de significacién. Los pacientes de cdncer de préstata se clasificaron ademds en dos grupos:
(a) positivos a la expresion de KLK15 (N=21) y (b) negativos a la expresién de KLK15 (o muy bajos) (N=8). Cuando
la asociacién de la expresién de KLK15 se comparaba con las variables del prondstico clinicopatolégico se hall6 la
mayor expresién de KLK15 que era mds frecuente en pacientes con enfermedad en la etapa terminal y tumores de
mayor grado (Tabla 3).

Exposicion

Las calicreinas son un subgrupo de serina proteasas. El término “calicreina” se utiliza normalmente para des-
cribir una enzima que actiia en una molécula precursora (cinindgeno) para la liberacién de un péptido bioactivo
(cinina) (3, 42). Sin embargo, la expresioén genérica “calicreina tisular” no se limita a la definicién operativa de la
enzima. Esta expresion se utiliza actualmente para describir un grupo de enzimas con estructura génica y proteica
muy conservada que también se localiza conjuntamente en el mismo locus cromosémico. Entre los tres genes de la
calicreina humana clésicos, solamente el KLLK1 codifica una proteina con potente actividad de cininogenasa. Las en-
zimas codificadas por los genes KLK2 y KLLK3 presentan actividad de cininogenasa muy débil. Los 14 miembros
ya clonados de la familia del gen humano de la calicreina tienen numerosas similitudes (7, 11) como se muestra a
continuacion:

e Todos los genes localizan la misma zona cromosémica (19q13.3-q13.4)

e Todos los genes codifican supuestas serina proteasas con una triada catalitica conservada en las posiciones
apropiadas, es decir, histidina cerca del extremo del segundo ex6n de codificacidn, 4cido aspartico en el
medio del tercer exdn y serina al comienzo del quinto (dltimo exdn).

e Todos los genes tienen cinco exones de codificacion (algunos miembros contienen uno o mds de 5 exones
no traducidos).

e Los tamafios del exén de codificacién son similares o idénticos.
e Las fases del intrén estdn completamente conservadas.

e Todos los genes tienen homologias de secuencia significativas en los niveles del ADN y de aminodcidos
(30 al 80%).

e Muchos de estos genes estdn regulados por hormonas estereoideas.

Las Figuras 2 y 8 demuestran que los genes KLLK15 recién identificados comparten todas las similitudes ante-
riores y es por lo tanto un nuevo miembro de la familia del multigén humano de calicreina. Este gen se denominé
KLKI15.

Muchos genes de calicreina estan relacionados con la patogénesis de las enfermedades humanas, dependiendo
en el tejido de su expresion primaria. El gen KLK1 estd involucrado en muchos procesos patolégicos, incluyendo la
inflamacién (3), hipertension (44), nefritis renal y renopatia diabética (45, 46). Las conexiones de HSCCE (KLK7)
con las enfermedades cutdneas, incluyendo la queratinizacion patoldgica y la psoriasis, se han descrito ya (47, 48).
Little er al. sugirieron que la zima (KLK6) puede ser amiloidogénica y puede desempefiar una funcién en desarrollo
de la enfermedad de Alzheimer (14). Existen otros informes que describen la relacion de la expresion de la neuropsina
(KLKS8) con las enfermedades del sistema nervioso central, incluyendo la epilepsia (49, 50). Al expresarse principal-
mente en el tiroides, KLK15 puede desempefiar una funcién importante en la fisiologia y patofisiologia normales de
esta glandula. Entre todas las demds calicreinas descubiertas, muchas se expresan en el tiroides pero ninguna a los
niveles mas elevados en este tejido (7, 11).

El gen KLK15 estd regulado por incremento, en el nivel del ARNm, en un subconjunto de canceres de prostata.
Las distribuciones del estado de la expresion cualitativa de KLK15 (alto o bajo) entre subgrupos de pacientes que
se diferencian en la etapa de la enfermedad, grado del tumor y puntuacién de Gleason indicaron que la expresion
elevada de KLK15 se encontraba mds frecuentemente en los tumores de grado 3 asi como en la etapa III y puntuacién
de Gleason >6 pacientes. Estos descubrimientos indican que la sobreexpresion de KLK15 estd relacionada con las
formas mds agresivas de la enfermedad y puede ser un indicador de prondstico escaso (Tabla 3).

Existen actualmente pruebas crecientes de que muchas calicreinas y genes de tipo calicreina estdn relacionados
con el cancer. PSA es el mejor marcador para el cdncer de prostata hasta ahora (20). Los informes recientes sugieren
que hK2 (codificado por el gen KLLK2) puede ser otro marcador de diagndstico util para el cdncer de prostata (21,
51). NES1 (KLK10) parece ser un nuevo gen supresor tumoral (23). El gen de la zima (KLK6) se demostré que se
expresaba de forma diferenciada en los tumores de mama y de ovario primarios (24) y la enzima quimocriptica de la
capa cornea humana (HSCCE, KLK7) se ha demostrado que se expresa a niveles anormalmente elevados en el cancer
de ovario (25). Otro gen de tipo calicreina identificado recientemente, denominado provisionalmente el gen 14 ex-
presado de forma diferenciada asociado al tumor (TADG-14)/neuropsina (KLK8) se descubri6 que se sobreexpresaba
aproximadamente en el 60% de los tejidos de cancer de ovario (26). Pprostasa/KLK-L1/ (KLK4), otro gen de tipo
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calicreina descubierto recientemente, se especula que esta relacionado con el cancer de proéstata (13). Dos calicreinas
recién descubiertas, KLK-L4 (KLK13) y KLK-L5 (KLK12), se ha descubierto también que estdn reguladas por dis-
minucién en el cancer de mama (10). Por lo tanto, la nueva extensa bibliografia sugiere multiples relaciones de varios
genes de calicreina con muchas formas de cdncer humano.

La existencia de multiples formas de ARNm cortadas y empalmadas alternativamente es frecuente entre las cali-
creinas. Distintas especies de ARN se transcriben en el gen PSA, ademds del transcrito principal de 1,6 kb (19, 52, 53).
Asimismo, Reigman et al. describieron la identificacion de dos formas cortadas y empalmadas alternativamente del
gen de calicreina 2 (KLK2) glandular humana (54). Un nuevo transcrito del gen de la calicreina tisular (KLK1) se aislé
también del colon (55). La neuropsina, un gen de tipo calicreina identificado recientemente, se descubrié que presenta
dos formas cortadas y empalmadas alternativamente, ademads de la forma principal (26, 56). Se descubrié también que
KLK-L4 presenta diferentes formas cortadas y empalmadas alternativamente (10). Debido a que las variantes de corte
y empalme de KLLK15 tienen una secuencia 5’ idéntica requerida para la traduccidn, secrecion y activacion, es posible
suponer que codifican una proteina segregada (53).

En conclusién, un nuevo elemento de la familia de genes de la calicreina humana, KLLK15, se ha caracterizado por-
que cartograffa el locus de calicreina humana (cromosoma 19q13.3-q13.4). Este gen presenta tres formas de corte y
empalme relacionadas ademads de la forma cldsica. KLK15 se expresa en una variedad de tejidos pero principalmente
en el tiroides, parece estar regulada por incremento en las formas mds agresivas del cdncer de préstata y su expre-
sién estd influenciada por las hormonas esteroides. Dado que unas pocas calicreinas se utilizan ya como marcadores
tumorales valiosos, KLK15 puede también encontrar aplicaciones clinicas similares.

TABLA 1

Cebadores utilizados para la ampliacion por PCR gendmica

Gen Denominacién y secuencia del cebador N° de registro
en GenBank
KLK1 KLK1-A: ATCCCTCCATTCCCATCTTT L10038
KLK1-B CAC ATACAATICTCT GGT TC
KLK2 KLK2-A: AGT GACACT GTCTCAGAATT M18157
KLK2-B: CCC CAATCT CACGAGTGCAC
PSA E5-A: GTC GGC TCT GGA GACATT TC M27274
E5-B: AAC TGG GGA GGC TTG AGT C
KLK15 KLK15-F1 CTC CTT CCT GCT GGC ATC CA AF242195
KLK15-R1 ATC ACACGG GTG GTCATG TG
KLK15-F2 CAA GTG GCT CTC TAC GAG CG
KLK15-R2 GAC ACC AGG CTT GGT GGT GT

*Todos los cebadores se presentan en la direccién 5° — 3°.

TABLA 2

Expresion de KLK15 en 29 pares de tejidos prostdticos cancerosos y no cancerosos

Expresion de KLK15 Numero de pacientes Valor P*
Mis alta en el cancer frente a normal 13
Mis baja en el cdncer frente a normal 3
Expresién alta pero aprox. igual en ambos tejidos 8

Expresion baja (o no) pero aprox. igual en ambos tejidos
5 0,021

*El valor P se calculd por la prueba de McNemar utilizando la distribucién binémica.
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TABLA 3

Relacion entre la expresion de KLK15 y otras variables clinicopatologicas en 29 pacientes con cdncer de prostata
primario

Numero de pacientes (%)

Variable Pacientes Negativos a KLK15 Positivos a KLK15 Valor P*

Etapa

I 20 8 (40) 12 (60)

111 9 0(0) 9 (100) 0,033
Grado

G1/2 23 8 (34,8) 15 (65,2)

G3 6 0 (0) 6 (100) 0,15
Puntuacién de Gleason

<6 22 7 (31,8) 15 (62,2)

>6 6 0(0) 6 (100) 0,14

desconocida 1

*Prueba exacta de Fisher.
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REIVINDICACIONES

1. Proteina aislada que comprende una secuencia de aminodcidos de la SEC. ID. n®: 6,7, 8 6 9.

2. Molécula de 4cido nucleico aislada que codifica una protefna segtin la reivindicacién 1, o una secuencia de
dcidos nucleicos complementaria a ésta, o una molécula de dcido nucleico que presenta por lo menos 80%, 85%, 90%,
95% 0 99% de identidad con ésta.

3. Molécula de 4cido nucleico aislada segin la reivindicacién 2, que presenta una secuencia de dcidos nucleicos
dela SEC.IDn% 1, 2, 3,4 6 5 en la que T puede ser ademas U, o una secuencia de dcidos nucleicos complementaria
a ésta, o una molécula de acido nucleico que presenta por lo menos 80%, 85%, 90%, 95% o 99% de identidad con
ésta.

4. Vector que comprende una molécula de dcido nucleico segtn la reivindicacién 2 6 3.

5. Célula huésped que comprende una molécula de dcido nucleico segin la reivindicacion 2 6 3.

6. Método para la preparacién de una proteina segtin la reivindicacion 1, que comprende las etapas siguientes:

(a) transferir un vector de expresion segtn la reivindicacién 4 a una célula huésped;

(b) seleccionar las células huésped transformadas de entre las células huésped no transformadas;

(c) cultivar una célula huésped transformada seleccionada en condiciones que permitan la expresién de la
proteina; y

(d) aislar Ia proteina.
7. Anticuerpo que presenta especificidad contra un epitopo de una proteina segtn la reivindicacion 1.

8. Anticuerpo segtin la reivindicacién 7, marcado con una sustancia detectable y utilizado para detectar el polipép-
tido en muestras bioldgicas, tejidos y células.

9. Sonda que comprende una secuencia que codifica una proteina segun la reivindicacion 1.

10. Kit de ensayo para el diagnéstico de una enfermedad asociado a una protefna segiin la reivindicacién 1, me-
diante la determinacién de la presencia de una molécula de dcido nucleico segiin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores o una proteina seguin cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

11. Kit de ensayo segtn la reivindicacién 10, en el que la enfermedad es el cincer.

12. Kit de ensayo segtin la reivindicacion 11, en el que el cdncer es el cancer de prostata.

13. Método para identificar una sustancia que se asocia con una proteina segin la reivindicacién 1, que comprende
las etapas siguientes:

(a) hacer reaccionar la proteina con al menos una sustancia que puede asociarse potencialmente con la proteina,
en condiciones que permiten la asociacion entre la sustancia y la proteina, y

(b) eliminar o detectar la proteina asociada con la sustancia, en el que la deteccion de la proteina y la sustancia
asociadas indica que la sustancia se asocia con la proteina.

14. Método para evaluar un compuesto por su capacidad para modular la actividad biolégica de una proteina
segun la reivindicacién 1, que comprende proporcionar la proteina con una sustancia que se asocia con la proteina y
un compuesto de ensayo en condiciones que permitan la formacién de complejos entre la sustancia y la proteina, y
eliminar y/o detectar los complejos.

15. Método para identificar los inhibidores de la interaccién de una proteina segun la reivindicacién 1 y una
sustancia que interactia con la proteina que comprende las etapas siguientes:

(a) proporcionar una mezcla de reaccion que comprende la proteina y una sustancia que se une a la proteina, o
por lo menos una parte de cada una que interactia;

(b) poner en contacto la mezcla de reaccién con uno o mas compuestos de ensayo;

(c) identificar los compuestos que inhiben la interaccion de la proteina y la sustancia.
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16. Método para la deteccién de una molécula de dcido nucleico que codifica una proteina segun la reivindicacién
1 en una muestra bioldgica que comprende las etapas siguientes:

(a) hibridar una molécula de dcido nucleico segin la reivindicacioén 2 6 3 con 4cidos nucleicos de la muestra
bioldgica, formando de esta manera un complejo de hibridacién; y

(b) detectar el complejo de hibridacion en el que la presencia del complejo de hibridacion estd correlacionada
con la presencia de una molécula de acido nucleico que codifica la proteina en la muestra biolégica.

17. Método segtin la reivindicacién 16, en el que los acidos nucleicos de la muestra biolégica se amplian mediante
la reaccidén en cadena de la polimerasa antes de la etapa de hibridacion.

18. Método in vivo para controlar la evolucién del cincer de préstata en un individuo, que comprende las etapas
siguientes:

(a) poner en contacto una cantidad de un anticuerpo que se une a una proteina, segun la reivindicacién 1, con
una muestra del individuo de manera que formen un complejo binario que comprende el anticuerpo y la
proteina en la muestra;

(b) determinar o detectar la presencia o cantidad de formacién de complejo en la muestra;

(c) repetir las etapas (a) y (b) en un punto posterior en el tiempo; y

(d) comparar el resultado de la etapa (b) con el resultado de la etapa (c), en el que una diferencia en la cantidad
de formacién de complejo es indicativa de la evolucién del cancer en dicho individuo.

19. Utilizacién de una proteina segtn la reivindicacién 1, para la preparacién de un medicamento destinado al
tratamiento del cancer de prostata.

20. Composicion farmacéutica que comprende una o mas moléculas de dcido nucleico o protefnas segiin cualquiera
de las reivindicaciones anteriores, y un portador, excipiente o diluyente farmacéuticamente aceptable.

21. Utilizacién de una o mds moléculas de dcido nucleico o proteinas segiin cualquiera de las reivindicaciones
anteriores, para la preparacion de una composicién farmacéutica destinada al tratamiento del cancer de prostata.

22. Método para realizar el descubrimiento del farmaco que comprende:

(a) proporcionar los agentes identificados por su capacidad para inhibir o potenciar la interaccién de una pro-
tefna segun la reivindicacién 1 y una sustancia que se une a la proteina;

(b) realizar el perfil terapéutico de los agentes identificados en la etapa (a) o andlogos adicionales de los mis-
mos, para la eficacia y la toxicidad en animales; y

(c) determinar una formulacién para una preparacién farmacéutica que comprende uno o mas agentes identifi-
cados en la etapa (b) que presentan un perfil terapéutico aceptable.

23. Vacuna para estimular o potenciar en un sujeto para el que la vacuna es la produccién de anticuerpos adminis-
trada dirigida contra una proteina tal como en la reivindicacién 1.

24. Utilizacién de una proteina seguin la reivindicacion 1, para la preparacion de una vacuna destinada a estimular
o potenciar en un sujeto la produccién de anticuerpos dirigida contra la proteina.
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Figura 1
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Figura 1 (continuacion)

CGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGG
ACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGC
TGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTC TGGCGTCAAAGAGAAACCCCGAGACAC
TGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCT
CCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTG
GTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATG
AGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCGTGTCTGGCACTGA
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Figura 2
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Figura 2 (continuacién)
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 7
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Figura 8
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SEC.ID n 1

ES 2 266 245 T3

LISTA DE SECUENCIAS

Estructura genémica completa de KLK15

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
9561

agaatgggtg
ggtgggggca
caattcaccc
ccagagtgga
cactgagggt
ggcgttggat
agcactggcet
gaagccactt
gcactttggg
ccaacatggt
acacctgtaa
cagaggttac
ctccgtcectca
tggactttat
gccagctcca
ggactggact
gtggctcatg

ctgtgggatt
gagtgtcaga
tcaaagcttc
gtcagaccag
caggggaggt
atgcggtggg
gcgtctagga
ttgteccttga
aggctgaggce
gaaactccgt
tcccaattgce
agtgagcgga
aaaaaaaaaa
cctggtggtg
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatcc

caggggagac
ggacaaagat
ctgaggccte
ctectcgggg
cagagaaggc
aggaatagcc
caaggtcatg
aagtgaggct
gggtggatca
ctctactaaa
ttgggaggct
gatcacgcca
aaaaaaagaa
ccaaggatcc
gaccctttgg
ccaaaaggcc
cagcactttg

acctgttagg
gaatttggaa
ccgtgggteg
agctgccagt
ctcaaggagg
taagcatgaa
ggagacccag
ggagccaggce
ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag
ctccactceca
aaaaaaagaa
atggagggtyg
ggtcatgget
agataagagg
ggaggccgag

tgttggggcc
gatatgggga
ggccctgecag
ctegtagggy
aagcggggct
atggcaggag
ggagaggggc
aactcatgcce
ggagttcaag
ttagctgggce
aatctcttga
acctgggcta
agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat

tcccagaaga
agaaggattt
tactggagac
aggcagacac
ggaagggaat
ggaaaatggc
tggaagggaa
tgtaatccca
accagcectgg
gtggtggcac
acccagaagg
cagagccaga
tttgaagagc
gaggggcaca
ctggtggagg
accaggcgeg
catgaagtca
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1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3an
3481
3541
3601

3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
‘4441
4501
4561
4621
4681
4741

agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgcactcc
gacagggggt
ggctgacagg
ttccagagat
tggtcagaag
ggaggcagaa
accctggtcce
caggtgaggt
atgtctgggce
cttcacccte
ctetggagte
gggttacaca
ggaactgctt
acaataacag
agtgectgaga
tgtctcttac
cctggcccag
acaacgtcta
cagagggacg
cagctgccac
gggtggactt
ccecacgecet
tgectgetge
ctcggtgecce
tttgttaage
cagttcctga
ctgtgtgggt
ggagaggggt
cattctgtgt
gcecctgtatg
tcagtgactc
ctggctgcct
gtgcrtgceccece
ctctaactct
ttgreteggtt
caacctcagc
gqagtagctag
cttiatttate
actcctgace
aggcgtgagce
tgtctgactt
gactaaatcc
aggtatcact
cttacaacaa
actcaaagtt
ccctgtatge
aggtctgaac
tattcatgtc
4442434444
caatggagca
ctcagectce
tatttttgtt
caggtgatcce
cccagectgt
tccagtcctg
atgacettgt
agactetggg
gacaatttgg
gtgccectgt
ctctctctee

ES 2 266 245 T3

gccatcctygg
attagceggag
gaatggtgtg
agcctgggtyg
ccttgegtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtcctgcec
ctcctecaca
ggccccagga
ccagtgatct
cacctgtgee
gctatgttgce
aacctgagct
cacctctectg
tgaggtctca
ggccaacagce
agggtctttg
gtagtgcccecc
tgtgtggtgg
gccacaacat
acaccaagaa
tcattaacgt
ccagecctcec
gcccagetgg
agctgttcag
cccttgtcca
ctgtgatggg
gggagtgtgce
cctggtcctg
gtgtgtgtgt
ttcacatcct
cacagatctg
ctggcttcag
agacagcaag
acaaaatgtc
ttttttgaga
tcactgcaac
aattacaggc
cactrrtctago
tcaggrgatc
caccacacct
atgttggcca

aggtgtcatt
caccatacat
tcttcatttt
tcacagctag
aagtgtctgt
aatatccaat
ttaaccatcc
(4444443444
acctcecgete
agagtagctg
agagacaggg
acccgectceg
gctgtgattc
tccatagctg
atagccacat
gccaaggetg
tgaccgtgaa
ctecacccece
cagagtctta

ctaacacggt
cacggtggtg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcyg
acagtggatg
tcacctggat
atgtggcttc
gggggccagg
gccageccct
aatgtcccta
ctggggectce
gagtcctggg
ggcttcgaat
atagcataac
acagacagac
aggggattaa
ttcaggtgtg
gcaccaccga
caaggtcacc
attaattgta
tctgccacaa
ctecggetct
ggcctccace
ccecgtaccct
ccacatecgce
gagagtgtgg
atggcttcaa
tgaccttgaa
gtgtgtgtgt
ctccacatgc
gcettggggge
ctgcatgtct
tccacatctg
ttgtgggtga
cggagtctcyg
clteccgectee
acgcaccacc
tagagacggg
cacccaccee
ggccaacctt
tctecaggal

tgcaaaaaac
acacacatgce
acagatgagg
tacattcgaa
gacactggat
tctgtgtgtg
atattcatat
tttgagatgg
actgcaatct
ggattacagg
tttcecccata
gcctcccaaa
ttgaagctge
tacctaagtg
ctgggactca
ggtcacacat
tgactggttt
aaccacagag
tagcaaatgg

gaaaccctgt
ggcgectgta
gtggagctetg
actccgtetce
agatccaccce
ctgtecgagt
cagagtgggag
ggataagtcet
tctectecacte
tecctecactcet
tctgtgggag
acctcaccca
agceccttacce
tcgetgeeca
gcaaccgcett
gccttctcta
agaggtaata
tccagcttga
atgtggttgt
caagccaggc
cctcatttga
ttgggtgtca
acctgatgcecce
atgaccctca
ctctgtgcac
ttcctetgge
ccgecctteg
attccectgg
gcatttggtc
ccttcagggg
tgtctctaat
gtacatgcac
atgagccaga
tgatctagag
ttgaccttga
agtgttggcce
atcacggttt
ctctgecegece
caggttcaag
acgeecaget
atrtcacgat
ggcctggcec
gactatttat
ggacctgaac

aactaatatt
acacacacac
aaacagaggc
cccaggctta
gccaagacte
tgtttgtgtg
acacatatga
agtttcactc
ccgecteceg
cacccgcecac

ttggccagge
gtgctgggat
aacccatgtg

tggaagctgg
tactgcacac
actgagtggce
caagtgacca
gacttcttge
ggtgggggcte

ctctacttaa
gtceccagceta
cagtgagccyg
aaaaaaataa
gctggtageca
gecctagagga
ttgggggaag
gtgtctggag
cctceccaga
ctecttectyg
caggtgecccce
gagaccacta
gtcaggtget
cgacaaggaa
ccttgetgtg
taagacagca
tacatagcaa
gtcccacacc
gtgtgaggca
acggtgctta
caagggaagg
ggcaaactcc
tctcttetgg
ctcctggggg
tcacctacct
ttggactggce
gaggacgacc
tctcacgggg
tggctgtgca
atgcatccac
catgtcctta
gtgtgcagtg
tcceccatatg
atggataaat
atgcccagece
ttctgggttg
taaccttgac
caagctggag
caattctgtc
gatttttgta
gtiggccagg
tcecaaagtyg
tataggtaat
tttcacacgt

attaagtagce
atacacattce
acagacaggt
aggacccate
acactagaga
tgcatgtgtyg
acatctgtge
ttgtcaccca
ggttcaagceg
catgcccage
tggtctcgaa
tacaggcatg
catgcaagtg
atgtgcatgt
tgaatttgge
cacatgcgtt
cctgtctgaa
cectetggtet
agagetctgyg

aaaaaaaaaa
ctcgggagge
acattgtgcce
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt
ctgcagccga
ctggcatcca
cttcccaage
aagatcctte
dggtgctgcetg
cacggtcctg
tgtccttgag
cccacttgag
gcattagaca
tgeccactcce
gaagcataag
gagcttacat
ggctgtgget
agattgaact
agaaattggg
ccecectgagac
gcctegegee
caggtgcagce
tcaccettee
gcctttggee
aatcctgccce
attgcccagt
agcataatgce
ggtatacaag
tgaaacccaa
atgtcctgec
ccgtgtetgg
gtgtctgcag
ctttttttgt
ttcagtggtg
tctgectecce
tttctactta
crgglclcaa
ctgggattac
Lctgtgcaga
atgteccctgt

taccagggcect
ctacctcatc
cgaataactt
tttgtccaga
tgttgadgttt
tgtgtgtatg
tgtgattctt
ggctggagtg
attttccetge
taattttttg
ctectgaccet
agccaccgtg
aatttcagct
atgcétgtcc
tgacatgtcc
tgacgtctgt
cctgtatcca
gttceecctte
agaaaacagg
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4801
4861
4921
4381
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
1201
7261
7321
7381
7541
7501
7561
7621

7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401
8461
8521
8581
8641
8701

cagcggttgt
gcactrtggg
taacatggtg
cacctcagcet
gcagtgagct
caaaaacaac
aaggcatagg
cgtcecctgte
gctggaaggt
tggacgcttt
ctgccaaage
agagctccta
cgaggaggcc
tctctgaagg
agaatcctgyg
tctaggagtg
ggcttcaggg
tcgggttgcec
tccactggeg
aacctgecgca
ccgcgcetacg
gcacgectga
gaggcctgtg
agecceccggt
atgctccagg
ccactgtctt
tcggacacat
ggcgcggagyg
gaagaagagg
ggccagagaa
ggtgaggttg
tagttagttt
ggtgggaaat
catgaagatt
ggatgtgggc
attggatata
tgggttggcet
tgggatgggg
atccaggagg
acccctggte
caacaccacc
aaccatgaag
ccccacagcet
cctgtccaag
caaqggtcacc
ttctgtgact
cacccaccac
Aaacacacatg

tcecttatcteg
aatgagatga
tctctggatc
taaggtttag
gccaaggcgg
aaccccatct
aatcctagcet
gcagtgagcc
agaaaaaaaa
ggcaaatact
gctgctttga
gaggctgcag
tcgectgaatg
ggggggaagg
ccagatctet
gtctttgaga
accctgaata
catttgggca
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aaataaacaa
aggctgaggc
agacctcgtc
actcgggagg
gagatcatgc
aacaacaaca
catatagtag
ctcaggcatc
gacgagtgtg
aactgtggcg
cggtatgaag
gatttggggyg
ggatgtcaag
aggaaggaga
attcggggac
tgecetgactt
tcttgggaaa
cactctttga
ggaaaaccac
agcgcgatgg
aagcgcgcag
acccccaggt
tggtgtctgg
cacaaggtgc
gctettgggce
ccccagtgag
cttgtgacaa
gcagaggcgc
gatggggaca
gatgctaggg
gagttggggt
gagatggcat
acgtcagggt
gagattggat
tgagttggat
ggttgggtga
ctgtttggga
atggattggg
tttcactcaa
tgtgggggca
aagcctggtg
aggaactgac
ggccagcagce
gcccagatgt
Lgtttaatgc
titttceggg
ceccgatcecect
accacccgtg

taaaatgaga
ttcgtctgaa
ccagttaaag
ttctgggccg
gcggetecact
ctactaaaaa
acttgggagg
gagatcgcege
aaaaaaaaaa
gtcectttect
ttttaccaaa
gaatctagtt
ttgaagtaca
gtcattggaa
ggactttgga
cceecgettgt
catctgggtt
acccggtggg

cagggcagge
gggcagagca
tctactaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aaacaaaaaa
ttagggcagg
ctctaccccet
caccccacte
cttecectceat
gcaggggetc
aagacggagg
ccectgggtet
agactagtte
agaccaggag
cagactcgtt
aggtaatggg
tctttctgte
tecgeccgeac
cccagagcaa
ccaccgcaac
gcgececegeg
ctggggcctyg
gtgaaaggat
ggaggggaca
tctcccagat
gagctaccca
agaatcctgt
ggtgtgggag
ttaggcttgg
tataggtggg
gggttggggt
tgaattggga
tttgagatgg
ttaacttagt
gttgtattga
taaactgggc
tttggggtga
cctgagaccc
tcctgecaggyg
tctataccaa
tattctagcc
ccegectgac
tagccaagga
caagataaca
gtcaaagaga
aggtgaggag
tgatcttgaa

ccatcttatt
ctgattaaaa
gacctaacag
ggcatggtgg
tgaggtcagg
tactaaaaaa
gtgatgtggg
cactgcacte
aaagatttag
tagccaggtc
aagccaagac
cctaattatc
tgaacctggc
tctgtggtta
ggaccgacgt
tggggcggcy
gggcgcacaa
agtgaacggce

ggagcatggt
tttgaagtca
atacaaaaat
aggatcactt
cagcctgggce
cagggcaggg
gtgcaaggaa
tctcttagea
ccagccatgg
ctccccacac
agggtcctga
cagacgccag
aggaaggagt
cagcttttga
ggggctggga
ggtccttgag
atgtcgagat
ctctacttgc
agcttcatga
ctacggacca
gacatcatgt
gtgctaccca
gtgtcccaca
ggagctggat
agggccggaa
acgttgcatt
gggcgectga
gaggtcagag
tccggatggg
agatggagta
gattgcgttg
tgagaatggg
tgaggtagat
gcatgggttt
acagttgcac
gctgtgttga
tgtattgagt
gattgcaaat
cctecterttee
cattgtgtcc
agtctgccac
tatctcctgt
atggaacaga
cttgtcccac
aagcgctgat
aaccccgaga
aagcggceltg
caagaggccce

gctgacttca
tcgtgrctgg
acactagatt
ctcacacctyg
agtgcaagac
atttagccgg
aggatcgcetrt
cagcctggtg
ttctgggctt
cctgatatac
aacctgttgg
ttcagagacc
tecgtgagacc
gcctgatctt
tgagcaccat
ccggatttgg
tgtgtggctce
ctggc

ggctcacace
gaagtttgag
tagccaggtyg
gaacccagga
aaaagagtga
tgtcttgaga
ggtgtaggag
gcccaggatg
caagtggctc
tgggtgctgt
gggagcctgg
aactcctggg
gtgtgtttca
gectcagtte
gtagttggag
gagcaggggc
ttctaaaggg
gggtaaccac
gagtgcgcect
cgtctcgggt
tgctgcgect
cgegttgecce
acgagcectgg
gcgaggcecte
tttatggatc
gtgccaacat
caaacaccat
cctagagggg
gttggatttt
ggaagagaag
tttgaggtgg
aatggtttgg
ttrgtttgga
gatttgattt
tggagttgca
attggggttg
tgagttgggt
ggtgattagg
ccacagggtg
tggggtgacg
tacttggagt
gcccctgact
acggagccat
ctgaggacaa
ccaagttgcet
cactgtacac
aagcaggqgct
aatctcactt

aagggectgtt
cactgagtaa
accaagaatg
ctaatcccage
cagecctggeco
gegtggtggce
gaacttagga
acagagcaag
cctggtagcec
agcagaggct
aagcctatgg
acaaaatgtg
taaatattgt
gacctgegag
aatgggagca
atgctaaaaa
cecacacatce

tgtaatceca
actacctgge
tggtggcggg
ggcggaagtt
gactccgtet
agttagggga
gcaatgtaaa
gtgacaagtt
tctacgagcg
ctgcggccca
ttcgggggga
ttctgaaaga
aagccttcga
tagggatgtg
gggatcgagt
tggaaccatt
tcgggagace
tggcccgecac
gggagagcac
cattccacac
agtccagccc
ccacccgggg
gaccgctggg
aaggaatcct
tgctccaagt
cagcattatc
ggtgtgtgca
ccatcaggcg
ctttgectteg
ttagaatagg
ataactgtga
tttgattctg
atgcagaaga
tgaatggtga
tgggggtgag
gggttggggt
.tggggttccc
atgaggatga
actctggggg
tceccttgtga
ggatcaggga
gagcagaagc
ccceccaagac
agcLggeget
ctgtaggaat
tgttccttet
ccattcattc
cgcetiggte

gtgaggatta
ataccctcta
getttectett
actttgggag
aacatggtga
acacgactgt
ggcaggagtt
acktccatctc
atggcaaaaa
ggaactctga
gtttaccatt
atgttcaagg
actggtggtg
ggaaggttgt
gaagtgcgag
ttacctggga
tttaggaaca
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Dn® 2

ARNm clésico (1581..1623, 5259..5412, 5913..6196, 6317, 6453)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGARCCCCCAGGTGCGCCCCGCGGTGCT
ACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGGGAGGCCTGTGTGGTGTCTGGCTGGGGCCTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGG
ACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAGTGAGTCTCCCAGATACGTTGCATTGTGCCAACATCAGCATTATCTCGGACA
CATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGGGCGCCTGACAAACACCATGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGA
ATCCTGTGAGGGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTG TGTCCTGGGG TGACGTC
CCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAARCCATGA
AGAGGAAC TGACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCG
CCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCAC
CTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAG
GAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCC
CGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTG
AACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTGGTTTCC TTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGG
GCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCGTGTCTGGCACTGA

SEC.ID n® 3

Estructura de la VARIANTE 1 DE CORTE Y EMPALME DE ARNm de KLK 15 (1581..1623, 5259..5412,

5913..

6078, 6317..6453)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGC TTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGTGAGTCTCCCAGATACG
TTGCATTGTGCCAACATCAGCATTATCTCGGACACATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGGGCGCCTGACAAACACCA
TGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGAATCCTGTGAGGGTGAC TCTGCGGGACCCCTGGTCTGTGGGGG
CATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTC
TGCCACTACTTIGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTC TAGCCTATCTCCTGTCGCCCCTGACT
GAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTC

CAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCA
AGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGA
GACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCAT

40
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SEC.

Estructura 2 de CORTE Y EMPALME del ARNm de KLK 15 (1581..1623, 5259..5412, 5913..6196, 7127..

7786)

TCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCITGGTTTCCTTATCTG
TAALATGAGACCATCTTAT TGCTGAC TTCAAAGGGCTGTTC TGAGGATTAAATGAGATGA

IDn% 4

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATCGTCGACAAGTTCCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGCTGGCGCTTECCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGEGTGCGCCCCGCGGTGCT
ACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGGGAGGCCTGTGTGETGTCTGGCTGGGGC CTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGG
ACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAGGGTGACTC TGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTGTG
TCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGA
TCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGC
TGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCC
AAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATC
CAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGTGACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTCTTCCT
TTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACC
ACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCTTGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTAT
TGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATGA
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SEC.IDn®% 5
Estructura 3 de CORTE Y EMPALME del ARNm de KLK 15 (1581..1623, 5259..5412, 5913..6078, 7127..
7786)

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAGCAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGCTGGAAGGTG
ACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTACGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCT
CATCTCCCCACACTGGGTGCTGTCTGCGGCCCACTGCCAAAGCCGCTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAAC
CTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGGGTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCA
GCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCACGCCTGAACCCCCAGGGTCACTCTGGGGGACC
CCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACAACACCACCAAGCCTGGT
GTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTGACTATTCTAGCCTATCT
CCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGGAACAGAACGGAGCCATC
CCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAAAGCTGGCGCTCAAGGTC
ACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTC TG TGACTTTTTTCTGGGGTC
AAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAGGTCAGGAGAAGCGGCTT
GAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGCCCAATCTCACTTCGCCT
TGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTGACTTCAAAGGGCTGTTGTGAGGATTAAATGAGATCA

SEC.ID n®% 6
Proteina de KLK15

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQVRPAVLPTRCPHPGEACVVSGWGLVSHNEPG
TAGSPRSQVSLPDTLHCANISIISDTSCDKSY PGRLTNTMVCAGAEGRGAESCEGDSGGPLVCGGILQGIVSWGDY
PCDNTTKPGVYTKVCHYLEWIRETMKRN

SEC.ID n* 7
Variante 1 de corte y empalme de KLK15

MWLLLTLSFLLASTAAQDGOKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHKN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQ

SEC.ID n* 8
Variante 2 de corte y empalme de KLK15

MWL LTLSELLASTAAQLGOXI.LEGDECAPHSQPWQVALYERCRFNCGASIT,IS PHUVLSAAHCOSRITMRVRLGEHRN
LRERDGPEQLRTTSRVIPHPRYTARSHRND IMLLRLVQPARLN PQVRPAVI.PTRCPIIPGEACVVSCWGLVSHNEPG
TAGSPRSQG

SEC.ID n* 9
Variante 3 de corte y empalme de KLK15

MWLLLTLSFLLASTAAQDGDKLLEGDECAPHSQPWQVALYERGRFNCGASLISPHWVLSAAHCQSRFMRVRLGEHN
LRKRDGPEQLRTTSRVIPHPRYEARSHRNDIMLLRLVQPARLNPQGDSGGPLVCGGILQGIVSWGDVPCDNTTKEG
VYTKVCHYLEWIRETMKRN

SEC. ID n*: 10

HNEPGTAG
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SEC.IDn® 11
5’ no traducida

SEC.ID n°: 12
Exén 1
1581-1623

ES 2 266 245 T3

1-1580

AGAATGGGTGCTGTGGGATTCAGGGGAGACACCTGTTAGGTGTTGGGGCC
TCCCAGAAGAGGTGGGGGCAGAGTGTCAGAGGACAARGATGAATTTGGAA
GATATGGGGAAGAAGGATTTCAATTCACCCTCAAAGCTTCCTGAGGCCTC
CCGTGGGTCGGGCCCTGCAGTACTGGAGACCCAGAGTGGAGTCAGACCAG
CTCCTCGGGGAGCTGCCAGTC TCGTAGGGGAGGCAGACACCACTGAGGGT
CAGGGGAGGTCAGAGAAGGCCTCAAGGAGGAAGCGGGGCTGGAAGGGAAT
GGCGTTGGATATGCGCGTGGGAGGAATAGCCTAAGCATGAAATGGCAGGAG
GGAAAATGGCAGCACTGGCTGCCTCTAGGACAAGGTCATGGGAGACCCAG
GGAGAGGGGCTGGAAGGGAAGAAGCCACTTTTGTCCTTGAAAGTGAGGCT
GGAGCCAGGCAACTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGC
GGGTGGATCACTAGAGGTCAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCAACATGGT
GAAACTCCGTCTCTACTAAAATTACAAAAATTAGCTGGGCGTGGTGGCAC
ACACCTGTAATCCCAATTGCTTGGGAGGCTGAGGCAGGAGAATCTCTTGA
ACCCAGAAGGCAGAGGTTACAGTGAGCGGAGATCACGCCACTCCACTCCA
ACCTGGGCTACAGAGCCAGACTCCGTCTCAAAAARARAAAAAAAAAAAGAA
AAAAAAAGAAAGAAAGTGAATTTGAAGAGCTGGACTTTATCCTGGTGGTG
CCAAGGATCCATGGAGGGTGGTGAGCAGGGGAGGGGCACAGCCAGCTCCA
GATGTAGAAAGACCCTTTGGGGTCATGGCTGGAGGGCAAGCTGGTCGAGG
GGACTGGACTGGAGGGGGACCCAAAAGGCCAGATAAGAGGGTTGAGATAG
ACCAGGCGCGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCCGAG
GTGGGTGCATCATCAACTCAAGAGATTGAGGCCATCCTGGCTAACACGGT
GAAACCCTGTCTCTACTTAAAAAAAAAAAATTTCCAAAAAATTAGCCGGG
CACGGTGGTGGGCGCCTGTAGTCCCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCGGGA
GAATGGTGTGAACCTGGGAGGTGGAGCTTGCAGTGAGCCGACATTGTGCC
ACTGCACTCCAGCCTGGGTGACAGAGTGAGACTCCGTCTCAAAAAAATAA
AAAAAGTTGGGACAGGGGGTCCTTGCGTGATGATGGAGAGAGATCCACCC
GCTGGTAGCATGGTGCTGGAGGCTGACAGGTGGAGGAGGTGGGGCAGGGT
CTGTCCGAGTGCCTAGAGGAAGAGTAAACCTTCCAGAGATGCGGGGACCCA
GAAGGAAGCGCAGAGTGGGG T TGGGGGAAGGGGATACCGGTGCTCAGAAG
ANATTTATTAACAGTGGATGGGATAAGTCTGTGTCTGGAGGGATCCTGGT
GGAGGCAGAAGGGTCCTGCCTCACCTGGATTCTCTCACTCCCTCCCCAGA
CTGCAGCCGAACCCTGGTCCCTCCTCCACA

ATGTGGCTTCTCCTCACTCTCTCCTTCCTGCTGGCATCCACAG
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SEC.ID n® 13

Intrén 1

1624-5258

GTGAGGTGGCCCCAGGAGCGGGCCAGGTCTGTGGGAGCAGGTGCCCCCTTCCCAAGCATGTCTGGGCCCAGTGATC
TGCCAGCCCCTACCTCACCCAGAGACCACTAAAGATCCTTCCTTCACCCTCCACCTGTGCCAATGTCCCTAAGCCC
TTACCGTCAGGTGCTGGTGCTGCTGCTCTGGAGTCGCTATGTTGCCTGGGGCCTCTCGCTGCCCACGACAAGGAAC
ACGGTCCTGGGGTTACACAAACCTGAGCTGAGTCCTGGGGCAACCGCTTCCTTCCTGTGTGTCCTTGAGGGAACTG
CTTCACCTCTCTGGGCTTCGAATGCCTTC TCTATAAGACAGCACCCACTTGAGACAATARCAGTGAGGTCTCAATA
GCATAACAGAGGTAATATACATAGCAAGCATTAGACAAGTGCTGAGAGGCCAACAGCACAGACAGACTCCAGCTTG
AGTCCCACACCTGCCACTCCCTGTCTCTTACAGGCTCTTTCAGGGGATTAAATGTCGTTGTGTGTGAGGCAGAAGC

ATAAGCCTGGCCCAGGTAGTGCCCCTTCAGGTGTGCAAGCCAGGCACGGTGC TTAGAGCTTACATACAACGTCTAT
GTGTGGTGGGCACCACCGACCTCATTTGACAAGGGAAGGGGCTGTGCGCTCAGAGGGACGGCCACAACATCAAGGTC
ACCTTGGGTGTCAGGCAAACTCCAGATTGAACTCAGCTGCCACACACCAAGAAATTAATTGTAACCTGATGCCTCT
CTTCTGGAGAAATTGGGGGGTGGACTTTCATTAACGTTCTGCCACAAATGACCCTCACTCCTGGGGGCCCCTGAGA
CCCCCACGCCTCCAGCCTCCCCTCCGGCTCTCTCTGTGCACTCACCTACCTGCCTCGCGCCTGCCTGCTGCGCCCA
GCTGGGGCCTCCACCTTCCTCTGGCTTGGACTGGCCAGGTGCAGCCTCGGTGCCCAGCTGTTCAGCCCGTACCCTC
CGCCCTTCGGAGGACCACCTCACCCTTCCTTTGTTAAGCCCCTTGTCCACCACATCCGCATTCCCCTGGTCTCACG
GGGGCCTTTGGCCCAGTTCCTGACTGTGATGGGGAGAGTCTGGGCATTTGGTCTGGCTGTGCAAATCCTGCCCCTG
TGTGGGTGGGAGTGTGCATGGCTTCAACCTTCAGGGGATGCATCCACATTGCCCAGTGGAGAGGGGTCCTGGTCCT
GTGACCTTGAATGTCTCTAATCATGTCCTTAAGCATAATGCCATTCTGTGTGTGTGTGCTGTGTGTGTGTGTGTACA
TGCACGTGTGCAGTGGGTATACAAGGCCCTGTATGTTCACATCCTCTCCACATGCATGAGCCAGATCCCCATATGT
GAAACCCAATCAGTGACTCCACAGATCTGGCTTGGGGGCTGATCTAGAGATGGATAAATATGTCCTGCCCTGGCTG
CCTCTGGCTTCAGCTGCATGTCTTTGACCTTGAATGCCCAGCCCCGTGTCTGGGTGCTGCCCCAGACAGCAAGTCC
ACATCTGAGTGTTGGCCTTCTGGGTTGGTGTCTGCAGCTCTAACTCTACARAAATGTC T TGTGGGTGAATCACGGTT
TTAACCTTGACTTTT T I TTGTTTGT T TGG T TTTTTTTGAGACGGAGTCTCGCTCTGCCGCCCAAGCTGGAGTTCAG
TGGTGCAACCTCAGCTCACTGCAACCTCCGCCTCCCAGGTTCAAGCAATTCTGTCTCTGCCTCCCGAGTAGCTAGA
ATTACAGGCACGCACCACCACGCCCAGCTGATT T TTGTATTTTTATTTATTTATT TATTTATTTTTTAGTAGAGAC
GGGATTTCACGATGTTGGCCAGGCTGGTCTCAAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCACCTCGGCCTTGGCCTCC
CAAAGTGCTGGGATTACAGGCGTGAGCCACCACACCTGGCCAACCTTGACTATTTATTATAGGTAATTCTGTGCAG
ATGTCTGACTTATGTTGGCCATCTCCAGGATGGACCTGAACTTTCACACGTATGTCCCTGTGACTAAATCCAGGTG
TCATTTGCAAAAAACAACTAATATTATTAAGTAGCTACCAGGGCTAGGTATCACTCACCATACATACACACATGCA
CACACACACATACACATTCCTACCTCATCCTTACAACAATCTTCATTTTACAGATGAGGAARCAGAGGCACAGACA
GGTCGAATAACTTACTCAAAGTTTCACAGCTAGTACATTCGAACCCAGGCTTAAGGACCCATCTTTGTCCAGACCC
TGTATGCAAGTGTCTGTGACACTGGATGCCAAGACTCACACTAGAGATGT TGAATTTAGGTCTGAACAATATCCAA
TTCTGTGTGTGTGCTTTGTGTGTGCATGTGTGTGTGTGTATGTATTCATGTCTTAACCATCCATATTCATATACACA
TATGAACATCTGTGCTGTGATTCT TT T TTTTTTTTT T TTTTTTTTTTGAGATGGAGTTTCACTCTTGTCACCCAG
GCTGGAGTGCAATGGAGCAACCTCCGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCCGGGTTCAAGCGATTTTCCTGCCTCAGCC
TCCAGAGTAGCTGGGATTACAGGCACCCGCCACCATGCCCAGCTAATTTTTTGTATTTTTGTTAGAGACAGGGTTT
CCCCATATTGGCCAGGCTGGTCTCGAACTCCTGACCTCAGGTGATCCACCCGCCTCGGCCTCCCAAAGTGCTGGGA
TTACAGGCATGAGCCACCGTGCCCAGCCTGTGCTGTGATTCTTGAAGCTGCAACCCATGTGCATGCAAGTGAATTT
CAGCTTCCAGTCCTGTCCATAGCTGTACCTAAGTGTGGAAGCTGGATGTGCATGTATGCATGTCCATGACCTTGTA
TAGCCACATCTGGGACTCATACTGCACACTGAATTTGGCTGACATGTCCAGACTCTGGCGCCAAGGCTGGGTCACA
CATACTGAGTGGCCACATGCGTTTGACGTCTGTGACAATTTGGTGACCGTGAATGACTGGTTTCAAGTGACCACCT
GTCTGAACCTGTATCCAGTGCCCCTGTCTCCACCCCCAACCACAGAGGACTTCTTGCCCTCTGGTCTGTTCCCCTT
CCTCTCTCTCCCAGAGTCTTATAGCAAATGCGGTGGGGGCTAGAGTTC TGGAGAAAACAGGCAGCGGTTGTAAATA
AACAACAGGGCAGGCGGAGCATGGTGGCTCACACCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCTGAGGCGGGCAGAGCAT
TTGAAGTCAGAAGTTTGAGACTACCTGGCTAACATGGTGAGACCTCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAG
GTGTGGTGGCGGGCACCTCAGCTACTCGGGAGGCTGAGGCAGGAGGATCACTTGAACCCAGGAGGCGGAAGTTGCA
GTGAGCTGAGATCATGCCACTGCACTCCAGCCTGGGCAAAAGAGTGAGACTCCGTCTCARAAACAACAACAACAAC
AAAACAAAAAACAGGGCAGGGTGTCTTGAGAAGTTAGGGGAAAGGCATAGGCATATAGTAGTTAGGGCAGGGTGCA
AGGAAGGTGTAGGAGGCAATGTAAACGTCCCTGTCCTCAGGCATCCTCTACCCCTTCTCTTAG

SEC. ID n°: 14

Exén 2

CAGCCCAGGATGGTGACAAGTTGC TGGAAGGTGACGAGTGTGCACCCCACTCCCAGCCATGGCAAGTGGCTCTCTA
CGAGCGTGGACGCTTTAACTGTGGCGCTTCCCTCATCTCCCCACACTGGGTGCTGCTCTGCGGCCCACTGCCAAAGT

cG
SEC. ID n°: 15
Intrén 2
5413-5912

GTATGAAGGCAGRGGCTCAGGGTCCTGAGGGAGCCTGGTTCGGCGGGGAAGAGC TCCTAGATT TGGGGGAAGACGGA
GGCAGACGCCAGAACTCCTGGGTTCTGAAAGACGAGGAGGCCCGATGTCAAGCCCCTGGGTTAGGAAGGAGTGTGT
GTTTCAAAGCCTTCGATCTCTGAAGGAGGAAGGAGAAGACTAGTTCCAGCTTTTGAGCCTCAGTTCTAGGGATGTG
AGAATCCTGGATTCGGGGACAGACCAGGAGGGGGCTCGGAGTAGTTGGAGGGGATCGAGTTCTAGGAGTGTGCCTG
ACTTCAGACTCGTTGGTCCTTGAGGAGCAGGGGCTGGAACCATTGGCTTCAGGGTCTTGGGAAAAGGTAATGGGAT
GTCGAGATTTCTAAAGGGTCGGGAGACCTCGGGTTGCCCACTCTTTGATC TTTCTGTCCTCTACTTGCGGGTAACC
ACTGGCCCGCACTCCACTGGCGGGAAAACCACTCGCCCGCACAG
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SEC.ID n®% 16
Ex6n 3 (variante 2 cldsica y de corte y empalme)

5913-6196

cttcatga gagtgcgcct gggagagcac aacctgcgca agegcgatgg cccagagcaa ctacggacca
cgtetcgggt cattccacac ccgcgctacg aagcgcgcag ccaccgcaac gacatcatgt tgetgegect
agtccagceccc gcacgcectga acccccaggt gecgeccccgeg gtgeotaccca cgcgttgcocec ccaccegggg
gaggcetgtg tggtgtctgg ctggggcctg gtgtcccaca acgagcctgg gaccgctggg

agccecceceggt cacaag

SEC. ID n°: 17
Intrén 3 - Variante 2 clésica y de corte y empalme

6197-6316

tgc gtgaaaggat ggagctggat gcgaggcctc aaggaatccta tgctccaggg ctcttgggeg
gaggggaca agggccggaa tttatggatc tgctccaagtccactgtctt ccccag

SEC. ID n°: 18
Exo6n 3 - (variante de corte y empalme 1y 3)

5913-6078

CTTCATGAGAGTGCGCCTGGGAGAGCACAACCTGCGCAAGCGCGATGGCCCAGAGCAACTACGGACCACGTCTCGG
GTCATTCCACACCCGCGCTACGAAGCGCGCAGCCACCGCAACGACATCATGTTGCTGCGCCTAGTCCAGCCCGCAC
GCCTGAACCCCCAGGTGCGCCCCGCGGTGCTACCCACGCGTTGCCCCCACCCGGGGGAGGCCTGTGTGGTGTCTGG
CTGGGGCCTGGTGTCCCACAACGAGCCTGGGACCGCTGGGAGCCCCCGGTCACAAG

SEC. ID n* 19
Intrén 3 - (variante de corte y empalme 1y 3)

6079-6316

GTGCGTGAAAGGATGGAGCTGGATGCGAGGCCTCAAGGAATCCTATGCTCCAGGGCTCTTGGGCGGAGGGGACAAG
GGCCGGAATTTATGGATCTGCTCCAAGTCCACTGTCTTCCCCAG

SEC. ID n°: 20
Ex6n 4
6317-6453 (variante 1 clasica y de corte y empalme)

TGAGTCTCCCAGATACGTTGCATTGTGCCAACATCAGCATTATCTCGGACACATCTTGTGACAAGAGCTACCCAGG
GCGCCTGACAARCACCATGGTGTGTGCAGGCGCGGAGGGCAGAGGCGCAGAATCCTGTGAG

SEC. ID n*: 21
Intrén 4 (variante 1 cldsica y de corte y empalme)

6454-7126

GTCAGAGCCTAGAGGGGCCATCAGGCGGAAGAAGAGGGATGGGGACAGGTGTGGGAGTCCGGATGGGGTTGGATTT
TCTTTGCTTTCGGCCAGAGAAGATGCTAGGGTTAGGC TTGGAGATGGAGTAGGAAGAGAAGTTAGAATAGGGGTGA
GGTTGGAGTTGGGGTTATAGGTGGGGATTGCGTTGTTTGAGGTGGATAAC TGTGATAGTTAGTTTGAGATGGCATG
GGTTGGGGTTGAGAATGCGAATGGTTTGGTTTGATTCTGGGTGGGAAATACGTCAGGGTTGAATTGGGATGAGGTA
GATTTTGTTTGGAATGCAGAAGACATGAAGATTGAGATTGGATTTTGAGATGGGCATGGGTTTGATTTGATTTTGA
ATGGTGAGGATGTGGGCTGAGTTGGATTTAACTTAGTACAGTTGCACTGGAGTTGCATCGGGGTGAGATTGCATAT
AGGTTGGGTGAGTTGTATTGAGCTGTGTTGAATTGGGGTTGGGCGTTGGGG TTGGGTTGGCTCTGTTTGGGATARAC
TGGGCTGTATTGAGTTGAG TTGGGTTGGGGTTCCC TGGGATGGGGATGGATTGGGT TTGGGG TGAGATTGCAAATG
GTGATTAGGATGAGGATGAATCCAGGAGGTTTCACTCAACCTGAGACCCCCTCTTTTCCCCACAG
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SEC. ID n®: 22
Intrén 4 (variantes 2 y 3 de corte y empalme)

6079-7126

ES 2 266 245 T3

T GCGCCCCGCG GTGCTACCCA CGCGTTGCCC CCACCCGGGG GAGGCCTGTG TGGTGTCTGG

CTGGGGCCTG GTGTCCCACA ACGAGCCTGG GACCGCTGGG AGCCCCCGGT CACAAGGTGC GTGAAAGGAT
GGAGCTGGAT GCGAGGCCTC AAGGAATCCTATGCTCCAGG GCTCTTGGGC GGAGGGGACA AGGGCCGGAA
TTTATGGATC TGCTCCAAGT CCACTGTCTT CCCCAGTGAG TCTCCCAGAT ACGTTGCATT GTGCCAACAT
CAGCATTATC TCGGACACAT CTTGTGACAAR GAGCTACCCA GGGCGCCTGA CAAACACCAT GGTGTGTGCA
GGCGCGGAGG GCAGAGGCGC AGAATCCTGT GAGGTCAGAG CCTAGAGGGG CCATCAGGCG GAAGAAGAGG
ATGGGGACA GGTGTGGGAG TCCGGATGGG GTTGGATTIT CTTTGCTTTG GGCCAGAGAA GATGCTAGGG

TTAGGCTTGG
GATTGCGTTG
AATGGTTTGG
ATGCAGAAGA
GGATGTGGGC
GGTTGGGTGA
TAAACTGGGC

AGATGGAGTA GGAAGAGAAG
TTTGAGGTGG ATAACTGTGA
TTTGATTCTG GGTGGGAAAT
CATGAAGATT GAGATTGGAT
TGAGTTGGAT TTAACTTAGT
GTTGTATTGA GCTGTGTTGA
TGTATTGAGT TGAGTTGGGT

TTAGAATAGG
TAGTTAGTTT
ACGTCAGGGT
TTTGAGATGG
ACAGTTGCAC
ATTGGGGTTG
TGGGGTTCCC
ATCCAGGAGG

GGTGAGGTTG
GAGATGGCAT
TGAATTGGGA
GCATGGGTTT
TGGAGTTGCA
GGGTTGGGGT
TGGGATGGGG
TTTCACTCAA

GAGTTGGGGT
GGGTTGGGGT
TGAGGTAGAT
GATTTGATTT
TGGGGGTGAG
TGGGTTGGCT
ATGGATTGGG
CCTGAGACCC

TATAGGTGGG
TGAGAATGGG
TTTGCTTTGGA
TGAATGGTGA
ATTGGATATA
CTGTTTGGGA
TTTGGGGTGA
CCTCTTTTCC

GATTGCAAAT GGTGATTAGG ATGAGGATGA

CCACAG

SEC. ID n°: 23

Exén

SEC.

SEC.

5
7127-7786

GGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGCAGGGCATTGTGTCCTGCGGGTGACGTCCCTTGTGACA
ACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCAGGGAAACCATGAAGAGGAACTG
ACTATTCTAGCCTATCTCCTGTGCCCCTGACTGAGCAGAAGCCCCCACAGCTGGCCAGCAGCCCCGCCTGACATGG
AACAGAACGGAGCCATCCCCCAAGACCCTGTCCAAGGCCCAGATGTTAGCCAAGGACTTGTCCCACCTGAGGACAA
AGCTGGCGCTCARGGTCACCTGTTTAATGCCAAGATAACAAAGCGCTGATCCAAGTTGCTCTGTAGGAATTTCTGT
GACTTTTTTCTGGGGTCAAAGAGAAACCCCGAGACACTGTACACTGTTCCTTTTCACCCACCACCCCGATCCCTAG
GTGAGGAGAAGCGGCTTGAAGCAGGGCTCCATTCATTCAACACACATGACCACCCGTGTGATCTTGAACAAGAGGC
CCAATCTCACTTCGCCTIGGTTTCCTTATCTGTAAAATGAGACCATCTTATTGCTCGACTTCAAAGGGCTGTTGTGA
GGATTAAATGAGATGATTCGTCTGAACTGATTAAAATCGTGTCTGGCACTGA

ID n®: 24
7127-7279
GGTGACTCTGGGGGACCCCTGGTCTGTGGGGGCATCCTGC AGGGCATTGTGTCCTGGGGTGACGTCCCTTGTGACA

ACACCACCAAGCCTGGTGTCTATACCAAAGTCTGCCACTACTTGGAGTGGATCACCGAAACCATGAAGAGGAACTG
A

ID n®: 25

Zyma

SEC.

SEC.

MKKLMVVLSLIAAAWAEEQNKLVHGGPCDKTSHPYQAALYTSGHLLCGGVLIHPLWVLTAAHCKKPNLQVFLGKEN
LRQRESSQEQSSVVRAVIHPDYDAASHDQDIMLLRLARPAKLSELIQPLPLERDC SANTTSCHILGWGKTADGDF P
DTIQCAYIHLVSREECEHAYPGQITQNMLCAGDEKYGKDSCQGDSGGPLVCGDHLRGLVSWGNIPCGSKEKPGVYT

NVCRYTNWIQKTIQAK
ID n°: 26
KLK-L4

MWPLALVIASLTLALSGGVSQESSKVLNTNGTSGFLPGGYTCFPHSQPWQAALLVQGRLLCGGVLVHPKWVLTAAH
CLKEGLKVYLGKHALGRVEAGEQVREVVHS I PHPEYRRS PTHLNHDHDIMLLELQSPVQLTGYIQTLPLSHNNRLT
PGTTCRVSGWGTTTSPQVNY PKTLQCANIQLRSDEECRQVYPGKITDNMLCAGTKEGGKDSCEGDSGGPLVCNRTL
YGIVSWGDFPCGQPDRPGVYTRVSRYVLWIRETIRKYETQQQKWLKGPQ

ID n®: 27

KLK-L6

MFLLLTALQVLAIAMTQSOEDENKIIGGHTCTRS SQPWQAALLA
GPRRRFLCGGALLSGQWVITAAHCGRPILQVALGKHNLRRWEATQQVLRVVRQVTHPNYNSRTHDNDLMLLQIQQP

ARIGRAVRPIEVTQACASPGTSCRVSGWGTISSPIARYPASLQCVNINISPDEVCQKAYPRTITPGMVCAGVPQGG
KDSCQGDSGGPLVCRGQLQGLVSWGMERCALPGY PGVYTNLCKYRSWIEETMRDK
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SEC. ID n°: 28
TLSP
MQRLRWLRDWKSSGRGLTAAKEPGARSSPLOAMRILQLILLALATGLVGGETRIIKGFECKPHSQPWQAALFEKTR
LLCGATLIAPRWLLTAAHCLKPRYIVHLGOHNLQKEEGCEQTRTATESFPHPGFNNSLPNKDHRNDIMLVKMASPV

SITWAVRPLTLSSRCVTAGTSCLISGWGSTSSPQLRLPHTLRCANITIIEHQKCENAYPGNITDTMVCASVQEGGK
DSCQGDSGGPLVCNQSLQGI ISWGQDPCAITRKPGVYTKVCKYVDWIQE

SEC. ID n°: 29

KLK-L3

MKLGLLCALLSLLAGHGWADTRAIGAEECRPNSQPWQAGLFHLTRLFCGATLI SORWLLTAAHCRKPYLWVRLGEH
HLWKWEGPEQLFRVTDFF PHPGFNKDLSANDHNDDIMLIRLPRQARLSPAVQPLNLSQTCVSPGMQCLISGWGAVS
SPKALFPVTLQCANISILENKLCHWAY PGHISDSMLCAGLWEGGRGSCQGDSGGPLVCNGTLAGVVSGGAEPCSRP
RRPAVYTSVCHYLDWIQEIMEN

SEC. ID n°: 30
NES1

MRAPHLHLSAASGARALAKLLPLLMAQLWAAEAALLPQNDTRLDPEAYGAPCARG SQPWQVSLFNGLSFH
CAGVLVDQSWVLTAAHCGNKPLWARVGDDH LL-LLQG-EQLRRTT RSVVHEPKYHQGSGPI LPRRTDEHDLML
LKLARPVV-PGPRVR ALQLPYR-CAQPGDQ CQVAGWGTTAARRVK YNKGLTCSSITILSP
KECEVFYPGVVTNNM ICAGLDR-GQDPCQS DSGGPLVCDETIQGI LSWG-
VYPCGSAQHPAVYTQICKYMSWINK VIRSN

SEC. ID n*: 31
KLK-I.5

MGLSIFLLL.CVLGLSQAATPRKIFNGTECGRNSQPWQVGI.FEGTSLRCGGVLIDHRWVLTAAHCSCSRYWVRLGLEHS
LSOLUNTEQIRIUSGFSVTHPGYLGASTSHEHDLRLLRLRLPVRVTSSVQPLPLEPNDCATAGTECHVSGWGI'TNHPR
NPFPDLLOC LNT.SIVSHATCHGVYPGRITSNMVCAGGVPGQDACOGDSGGPLVCGGVLQGT VSWGSVGPCGQDGI P

GVYTYICKYVDWIRMIMRNN

SEC. ID n°: 32
Neuropsina

MGRPRPRAAKTWMFLLLLGGAWAGHSRAQEDKVLGGHECQPHSQPWQAALFQGQQLLCGGVLVGGNWVLTAAKCKK
PKYTVRLGDHSLQNKDGPEQEIPVVQSIPHPCYNSSDVEDHNHDLMLLQLRDQASLGSKVKPISLADHCTQPGQKC
TVSGWGTVTSPRENFPDTLNCAEVKIFPQKKCEDAYPGQITDGMVCAGS SKGADTCQGDSGGPLVCDGALQGITSW
GSDPCGRSDKPGVYTNICRYLDWIKKIIGSKG

SEC. ID n®: 33
PSA
MWVPVVFLTLSVIWIGAAPLILSRIVGGWECEKHSQPWQVLVASRGRAVCGGVLVHPQWVLTAAHCIRNKSVILLG
RHSLFHPEDTGQVFQVSHSFPHPLYDMSLLKNRFLRPGDDSSHDLMLLRLS EPAELTDAVKVMDLPTQEPALGTTC

YASGWGSIEPEEFLTPKKLQCVDLHVISNDVCAQVHPQKVTKFMLCAGRWIGGKSTCSGDSGGPLVCNGVLQGITS
WGSEPCALPERPSLYTKVVHYRKWIKDTIVANP

SEC. ID n°: 34

HK2

MWDLVLSIALSVGCTGAVPLIQSRIVGGWECEKHSQPWQVAVY SHGWAHCGGVLVH PQWVLTARHCLKKNSQVWLG
RHNLFEPEDTGQRVPVSHSFPHPLYNMSLLKHQSLRPDEDSSHDLMLLRLSEPAKITDVVKVLGLPTQEPALGTTC
YASGWGSIEPEEFLRPRSLQCVSLHLLSNDMCARAYSEKVTEFMLCAGLWTGGKDTCGGDSGGPLVCNGVLQGITS
WGPEPCALPEKPAVYTKVVHYRKWIKDTIAANP

SEC. ID n°®: 35
HK1
MWFLVLCLALSLGGTGAAPPIQSRIVGGWECEQHSQPWQAALYHFSTFQCGGILVHRQWVLTAAHC ISDNYQLWLG
RHNLFDDENTAQFVHVSESF PHPGFNMSLLENHTRQADEDY SHDLMLLRLTEPADTITDAVKVVELPTEEPEVGST

CLASGWGSIEPENF SFPDDLQCVDLKILPNDECKKAHVQKVTDFMLCVGHLEGGRDTCVGDSGGPLMCDGVLQGVT
SWGYVPCGTPNKPSVAVRVLSYVKWIEDTIAENS
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SEC. ID n°: 36

KLK-~L2

MATARPPWMWVLCALITALLLGVTEHVLANNDVSCDHPSNTVPSGSNQDLGAGAGEDARSDDSSSRIINGSDCDMH
TQPWQAALLLRPNQLYCGAVLVHPQWLLTAAHCRKKVFRVRLGHYSLSPVYESGQQMFQGVKSIPHPGYSHPGHSN
DLMLIKLNRRIRPTKDVRPINVSSHCPSAGTKCLVSGWGTTKSPQVHF PKVLQCLNISVLSQKRCEDAYPRQ1IDDT
MFCAGDKAGRDSCQGDSGGPVVCNGSLQGLVSWGDY PCARPNRPGVYTNLCKFTKWIQETIQANS

SEC. ID n°: 37
Prostasa

MATAGNPWGWFLGYLILGVAGSLVSGSCSQILINGEDCS PHSQPWQAALVMENELFCSGVLVHPQWVLSAAHCFQNS
YTIGLGLHSLEADQEPGSQMVEASLSVRHPEYNRPLLANDLMLIKLDESVSSDTIRSISIASQCPTAGNSCLVSGW
GLLANGRMPTVLQCVNVSVVSEEVCSKLYDPLYHPSMFCAGGGHDQKDSCNGDSGGPLICNGYLQGLVSFGKAPCG
QVGVPGVYTNLCKI'TEWIEKTVQAS

SEC. ID n°: 38

HSCCE

MARSLLLPLQILLLSLALETAGEEAQGDKIIDGAPCARGSHPWQVALLSGNQLHCHSCCEGGVLYNERWVL TAAHC
KMNEYTVHLGSDTLGDRRAQRIKASKSFRHPGYSTQTHVNDLMLVKLNSQARLSSMVKKVRLPSRCEPPGTTCTVS
GWGTTTSPDVTF PDLMCVDVKLISPQDCTKVYKDLLENSMLCAGI PDSKKNACNGDSGGPLVCRGTLQGLVS
WGTF PCGQPNDPGVYTQVCKFTKWINDTMKKHR

SEC ID n°: 39

CACAACGAGCCTGGGACCGCTGGG

SEC ID n°: 40

ATTAAA

SECID n®: 41
Tabla 1 KLK1-A

ATCCCTCCATTCCCATCTTT

SEC ID n°®: 42
Tabla 1 KLK1-B

CACATACAATTCTCTGGTTC

SEC ID n®: 43
Tabla 1 KLK2-A

AGTGACACTGTCTCAGAATT

SEC ID n°®: 44
Tabla 1 KLK2-B

CCCCAATCTCACGAGTGCAC

SEC ID n°: 45
Tabla 1 E5-A

GTCGGCTCTGGAGACATTTC

SEC ID n°: 46
Tabla 1 E5-B

11
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AACTGGGGAGGCTTGAGTC

SEC ID n°: 47
Tabla 1 KLK15-F1

CTCCTTCCTGCTGOCATCCA

SEC ID n°: 48
Tabla 1 KLK15-R1

ATCACACGGGTGGTCATGTG

SEC ID n°: 49
Tabla 1 KLK15-F2

CAAGTGGCTCTCTACGAGCG

SEC ID n°®: 50
Tabla 1 KLK15-R2

GACACCAGGCTTGGTGGTGT

ES 2 266 245 T3
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<120> Nuevo gen de la calicreina

<130> 3153-256
<140> PCT/CA01/01141
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<170> Patente en version 3.1

<210>1
<211> 8735
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 1

agaatgggtg
ggtgggggca
caattcacce
ccagagtgga
cactgagggt
ggcgttggat
agcactggcet
gaagccactt
gcactttggg
ccaacatggt
acacctgtaa

cagaggttac

ctgtgggatt
gagtgtcaga
tcaaagctte
gtcagaccag
caggggaggt
atgcggtggg
gcgtctagga
ttgtecttga
aggctgagge
gaaactccgt
tcccaattge

agtgagcgga

ES 2 266 245 T3

caggggagac
ggacaaagat
ctgaggcecte
ctectegggy
cagagaaggc
aggaatagcc
caaggtcatg
aagtgaggct
gggtggatca
ctctactaaa
ttgggaggcet

gatcacgeca

acctgttagg
gaatttggaa
ccgtgggteg
agctgecagt
ctcaaggagy
taagcatgaa
ggagacccag
ggagccagge
ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag

ctecacteea

tgttggggee
gatatgggga
ggccctgcag
ctcgtagggg
aagcggggct
atggcaggag
ggagaggggce
aactcatgce
ggagttcaag
ttagctgggce
aatctcttga

acctgggcta

tcccagaaga
agaaggattt
tactggagac
aggcagacac
ggaagggaat
ggaaaatggce
tggaagggaa
tgtaatccca
accagectgg
gtggtggcac
acccagaagg

cagagccaga

ctcegtetea
tggactttat
gccagctcca
ggactggact
gtggctcatg
agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgecactcc
gacagggggt
ggctgacagg
ttccagagat
tggtcagaag
ggaggcagaa
accectggtec
caggtgaggt
atgtctgggc

cttcaccctce

ctctggagtce

gggttacaca
ggaactgcectt
acaataacag
agtgctgaga
tgtctettac

cctggcccag

aaaaaaaaaa
cctggtggtg
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatcc
gccatectgg
attagccggg
gaatggtgtg
agcctgggtyg
ccttgegtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtcctgece
ctcectecaca
ggccccagga
ccagtgatct
cacctgtgcce
gctatgttge
aacctgagct
cacctctctg
tgaggtctca
ggccaacagc
agggtctttg

gtagtgccce

aaaaaaagaa
ccaaggatcce
gaccctttgy
ccaaaaggcc
cagcactttg
ctaacacggt
cacggtggtyg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcg
acagtggatg
tcacctggat
atgtggcectte
gggggccagyg
gccagccecct
aatgtcccta
ctggggectce
gagtcectggg
ggcttcgaat
atagcataac
acagacagac
aggggattaa

ttcaggtgtg

aaaaaaagaa
atggagggtg
ggtcatgget
agataagagg
ggaggccgag
gaaaccctgt
ggcgcctgta
gtggagcttg
actcegtete
agatccaccce
ctgtcecgagt
cagagtgggyg
ggataagtct
tctctcacte
tcctcactcet
tctgtgggag
acctcaccca
agcccttacc
tcgetgecca
gcaaccgctt
gccttctcta
agaggtaata
tccagettga
atgtggttgt

caagccagge

agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat
ctctacttaa
gtcccageta
cagtgagccg
aaaaaaataa
gctggtagca
gcctagagga
ttgggggaag
gtgtctggag
cctccccaga
ctcettectyg
caggtgcccc
gagaccacta
gtcaggtgct
cgacaaggaa
ccttgetgtg
taagacagca
tacatagcaa
gtcccacace
gtgtgaggca
acggtgetta

tttgaagagc
gaggggcaca
ctggtggagg
accaggegcyg
catgaagtca
aaaaaaaaaa
ctcgggaggce
acattgtgece
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt
ctgcagccga
ctggecatcca
ctteccaage
aagatccttc
ggtgetgctyg
cacggtecctg
tgtccttgag
cccacttgag
gcattagaca
tgccacteec
gaagcataag

gagcttacat

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
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acaacgtcta
cagagggacg
cagctgecac
gggtggactt
cececacgect
tgcectgetge
ctcggtgcecce
tttgttaagc
cagttcctga
ctgtgtgggt
dggagaggggt
cattctgtgt

gccctgtatg

tgtgtggtgg
gccacaacat
acaccaagaa
tcattaacgt
ccagecctece
gcccagetgg
agctgttcag
cccttgteca
ctgtgatggg
gggagtgtge
cctggtectyg
gtgtgtgtgt

ttcacatcct

ES 2 266 245 T3

gcaccaccga
caaggtcacc
attaattgta
tctgccacaa
ctccggetct
ggcctceace
ccegtacect
ccacatcege
gagagtgtgg
atggcttcaa
tgaccttgaa
gtgtgtgtgt

ctccacatgc

cctcatttga
ttgggtgtca
acctgatgee
atgaccctca
ctctgtgcac
ttcectetgge
ccgecectteg
attcceetgg
gcatttggtce
ccttcaggygg
tgtctctaat
gtacatgcac

atgagccaga

caagggaagg
ggcaaactece
tctettetgg
ctcectggggy
tcacctacct
ttggactggce
gaggacgacc
tctcacgggg
tggcetgtgea
atgcatccac
catgtcctta
gtgtgcagtg

tcececcatatg

ggctgtggcet
agattgaact
agaaattggg
ccecetgagac
gcectcgegee
caggtgcagc
tcacccttcee
gecctttggee
aatcctgece
attgcccagt
agcataatgc
ggtatacaag

tgaaacccaa

tcagtgactc
ctggctgcct
gtgctgcecce
ctctaactct
ctgtteggtt
caacctcagce
gagtagctag
tttatttatt
actcctgace
aggegtgage
tgtctgactt
gactaaatcc
aggtatcact
cttacaacaa
actcaaagtt
ccectgtatge
aggtctgaac
tattcatgtc
ttttttttte
caatggagca
ctcagceetec

tattctttgtt

cacagatctg
ctggcttcag
agacagcaag
acaaaatgtc
ttttttgaga
tcactgcaac
aattacaggce
tattttttag
tcaggtgatc
caccacacct
atgttggcca
aggtgtcatt
caccatacat
tcttcatttt
tcacagctag
aagtgtctgt
aatatccaat
ttaaccatcc
teettttett
acctccgectce
agagtagctg

agagacaggg

gcttgggggc
ctgcatgtct
tccacatctg
ttgtgggtga
cggagtctcg
ctccgectee
acgcaccacce
tagagacggg
cacccacctc
ggccaacctt
tctccaggat
tgcaaaaaac
acacacatgc
acagatgagg
tacattcgaa
gacactggat
tctgtgtgtg
atattcatat
tttgagatgg
actgcaatct
ggattacagg

tttceccata

tgatctagag
ttgaccttga
agtgttggcce
atcacggttt
ctctgcecegece
caggttcaag
acgcccaget
atttcacgat
ggccttggcee
gactatttat
ggacctgaac
aactaatatt
acacacacac
aaacagagge
cccaggctta
gccaagactc
tgtttgtgtg
acacatatga
agtttcactc
ccgecteecg
cacccgcceac

ttggccagge

atggataaat
atgcccagcec
ttctgggttg
taaccttgac
caagctggag
caattctgtce
gatttttgta
gttggccagg
tcccaaagtg
tataggtaat
tttcacacgt
attaagtagc
atacacattc
acagacaggt
aggacccatc
acactagaga
tgcatgtgtg
acatctgtgce
ttgtcaccca
ggttcaagcyg
catgcccagce

tggtctcgaa

atgtcctgec
ccgtgtetgg
gtgtctgcag
tcttttttgt
ttcagtggtg
tctgectece
tttttattta
ctggtctcaa
ctgggattac
tctgtgcaga
atgtccectgt
taccagggct
ctacctcatc
cgaataactt
tttgtccaga
tgttgaattt
tgtgtgtatg
tgtgattctt
ggctggagtg
attttcctge
taattttttg

ctcctgacct

2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000

3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
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caggtgatcc
cccagecctgt
tccagtcctg
atgaccttgt
agactctggg
gacaatttgg
gtgceccctgt
ctcotectetee
cageggttgt
gcactttggg
taacatggtg
cacctcagcet
gcagtgagct
caaaaacaac
aaggcatagg
cgtccectgte
gctggaaggt
tggacgcttt
ctgccaaagc
agagctccta
cgaggaggcc
tctctgaagg
agaatcctgg
tctaggagtyg
ggcttcaggg
tcgggttgece
tccactggcg
aacctgecgeca
ccgcgctacg

gcacgcctga

acccgectceg
gctgtgattc
tccatagectg
atagccacat
gccaaggctg
tgaccgtgaa
ctccaccece
cagagtctta
aaataaacaa
aggctgaggc
agacctcgtce
actcgggagg
gagatcatgc
aacaacaaca
catatagtag
ctcaggcatc
gacgagtgtg
aactgtggcg
cggtatgaag
gatttggggyg
ggatgtcaag
aggaaggaga
attcggggac
tgcctgactt
tcttgggaaa
cactctttga
ggaaaaccac
agcgcgatgg
aagcgcgcag

acccccaggt
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gccteccaaa
ttgaagctgce
tacctaagtg
ctgggactca
ggtcacacat
tgactggttt
aaccacagag
tagcaaatgg
cagggcaggc
gggcagagca
tctactaaaa
ctgaggcagg
cactgcactc
aaacaaaaaa
ttagggcagg
ctctaccect
cacccecactce
cttceccteat
gcaggggctc
aagacggagg
ccectgggtt
agactagttc
agaccaggag
cagactcgtt
aggtaatggg
tctttctgtce
tcgececcgeac
cccagagcaa
ccaccgeaac

gcgeccegeg

gtgctgggat
aacccatgtg
tggaagctgyg
tactgcacac
actgagtggc
caagtgacca
gacttcttge
ggtgggggct
ggagcatggt
tttgaagtca
atacaaaaat
aggatcactt
cagcctggge
cagggcaggg
gtgcaaggaa
tctcttageca
ccagcecatgg
cteccccacac
agggtcctga
cagacgccag
aggaaggagt
cagcttttga
ggggctggga
ggtccttgag
atgtcgagat
ctctacttge
agcttcatga
ctacggacca
gacatcatgt

gtgctaccca

tacaggcatg
catgcaagtg
atgtgcatgt
tgaatttggc
cacatgcgtt
cctgtctgaa
cctetggtet
agagttctgg
ggctcacace
gaagtttgag
tagccaggtyg
gaacccagga
aaaagagtga
tgtcttgaga
ggtgtaggag
gcccaggatg
caagtggctc
tgggtgctgt
gggagcctgg
aactcctggg
gtgtgtttca
gcectcagttc
gtagttggag
gagcaggggc
ttctaaaggg
gggtaaccac
gagtgcgcct
cgtctegagt
tgctgcegecet

cgcgttgece

agccaccgtg
aatttcagct
atgcatgtcc
tgacatgtcc
tgacgtctgt
cctgtatcca
gttececctte
agaaaacagg
tgtaatccca
actacctgge
tggtggcggg
ggcggaagtt
gactccgtcet
agttagggga
gcaatgtaaa
gtgacaagtt
tctacgageg
ctgecggecca
ttcgggggga
ttctgaaaga
aagccttcga
tagggatgtg
gggatcgagt
tggaaccatt
tcgggagace
tggcecegeac
gggagagcac
cattccacac
agtccagcce

ccacccgggyg

gaggcctgtg tggtgtetgg ctggggectg gtgtcccaca acgagcctgg gaccgetggg

agceccecggt cacaaggtge
atgctccagg gctettggge
ccactgtctt ccccagtgag
tcggacacat cttgtgacaa
dggcgcggagg gcagaggcgce
gaagaagagg gatggggaca

ggccagagaa gatgctaggg

gtgaaaggat
ggaggggaca
tctcccagat
gagctaccca
agaatcctgt
ggtgtgggag

ttaggcttgg

ggagctggat
agggccggaa
acgttgcatt
gggcgcctga
gaggtcagag
tccggatggg

agatggagta

gcgaggecte
tttatggatc
gtgccaacat
caaacaccat
cctagagggg
gttggatttt

ggaagagaag

aaggaatcct
tgctccaagt
cagcattate
ggtgtgtgca
ccatcaggecyg
ctttgettty

ttagaatagg

4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
‘5100
5160

5220
5280

5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060

6120
6180

6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
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ggtgaggttg gagttggggt tataggtggg gattgcegttg tttgaggtgg ataactgtga 6660
tagttagttt gagatggcat gggttggggt tgagaatggg aatggtttgg tttgattctg 6720
ggtgggaaat acgtcagggt tgaattggga tgaggtagat tttgtttgga atgcagaaga 6780
catgaagatt gagattggat tttgagatgg gcatgggttt gatttgattt tgaatggtga 6840
ggatgtgggc tgagttggat ttaacttagt acagttgcac tggagttgca tgggggtgag 6900
attggatata ggttgggtga gttgtattga gotgtgttga attggggttg gggttggagt 6960
tgggttgget ctgtttggga taaactgggce tgtattgagt tgagttgggt tggggttcoce 7020
tgggatgggyg atggattggg tttggggtga gattgcaaat ggtgattagg atgaggatga 7080
atccaggagg tttcactcaa cctgagaccce cctettttec ccacagggtg actctggggg 7140
acccctggte tgtgggggca tcctgcaggg cattgtgtce tggggtgacg tcecttgtga 7200
caacaccacc aagcctggtg tctataccaa agtctgecac tacttggagt ggatcaggga 7260
aaccatgaag aggaactgac tattctagece tatctectgt gcccectgact gagcagaage 7320
ccccacaget ggccagcage cccgoctgac atggaacaga acggagecat cccccaagac 7380
cctgtccaag gecccagatgt tagccaagga cttgtcccac ctgaggacaa agctggecget 7440
caaggtcacc tgtttaatgc caagataaca aagcgctgat ccaagttget ctgtaggaat 7500
ttctgtgact tttttctggg gtcaaagaga aaccccgaga cactgtacac tgttectttt
cacccaccaC cccgatccct aggtgaggag aagcggcettg aagcaggget ccattcattce
aacacacatg accacccgtg tgatcttgaa caagaggccc aatctcactt cgeccttggtt
tccttatctg taaaatgaga ccatcttatt gctgacttca aagggctgtt gtgaggatta
aatgagatga ttcgtctgaa ctgattaaaa tcgtgtctgg cactgagtaa ataccctcta
tctetggate ccagttaaag gacctaacag acactagatt accaagaatg getttttctt
taaggtttag ttctgggccg ggcatggtgg ctcacacctg taatcccage actttgggag
gccaaggcgg gcggctcact tgaggtcagg agtgcaagac cagcctggece aacatggtga
aaccccatct ctactaaaaa tactaaaaaa atttagccgg gegtggtgge acacgactgt
aatcctaget acttgggagg gtgatgtggg aggatcgett gaacttagga ggcaggagtt
gcagtgagcc gagatcgcgce cactgcactc cagcctggtg acagagcaag actccatcte
agaaaaaaaa aaaaaaaaaa aaagatttag ttctgggctt cctggtagce atggcaaaaa
ggcaaatact gtcctttcct tagccaggte cctgatatac agcagaggct ggaactctga
gctgetttga ttttaccaaa aagccaagac aacctgttgg aagcctatgg gtttaccatt
gaggctgcag gaatctagtt cctaattatc ttcagagacc acaaaatgtg atgttcaagg
tcgectgaatg ttgaagtaca tgaacctgge tcgtgagace taaatattgt actggtggtg
ggggggaagg gtcattggaa tctgtggtta gcctgatctt gacctgcgag ggaaggttgt
ccagatctct ggactttgga ggaccgacgt tgagcaccat aatgggagca gaagtgcgag
gtctttgaga cccecgettgt tggggeggecg ccggatttgg atgctaaaaa ttacctggga
accctgaata catctgggtt gggcgcacaa tgtgtggcte cccacacatce tttaggaaca
catttgggca acccggtggyg agtgaacgge ctggce
<210>2
<211> 1278
<212> ADN

<213> Homo sapiens

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8735
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<400> 2

<210>3

atgtggcectte
aagttgctgg
gagcgtggac
gcccactgcece
gatggcccayg
cgcagccacc
caggtgcgcce
tctggetggyg
gtgagtctcc
gacaagagcect
ggcgcagaat
ggcattgtgt
aaagtctgcec
cctatctect
acatggaaca
gacttgtecc
caaagcgcetg
gaaaccccga
agaagcgget
aacaagaggc
ttgctgactt

aatcgtgtet

<211> 1124
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

atgtggettc
aagttgctgg
gagcgtggac
gcccactgcec
gatggcccag
cgcagccacc

cagtgagtct

tectcactet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagcecgett
agcaactacyg
gcaacgacat
ccgeggtget
gcetggtgte
cagatacgtt
acccagggcg
cctgtgaggg
cctggggtga
actacttgga
gtgccectga
gaacggagcec
acctgaggac
atccaagttg
gacactgtac
tgaagcaggg
ccaatctcac
caaagggctg

ggcactga

tcecteactet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagccgett
agcaactacg
gcaacgacat

cccagatacg

ES 2 266 245 T3

ctcettectyg
gtgtgcacce
tggegettee
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg
acccacgegt
ccacaacgag
gcattgtgce

cctgacaaac

tgactctggg
cgtccettgt
gtggatcagg
ctgagcagaa
atcccccaag
aaagctggcg
ctctgtagga
actgttcctt
ctccattcat
ttcgeettgg

ttgtgaggat

cteccttectg
gtgtgcacce
tggcgcttece
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg

ttgcattgtg

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctcece
cgcctgggag
cgggtcattc
cgcctagtcee
tgcecceccace
cectgggacceyg
aacatcagca

accatggtgt
ggacccetgg

gacaacacca
gaaaccatga
gcccccacag
accctgtcca
ctcaaggtca
atttctgtga
ttcaccecacc
tcaacacaca
tttcecttatc

taaatgagat

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctcec
cgectgggag
cgggtcattc
cgcctagtee

ccaacatcag

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccegceyg
agcccgceacg
<€gggggaggc
ctgggagcecce
ttatctcgga

gtgcaggcge
tctgtggggg

ccaagcctgg
agaggaactg
ctggccagca
aggcccagat
cctgtttaat
cttttttectg
accccgatce
tgaccacccg
tgtaaaatga

gattcgtctg

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgeyg
agcccgcacg

cattatctcg

ggatggtgac
ggctctctac
gctgtctgeg
gcgcaagcge
ctacgaagcg
cctgaaccce
ctgtgtggty
ccggtcacaa
cacatcttgt

ggagggcaga
catcctgcag

tgtctatacc
actattctag
geeccecgecty
gttagccaag
gccaagataa
gggtcaaaga
ctaggtgagy
tgtgatcttg
gaccatctta

aactgattaa

ggatggtgac
ggctctctac
getgtctgeg
gcgcaagegce
ctacgaagcg
cctgaacccc

gacacatctt

60
120
i80
240
300
360
420
480
540

600
660

720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1278

60
120
180
240
300
360
420
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<210> 4

gtgacaagag
gaggcgcaga
agggcattgt
ccaaagtctyg
agcctatctce
tgacatggaa
aggacttgtc
aacaaagcgce
gagaaacccc
ggagaagcgg
tgaacaagag

tattgctgac

<211> 1105
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 4

<210>5

atgtggctte
aagttgctgg
gagcgtggac
gcccactgece
gatggcccag
cgcagccace
caggtgocgece
tctggetggg
gggtgactct
tgacgtccct
ggagtggatc
tgactgagca
gccatcecce
gacaaagctg
ttgctctgta
tacactgttc
gggctccatt
cacttegceet

ctgttgtgag

<211> 987
<212> ADN

<213> Homo sapiens

ctacccaggg
atcctgtgag
gtcctggggt
ccactacttg
ctgtgccect
cagaacggag
ccacctgagg
tgatccaagt
gagacactgt
cttgaagcag
gcccaatctce

ttcaaagggc

tcctcactct
aaggtgacga
gctttaactyg
aaagccgcett
agcaactacyg
gcaacgacat
cegeggtgcet
gectggtgte
gggggacccce
tgtgacaaca
agggaaacca
gaagcccecca
aagaccctgt
gcgctcaagyg
ggaatttctg
cttttcaccc
cattcaacac
tggtttecett

gattaaatga

ES 2 266 245 T3

cgcctgacaa
ggtgactctg
gacgtccecctt
gagtggatca
gactgagcag
ccatccecca
acaaagctgg
tgctetgtag
acactgttcc
ggctccattc
acttcgectt

tgttgtgagg

cteecttectyg
gtgtgcaccc
tggcgecttce
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg
acccacgcgt
ccacaacgag
tggtctgtgg
ccaccaagcee
tgaagaggaa
cagctggcca
ccaaggccca
tcacctgttt
tgactttttt
accaccceccga
acatgaccac
atctgtaaaa

gatga

acaccatggt
ggggaccccet
gtgacaacac
gggaaaccat
aagcceccac
agaccctgte
cgctcaaggt
gaatttctgt
ttttcaccca
attcaacaca
ggtttcctta

attaaatgag

ctggcatcca
cactcccage
ctcatctecece
cgcetgggag
cgggtcatte
cgcctagtce
tgcccecace
cctgggaceg
gggcatcctg
tggtgtctat
ctgactattc
gcagceccege
gatgttagcee
aatgccaaga
ctggggtcaa
tcecctaggtyg
cegtgtgate

tgagaccatc

gtgtgcaggc
ggtctgtggg
caccaagcct
gaagaggaac
agctggccag
caaggcccag
cacctgttta
gactttttte
ccaccecgat
catgaccacc
tctgtaaaat

atga

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgey
agcccgcacg
cgggggaggc
ctgggagccce
cagggcattg
accaaagtct
tagcctatct
ctgacatgga
aaggacttgt
taacaaagcg
agagaaaccc
aggagaagcg
ttgaacaaga

ttattgctga

gcggagggcea
ggcatcctge
ggtgtctata
tgactattct
cagcccegee
atgttagcca
atgccaagat
tggggtcaaa
ccctaggtga
cgtgtgatct

gagaccatct

ggatggtgac
ggectctctac
gctgtetgeg
gcgcaagcge
ctacgaagcg
cctgaacece
ctgtgtggtyg
ccggtcacaa
tgtcctgggg
gccactactt
cctgtgecce
acagaacgga
cccacctgag
ctgatccaag
cgagacactg
gcttgaagca
ggcccaatct

cttcaaaggg

480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1124

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

1020

1080

1105
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<400> 5

<210>6

<211> 256

atgtggcttc
aagttgetgg
gagcgtggac
gcccactgec
gatggcccag
cgcagccacc
cagggtgact
ggtgacgtcc
ttggagtgga
cctgactgag
gagccatcce
aggacaaagc
agttgctctg
tgtacactgt
cagggctcca
ctcacttcge

ggctgttgtg

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 6

tcctecactet
aaggtgacga
gctttaactg
aaagcecgett
agcaactacyg
gcaacgacat
ctgggggacc
cttgtgacaa
tcagggaaac
cagaagcccec
ccaagaccct
tggcgctcaa
taggaatttc
tccttttcac
ttcattcaac
cttggtttcc

aggattaaat

ES 2 266 245 T3

ctcettectg
gtgtgcacce
tggcgcttce
catgagagtg
gaccacgtct
catgttgctg
cctggtetgt
caccaccaag
catgaagagg
cacagctggce
gtccaaggcece
ggtcacctgt
tgtgactttt
ccaccacecce
acacatgacc
ttatctgtaa

gagatga

ctggcatcca
cactcccagce
ctcatctecece
cgcctgggag
cgggtcattc
cgcctagtce

gggggcatcc
cctggtgtcet

aactgactat
cagcagcccec
cagatgttag
ttaatgccaa
ttctggggte
gatccctagg
acccgtgtga

aatgagacca

Met Trp Leu Leu Leu Thr Leu Ser Phe Leu

1

5

10

Gln Asp Gly Asp Lys Leu Leu Glu Gly Asp
20 25

Gln Pro Trp Gln

Ala Ser Leu Ile

50

Ser Axrg Phe Met

65

35

55

val Ala Leu Tyr Glu Arg
40
Ser Pro His Trp Val Leu

Arg Val Arg Leu Gly Glu
70

cagcagccca
catggcaagt
cacactgggt
agcacaacct
cacacccgceg
agcccgeacg

tgcagggcat

ataccaaagt
tctagcctat
gcctgacatg
ccaaggactt
gataacaaag
aaagagaaac
tgaggagaag
tcttgaacaa

tcttattget

Leu Ala

Glu Cys

Gly Arg
45

Sar Ala
60

His Asn
75

Ala Pro His

Phe Asn Cys

Ala

Leu

gga;ggtgac
ggctctctac
gctgtetgeg
gcgcaagcege
ctacgaagcg
cctgaaccce

tgtgtectgg
ctgecactac

ctecectgtgee
gaacagaacg
gtcccacctg
cgctgatcca
cccgagacac
cggcttgaag
gaggcccaat

gacttcaaag

Sexr Thr Ala Ala

15

30

His Cys

Arg Lys

Ser

Gly

Gln

Arg
80

60
120
180
240
300
360

420
480

540
600
660
720
780
840
900
960
987
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<210>17
<211> 121
<212> PRT

ES 2 266 245 T3

Asp Gly Pro Glu Gln Leu Arg Thr Thr Sexr Arg Val Ile Pro His Pro
85 90 95

Arg Tyr Glu Ala Axg Ser His Axrg Asn Asp Ile Met Leu Leu Arg Leu
100 105 110

Val Gln Pro Ala Arg Leu Asn Pro Gln Val Arg Pro Ala Val Leu Pro
115 120 125

Thr Arg Cys Pro His Pro Gly Glu Ala Cys Val val Ser Gly Trp Gly
130 135 140

Leu Val Ser His Asn Glu Pro Gly Thr Ala Gly Ser Pro Arg Ser Gln
145 150 155 160

Val Ser Leu Pro Asp Thr Leu His Cys Ala Asn Ile Ser Ile Ile Ser
165 170 175

Asp Thr Ser Cys Asp Lys Ser Tyr Pro Gly Arg Leu Thr Asn Thr Met
180 185 190

val Cys Ala Gly Ala Glu Gly Arg Gly Ala Glu Ser Cys Glu Gly Asp
195 200 205

Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Gly Gly Ile Leu Gln Gly Ile Val Ser
210 21s 220

Trp Gly Asp Val Pro Cys Asp Asn Thr Thr Lys Pro Gly Val Tyr Thr
225 230 235 240

Lys Val Cys His Tyr Leu Glu Trp Ile Arg Glu Thr Met Lys Arg Asn
245 250 2585

<213> Homo sapiens

<400> 7

Met Trp Leu Leu Leu Thr Leu Ser Phe Leu Leu Ala Ser Thr Ala Ala
1 5 15
Gln Asp Gly Asp Lys Leu Leu Glu Gly Asp Glu Cys Ala Pro His Ser
20 25 30
Gln Pro Trp Gln Val Ala Leu Tyr Glu Arg Gly Arg Phe Asn Cys Gly
35 40 45
Ala Ser Leu Ile Ser Pro His Trxp Val Leu Ser Ala Ala His Cys Gln
50

55

Sex Arg Phe Met Arg Val Arg Leu Gly Glu His Asn Leu Arg Lys Arg
65 70 75 80



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

Asp Gly Pro

Arg Tyr Glu

val Gln Pro

<210> 8

<211> 161

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 8

Met

Gln

Gln

Ala

Ser

65

ASp

val

Thr

Leu
145

Gly

<210>9
<211> 171
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Trp

Asp

Pro

Ser

50

Arg

Gly

Tyr

Gln

Arg

130

Val

115

Leu

Gly

Trp

35

Leu

Phe

Pro

Glu

Pro

115

Cys

Ser

Glu

Ala

100

Ala

Leu

Asp

20

Gln

Ile

Met

Glu

Ala

100

Ala

Pro

His

ES 2 266 245 T3

Gln Leu Arg Thr Thr Ser Axrg Val Ile Pro His Pro

85

Axg Ser His Arg

Arg Leu Asn Pro

Leu

Lys

val

Sexr

Arg

Gln

85

Arg

Arg

His

Asn

Thx

Leu

Ala

Pro

Val

70

Leu

Ser

Leu

Pro

Glu
150

Leu

Leu

Leu

His

55

Arg

Arg

His

Asn

Gly

138

Pro

120

Sex

Glu

Tyx

40

Trp

Leu

Thr

Arg

Pro

120

Glu

Gly

90

95

Asn Asp Ile Met Leu Leu Arg Leu

105

Gln

Phe

Gly

25

Glu

Val

Gly

Thr

Asn

105

Gln

Ala

10

Leu

10

Asp

Arg

Leu

Glu

Ser

90

Asp

val

Cys

Ala

Leu

Glu

Gly

Ser

His

75

Axg

Ile

val

Gly
155

Ala

Cys

Arg

Ala

60

Asn

val

Met

Pro

Val

140

Ser

Ser

Ala

Phe

45

Ala

Leu

Ile

Leu

Ala

125

Sex

Pro

110

Thr

Pro

30

Asn

His

Arg

Pro

Leu

110

val

Gly

Arg

Ala

15

His

Cys

Cys

Lys

His

95

Axg

Leu

Trp

Ser

Ala

Ser

Gly

Gln

Arg

80

Pro

Leu

Pro

Gly

Gln
160
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<400> 9

Met

Gln

Gln

Ala

Ser
65

Asp

val

val

Cys
145

Leu

<210> 10
<211> 8
<212> PRT

Trp

Asp

Pro

Ser
S0

Arg

Gly

TYxr

Gln

Cys

130

Asp

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Gly

Trp

35

Leu

Phe

Pro

Glu

Pro

115

Gly

Asn

Trp

Leu Leu

Asp Lys
20

Gln val

Ile Ser

Met Arg

Glu Gln
85

Ala Arg

100

Ala Arg

Gly Ile

Thr Thr

Ile Arxg
165

ES 2 266 245 T3

Thr

Leu

Ala

Pro

val

70

Leu

Ser

Leu

Leu

Lys

150

Glu

Leu

Leu

Leu

His
55

Arg

Arg

His

Asn

Gln

135

Pro

Thr

Ser

Glu

Tyr
40

Leu

Thr

Axg

Pro

120

Gly

Gly

Met

Phe
Gly
25

Glu

Val

Gly

Thr

Asn

105

Gln

Ile

val

Lys

Leu

10

Asp

Arg

Leu

Glu

Sexr

30

Asp

Gly

val

Tyr

Arg
170

Leu

Glu

Gly

Ser

His

75

Arg

Ile

Asp

Serx

Thr

155

Asn

<223> segmentos péptidos/aminodcido procedentes de secuencia humana

<400> 10

1

<210> 11

<211> 1580

<212> ADN

<213> Homo sapiens

His Asn Glu Pro Gly Thr Ala Gly
5

11

Ala

Cys

Arg

Ala
60

Asn

val

Met

Ser

Trp

140

Lys

Ser

Ala

Phe

45

Ala

Leu

Ile

Leu

Gly

125

Gly

val

Thr

Pro

30

Asn

His

Arg

Pro

Leu

110

Gly

Asp

Cys

Ala

1s

His

Cys

Cys

Lys

His

95

Arxrg

Pro

vVal

His

Ala

Ser

Gly

Gln

Arg

80

Pro

Leu

Leu

Pro

Tyr
160
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<400> 11

<210> 12
<211> 43

agaatgggtyg
ggtgggggca
caattcaccc
ccagagtgga
cactgagggt
ggcgttggat
agcactggct

gaagccactt

gcactttggg
ccaacatggt
acacctgtaa
cagaggttac
ctccgtetea
tggactttat
gccagctcca
ggactggact
gtggctcatg
agagattgag
tttccaaaaa
tgaggcggga
actgcactce
gacagggggt
ggctgacagg
ttccagagat
tggtcagaag
ggaggcagaa

accctggtce

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 12

ctgtgggatt
gagtgtcaga
tcaaagcttc
gtcagaccag
caggggaggt
atgcggtggg
gcgtctagga

ttgtccttga

aggctgaggce
gaaactccgt
tcccaattge
agtgagcgga
aaaaaaaaaa
cctggtggtg
gatgtagaaa
ggagggggac
cctgtaatce
gccatectgg
attageccggg
gaatggtgtyg
agcctgggtg
ccttgegtga
tggaggaggt
gggggaccca
aaatttatta
gggtcetgcee

ctecctcecaca

ES 2 266 245 T3

caggggagac
ggacaaagat
ctgaggccte
ctectegggg
cagagaaggc
aggaatagcc
caaggtcatg

aagtgaggct

gggtggatca
ctctactaaa
ttgggaggct
gatcacgcca
aaaaaaagaa
ccaaggatcc
gaccetttgg
ccaaaaggcc
cagcactttg
ctaacacggt
cacggtggtg
aacctgggag
acagagtgag
tgatggagag
ggggcagggt
gaaggaagcg
acagtggatg

tcacctggat

atgtggcttc tcctcactet cteettectg ctggeatcea cag

<210> 13

<211> 3635
<212> ADN
<213> Homo sapiens

acctgttagg
gaatttggaa
ccgtgggteg
agcetgecagt
ctcaaggagyg
taagcatgaa
dggagacccag

ggagccagge

ctagaggtca
attacaaaaa
gaggcaggag
ctccactcca
aaaaaaagaa
atggagggtg
ggtcatggct
agataagagg
ggaggccgag
gaaaccctgt
ggcgectgta
gtggagctey
actcegtctce
agatccaccce
ctgtccgagt
cagagtgggg
ggataagtct

tctctcacte

12

tgttggggee
gatatgggga
ggccctgcag
ctcgtagggg
aagcgggget
atggcaggag
ggagaggggce

aactcatgcce

ggagttcaag
ttagctgggc
aatctcttga
acctgggcta
agaaagtgaa
gtgagcaggg
ggagggcaag
gttgagatag
gtgggtggat
ctctacttaa
gtcccagcta
cagtgagccg
aaaaaaataa
gctggtagca
gcctagagga
ttgggggaag
gtgtctggag

cctcecccaga

tcccagaaga
agaaggattt
tactggagac
aggcagacac
dgaagggaat
ggaaaatggc
tggaagggaa

tgtaatccca

accagcctgg
gtggtggcac
acccagaagg
cagagccaga
tttgaagagc
gaggggcaca
ctggtggagg
accaggcgeg
catgaagtca
aaaaaaaaaa
ctcgggaggce
acattgtgcec
aaaaagttgg
tggtgctgga
agagtaaacc
gggataccgg
ggatcctggt

ctgcagccga

60
120
180
240
300
360
420
480

540
600
660
720
780
840
300
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1580

43
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<400> 13

gtgaggtggce
tctgggcecca
caccctccac
tggagtcgct
ttacacaaac

actgcrtcac

ataacagtga

gctgagaggce

cccaggaggyg
gtgatctgcc
ctgtgccaat
atgttgcctg
ctgagctgag

ctctctggge

ES 2 266 245 T3

ggccaggtct
agcccctacc
gtccctaage
gggcctcteg
tcctggggcea

ttcgaatgcece

gtgggageag
tcacccagag
ccttacegte
ctgcccacga
accgcttcct

ttctctataa

gtgccecctt
accactaaag
aggtgcetggt
caaggaacac

tgetgtgtgt

cccaagcatg
atccttecctt
getgetgete
ggtcctgggg
ccttgaggga

gacagcaccc acttgagaca

ggtctcaata gcataacaga ggtaatatac atagcaagca ttagacaagt

caacagcaca gacagactcc agcttgagtce

ctcttacagg gtctttgagg ggattaaatg tggttgtgtg

ggcccaggta

acgtctatgt

agggacggcce

gtgccecttc aggtgtgcaa gccaggcacg

gtggtgggca ccaccgacct catttgacaa

acaacatcaa ggtcaccttg ggtgtcagge

ctgccacaca ccaagaaatt aattgtaacc tgatgectcet

tggactttca ttaacgttct gccacaaatg accctcacte

cacgcctcca

gccteccecte cggetctcete tgtgcactca

ctgctgecgece cagetgggge ctcecacctte ctctggcetty

ggtgceccage tgttcagecc gtaccctceeg cccttcggag

gttaageccce

ttcctgactg

ttgtccacca catcecgeatt ccecctggtcet

tgatggggag agtgtgggca tttggtctgg

tgtgggtggg agtgtgcatg gcttcaacct tcaggggatg

gaggggtcect ggtcctgtga ccttgaatgt ctctaatcat

tctgtgtgtyg tgtgtgtgtg tgtgtgtgta catgcacgtg

ctgtatgttc acatcctcte cacatgcatg agccagatcc

gtgactccac agatctggct tgggggctga tctagagatg

getgectctg gcocttcagetg catgtctttg accttgaatg

ctgccccaga cagcaagtcc acatctgagt gttggecttce

taactctaca aaatgtcttg tgggtgaatc acggttttaa

tttggttttt tttgagacgg agtctcgctc tgccgecccaa

cctcagetca ctgcaacctce cgecteccag gttcaagcaa

tagctagaat tacaggcacg caccaccacg cccagctgat

atttatttat tttttagtag agacgggatt tcacgatgtt

cctgacctca ggtgatccac ccacctcegge cttggectec

cgtgageccac cacacctggc caaccttgac tatttattat

ccacacctgc cactcccetgt
tgaggcagaa gcataagcct
gtgcttagag cttacataca
gggaaggggc tgtggctcag
aaactccaga ttgaactcag
cttctggaga aattgggggg
ctgggggcce ctgagacccee
cctacctgece tcgcecgectge
gactggccag gtgcagectc
gacgacctca cccttecttt
cacgggggce tttggeccag
ctgtgcaaat cctgcccctyg
catccacatt gcccagtgga
gtecttaage ataatgecat
tgcagtgggt atacaaggcc
ccatatgtga aacccaatca
gataaatatg tcctgccctg
cccageccecg tgtctgggtyg
tgggttggtg tctgcagctce
ccttgacttt tttttgtttg
gctggagttc agtggtgcaa
ttctgtctct gcctcecgag
ttttgtattt ttatttattt
ggccaggcetg gtcetcaaact
caaagtgctg ggattacagg

aggtaattct gtgcagatgt

ctgacttatg ttggccatct ccaggatgga cctgaacttt cacacgtatg tcectgtgac

taaatccagg tgtcatttgc aaaaaacaac

taatattatt aagtagctac cagggctagg

tatcactcac catacataca cacatgcaca cacacacata cacattccta cctcatccett

acaacaatct tcattttaca gatgaggaaa

cagaggcaca gacaggtcga ataacttact

13

60
120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920

1980
2040

2100
2160
2220
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caaagtttca
tgtatgcaag
tctgaacaat
tcatgtctta
ttttrerete

tggagcaacc

agcctccaga
ttttgttaga
gtgatccacc
agcctgtget
agtcctgtec
accttgtata
ctctggggec
aatttggtga
ccecectgtete
tctctecccag
cggttgtaaa
ctttgggagg
catggtgaga
ctcagctact
gtgagctgag
aaacaacaac
gcataggcat

cecctgtecte

<210> 14

<211> 154

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 14

cagctagtac
tgtctgtgac
atccaattct
accatccata
tceeetttett

tecgectcact

gtagctggga
gacagggttt
cgcctcggec
gtgattcttg
atagctgtac
gccacatctg
aaggctgggt
ccgtgaatga
cacccccaac
agtcttatag
taaacaacag
ctgaggcggg
cctegtetcet
cgggaggctg
atcatgccac
aacaacaaaa
atagtagtta

aggcatcctce
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attcgaacce
actggatgcec
gtgtgtgtgt
ttcatataca
gagatggagt

gcaatctceg

ttacaggcac
ccccatattg
tcccaaagtg
aagctgcaac
ctaagtgtgg
ggactcatac
cacacatact
ctggtttcaa
cacagaggac
caaatggggt
ggcaggcgga
cagagcattt
actaaaaata
aggcaggagg
tgcactccag
caaaaaacag
gggcagggtyg

tacceccttct

aggcttaagg
aagactcaca
ttgtgtgtge
catatgaaca
ttcactcttg

cctcceogggt

ccgeccaccat
gccaggetgg
ctgggattac
ccatgtgcat
aagctggatg
tgcacactga
gagtggccac
gtgaccacct
ttcttgccct
gggggctaga
gcatggtggce
gaagtcagaa
caaaaattag
atcacttgaa
cctgggcaaa
ggcagggtgt
caaggaaggt

cttag

acccatcttt
ctagagatgt
atgtgtgtgt
tctgtgctgt
tcacccaggce

tcaagcgatt

gcccagctaa
tctegaactce
aggcatgagc
gcaagtgaat
tgcatgtatg
atttggctga
atgcgtttga
gtctgaacct
crggtctgtt
gttctggaga
tcacacctgt
gtttgagact
ccaggtgtgg
cccaggaggc
agagtgagac
cttgagaagt

gtaggaggca

gtccagaccce
tgaatttagg
gtgtatgtat
gattcttttt
tggagtgcaa

ttcetgecte

ttttttgtat
ctgacctcag
caccgtgceccee
ttcagcttce
catgtccatg
catgtccaga
cgtetgtgac
gtatccagtg
ccecttecte
aaacaggcag
aatcccagca
acctggctaa
tggcgggcac
ggaagttgca
tcegtectcaa
taggggaaag

atgtaaacgt

cagcccagga tggtgacaag ttgcectggaag gtgacgagtg tgcacccecac tcceccagcecat

ggcaagtgge tctctacgag cgtggacget ttaactgtgg cgecttcoccte atctcocccac

actgggtgcect gtctgcggce cactgccaaa gccg

<210> 15

<211> 500

<212> ADN

<213> Homo sapiens

14

2280
2340
2400
2460
2520
2580

2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3635

60
120
154
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<400> 15
gtatgaaggc
tttgggggaa
atgtcaagcce
gaaggagaag
tcggggacag
cctgacttca
ttgggaaaag
ctctttgatc

aaaaccactc

<210> 16

<211> 284

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 16

cttcatgaga
acggaccacg
catcatgttg
gctacccacg

gtcccacaac

<210> 17

<211> 119

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 17

aggggctcag
gacggaggca
cctgggttag
actagttcca
accaggaggyg
gactcgttgy
gtaatgggat
tttctgtect

gceccgcacag

gtgcgectgyg
tctegggtcea
ctgcgecctag
cgttgceccee

gagcctggga
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ggtcectgagg
gacgccagaa
gaaggagtgt
gettttgagc
ggctgggagt
tccttgagga
gtcgagattt

ctacttgcgg

gagagcacaa
ttccacacecce
tccagceecgc
acccggggga

ccgcectgggag

gagcctggtt cggggggaag
ctcctgggtt ctgaaagacg
gtgtttcaaa gccttcgatc
ctcagttcta gggatgtgag

agttggaggg gatcgagttc

gcaggggetg
ctaaagggtc

gtaaccactg

cctgcgcaag
gcgetacgaa
acgcctgaac
ggcctgtgtg

cececceggtea

gaaccattgg
gggagacctc

gccegeacte

cgcgatggec
gcgecgecagec
ccccaggtge
gtgtctggct

caag

agctcctaga
aggaggccgg
tctgaaggag
aatcctggat

taggagtgtg
cttcagggte

gggttgccca

cactggcggg

cagagcaact
accgcaacga
gceccegeggt

ggggcctggt

tgecgtgaaag gatggagctg gatgcgagge ctcaaggaat cctatgctec agggctcttg

ggcggagggyg acaagggccg gaatttatgg atctgectceca agtccactgt cttececcag

<210> 18

<211> 284

<212> ADN
<213> Homo sapiens
<400> 18

<210> 19
<211> 120

cttcatgaga gtgcgcctgg
acggaccacg tctcecgggtca
catcatgttg ctgcgcctag
gctacccacg cgttgccccec

gtcccacaac gagecctggga

<212> ADN

<213> Homo sapiens

gagagcacaa
ttccacaccce
tccagceege
acccggggga

ccgctgggag

cctgcgcaag
gcgctacgaa
acgcctgaac
ggcctgtgtg

ccecececggtea

15

cgcgatggcc cagagcaact
gcgcgeagec accgcaacga
ccccaggtge gcccegeggt
gtgtctgget ggggectggt

caag

60
120
180
240

300
360

420
480
500

60
120
180
240
284

60
119

60
120
180
240
284
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<400> 19

<210>20

<211> 137

ES 2 266 245 T3

gtgcgtgaaa ggatggagct ggatgcgagg cctcaaggaa tcctatgctc cagggctctt

gggcggaggg gacaagggcc ggaatttatg gatctgctcecc aagtccactg tcttccccag

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 20

<210> 21

<211> 673

tgagtctcce agatacgttg cattgtgcca acatcagceat tatctcggac acatcttgtg

acaagagcta cccagggcgc ctgacaaaca ccatggtgtg tgcaggcgcg gagggcagag

gegcagaate ctgtgag

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 21

<210> 22

gtcagagect
ggatggggtt
tggagtagga
tgcgttgttt
gaatgggaat
ggtagatttt
tgggtttgat
gttgcactgg
gtgttgaatt
attgagttga
tgcaaatggt

ctttteccca

<211> 1046
<212> ADN
<213> Homo sapiens

agaggggcecea
ggattttctt
agagaagtta
gaggtggata
ggtttggttt
gtttggaatg
ttgattttga
agttgcatgg
ggggttaggg
gttgggttgg
gattaggatg

cag

tcaggcggaa
tgctttgggce
gaataggggt
actgtgatag
gattctgggt
cagaagacat
atggtgagga
gggtgagatt
ttggggttgg
ggttcecetgg

aggatgaatc

gaagagggat
cagagaagat
gaggttggag
ttagtttgag
gggaaatacg
gaagattgag
tgtgggctga
ggatataggt
gttggctctg
gatggggatg

caggaggttt

16

ggggacaggt
gctagggtta
ttggggttat
atggcatggg
tcagggttga
attggatttt
gttggattta
tgggtgagtt
tttgggataa
gattgggttt

cactcaacct

gtgggagtcc
ggcttggaga
aggtggggat
ttggggttga
attgggatga
gagatgggca
acttagtaca
gtattgagct
actgggcetgt
ggggtgagat

gagaccccct

60
120

60
120
137

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
673
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<400> 22

<210> 23
<211> 660

tgcgccecge
gctggggect
cgtgaaagga
cggaggggac
gtctcecaga
agagctaccce
cagaatcctg
ggtgtgggag
ttaggecttgg
tataggtggg
gggttggggt
tgaattggga
tttgagatgg
ttaacttagt
gttgtattga
taaactgggc
tttggggtga

cctgagacce

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

<210> 24
<211> 153

ggtgactctg
gacgtcectt
gagtggatca
gactgagcag
ccatccccca
acaaagcetgg
tgctctgtag
acactgttcce
ggctccatte
acttcgeett

tgttgtgagg

<212> ADN

<213> Homo sapiens

ggtgctaccc
ggtgtcccac
tggagctgga
aagggccgga
tacgttgcat
agggegectg
tgaggtcaga
tccggatggyg
agatggagta
gattgcgttg
tgagaatggg
tgaggtagat
gcatgggttt
acagttgcac
gctgtgttga
tgtattgagt
gattgcaaat

cctcttttee

ggggacccct
gtgacaacac
gggaaaccat
aagcccccac
agaccctgte
cgectcaaggt
gaatttctgt
ttttcaccca
attcaacaca
ggtttcctta

attaaatgag
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acgegttgec
aacgagcctg
tgcgaggect
atttatggat
tgtgccaaca
acaaacacca
gcctagaggg
gttggatttt
ggaagagaag
tttgaggtgg
aatggtttgg
tttgtttgga
gatttgattt
tggagttgca
attggggttg
tgagttgggt
ggtgattagy

ccacag

ggtctgtggg
caccaagcect
gaagaggaac
agctggccag
caaggcccag
cacctgttta
gacttttttc
ccaccecgat
catgaccacc
tctgtaaaat

atgattcgtc

cccacceggg
ggaccgctgg
caaggaatcc
ctgctccaag
tcagcattat
tggtgtgtgc
gccatcaggce
ctttgectttg
ttagaatagg
ataactgtga
tttgattctg
atgcagaaga
tgaatggtga
tgggggtgag
gggttggggt
tggggttcce

atgaggatga

ggcatcctge
ggtgtctata
tgactattct
cagcececgee
atgttagcca
atgccaagat
tggggtcaaa
ccctaggtga
cgtgtgatct
gagaccatct

tgaactgatt

17

ggaggcctgt
gagccceccegg
tatgctccag
tccactgtct
ctcggacaca
aggcgcggag
ggaagaagag
ggccagagaa
ggtgaggttg
tagttagttt
ggtgggaaat
catgaagatt
ggatgtggge
attggatata
tgggttggct
tgggatgggg

atccaggagy

agggcattgt
ccaaagtctg
agectatcte
tgacatggaa
aggacttgte
aacaaagcge
gagaaaccce
ggagaagcgg
tgaacaagag
tattgctgac

aaaatcgtgt

gtggtgtctg
tcacaaggtg
ggctcttggg
tccccagtga
tcttgtgaca
ggcagaggcyg
gatggggaca
gatgctaggg
gagttggggt
gagatggcat
acgtcagggt
gagattggat
tgagttggat
ggttgggtga
ctgtttggga
atggattggg

tttcactcaa

gtcctggggt
ccactacttyg
ctgtgccect
cagaacggag
ccacctgagg
tgatccaagt
gagacactgt
cttgaagcag
gcccaatcte
ttcaaagggc

ctggcactga

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

1020
1046

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
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<400> 24

ES 2 266 245 T3

ggtgactctg ggggacccct ggtctgtggg ggcatcctge agggcattgt gtcctggggt

gacgtccctt gtgacaacac caccaagect ggtgtctata ccaaagtctg ccactacttg

gagtggatca gggaaaccat gaagaggaac tga

<210> 25
<211> 244
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 25

Met Lys Lys Leu Met Val
1 S

Glu Glu Gln Asn Lys Leu
20

His Pro Tyr Gln Ala Ala
35

Gly Val Leu Ile His Pro
50

Lys Pro Asn Leu Gln Val
65 70

Glu Ser Ser Gln Glu Gln
85

Asp Tyr Asp Ala Ala Ser
100

Ala Arg Pro Ala Lys Leu
115

Arg Asp Cys Ser Ala Asn
130

Lys Thr Ala Asp Gly Asp
145 150

His Leu Val Ser Arg Glu
165

Thr Gln Asn Met Leu Cys
180

val

val

Leu

Leu

55

Phe

Ser

His

Ser

Thx

135

Phe

Glu

Ala

Leu

His

Tyr

40

Trp

Leu

Ser

Asp

Glu

120

Thr

Pro

Cys

Gly

Ser

Gly

25

Thr

val

Gly

val

Gln

105

Leu

Ser

Asp

Glu

Asp
185

Leu

10

Gly

Ser

Leu

Lys

Val

90

Asp

Ile

Cys

Thr

His

170

Glu

Ile Ala

Pro Cys

Gly His

Thr Ala
60

His Asn
75

Arg Ala

Ile Met

Gln Pro

His Ile

140

Ile Gln
155

Ala Tyr

Lys Tyr

Ala

Asp

Leu

45

Ala

Leu

val

Leu

Leu

125

Leu

Cys

Pro

Gly

Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys Gly Asp
195 200 205

Gly Leu Val Ser Trp Gly Asn Ile Pro Cys Gly Ser Lys
215

210

220

Gly Val Tyr Thr Asn Val Cys Arg Tyr Thr Asn Trp Ile

225 230

Ile Gln Ala Lys

18

235

Ala

Lys

30

Leu

His

Arg

Ile

Leu

110

Pro

Gly

Ala

Gly

Lys
190

His

Glu

Gln

Cys

Cys

Gln

His

95

Arg

Leu

Trp

Gln
175

Asp

Leu

Lys

Lys

Ala

Ser

Gly

Lys

Arg

80

Pro

Leu

Glu

Gly

Ile

160

Ile

Ser

Arg

Thr
240

€0
120
153
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<210> 26

<211> 277

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 26

Met Trp Pro

Gly Gly val

Ser Gly Phe
35

Trp Gln Ala

50

Leu Val His

65

Gly Leu Lys

Gly Glu Gln

Axrg Arg Ser

ES 2 266 245 T3

Leu Ala Leu

5

Ser Gln Glu

20

Leu Pro Gly
Ala Leu Leu
Pro Lys Trp
70
val Tyr Leu

Vval Arg Glu

100

115

Pro Thr His

Glu Leu Gln Ser Pro Val

130

Leu Ser His Asn Asn Axg

145

150

Gly Trp Gly Thr Thr Thr

165

Gln Cys Ala Asn YIle Gln
180

Tyr Pro

Gly Gly
210

Asn Arg
225
Gln Pro

Trp Ile

Leu Lys

Gly

195

Lys

Thr

Asp

Arg

Gly
275

val Ile

Ser Ser

Gly Tyr

Val Gln

55

Val Leu

Gly Lys

Val Val

Leu Asn

120

Gln Leu
135

Leu Thr

Ser Pro

Leu Axg

Ala

Lys
25

Ser Leu Thx

10

val Leu Asn

Thr Cys Phe Pro

Gly Arg Leu Leu

Thr

His

His

105

His

60

Ala Ala His
75

Ala Leu Gly

90

Ser Ile Pro

Agp His Asp

Thr Gly Tyr Ile

Pro

Gln

Ser
185

140

Gly Thr Thr
155

Val Asn Tyr

170

Leu

Thr

His

45

Cys

Cys

Arg

His

Ile

125

Gln

Pro

Asp Glu Glu Cys

Lys Ile Thr Asp Asn Met Leu
200

Asp Ser Cys Glu Gly Asp Ser

215

Leu Tyr Gly Ile Val Ser Trp
230

Arg Pro Gly Val Tyr Thr Arg

245

Glu Thr Ile Arg Lys Tyr Glu
265

260

Pro Gln

19

250

Ala

Asn

30

Ser

Gly

Leu

Val

Pro

110

Met

Arg

Lys

Arg
190

Leu Ser
15

Gly Thr
Gln Pro
Gly Vval
Lys Glu
80

Glu Ala
95

Glu Tyr
Leu Leu

Leu Pro

val Ser
160

Thr Leu
175

Gln Val

Cys Ala Gly Thr Lys Glu
205

Gly Gly Pro Leu Val Cys
220

Gly Asp Phe Pro Cys Gly

235

240

Val Ser Arg Tyr Val Leu

255

Thr Gln Gln Gln Lys Trp
270
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<210> 27

<211> 251

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 27

Met

Gln

Ala

65

Gln

Met

Pro

val
145

Ser

Lys

Pro

val

3

[ 8
[N
w

<210> 28
<211> 277
<212> PRT

Phe
Ser
Ser
Phe
50

Ala
Leu
val
Leu
Ile

130

Ser

Leu

Ala

Cys

Leu

Gln

Ser

35

Leu

His

Arg

Thr

Leu

115

Glu

Gly

Gln Gl
19

210

<213> Homo sapiens

Ala

Ser

Leu Leu
S

Glu Asp
20

Gln Pro

Cys Gly

Cys Gly

Axg Trp

85

His Pro
100
Gln Leu

val Thr

Trp Gly

ES 2 266 245 T3

Thr

Glu

Trp

Gly

Arg

70

Glu

Asn

Gln

Gln

Thr
150

Gln Cys Val Asn

165

180

vy Gly Lys Asp

5

Tyr Pro Arxrg Thr

Arg Gly Gln Leu

Leu Pro Gly Tyr

Ala

Asn

Gln

Ala

55

Pro

Ala

Tyr

Gln

Ala

135

Ile

Ile

Ile

serxr

Gln

Leu

Lys

Ala

40

Leu

Ile

Thr

Asn

Pro

120

Cys

Ser

Asn

Thr

Cys

Gln

Ile

25

Ala

Leu

Leu

Gln

Ser

105

Ala

Ala

Ser

Ile

Pro

Val

10

Ile

Leu

Ser

Gln

Gln

90

Arg

Arg

Ser

Pro

Leu

Gly

Leu

Gly

Val

75

Val

Thr

Ile

Pro

Ile
155

170

185

200

215

230

Trp Ile Glu Glu

245

Pro

Thr

Met

Gly Leu

Gly val

20

Gln

Arg

Ala

Gly

Ala

Gln

60

Ala

Leu

Hig

Gly

Gly

140

Ala

235

250

Asp Lvs

Ile

His

Gly

45

Trp

Leu

Arg

Asp

Arg

125

Thr

Arg

Ala Met Thr
15

Thr Cys Thr
30

Pro Arg Arg

val Ile Thr

Gly Lys His
80

Val vVal Arg
95

Asn Asp Leu
110

Ala vVal Arg

Sexr Cys Arg

Tyr Pro Ala
160

Sexr Pro Asp Glu Val Cys Gln

1758

Gly Met Val Cys Ala Gly Val

190

Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu
205
Val Ser Trp Gly Met Glu Arg
220

Tyr Thr Asn lLeu Cys Lys Tyr



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 28

Met Gln

Leu Thr

Met Arg

Gly Gly
50

Gln Pro
65

Ala Thr

Lys Pro

Glu Gly

Gly Phe
130

Leu val

145

Leu Thr

Ser Gly

Leu Arg

Ala Tyr
210

Glu Gly
225

Cys Asn

Ala Ile

Asp Trp

<210> 29

<211> 250

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Axrg

Ala

Ile

35

Glu

Trp

Leu

Arg

cys

115

Asn

Lys

Leu

Txp

Cys

195

Pro

Gly

Gln

Thr

Ile
275

Leu Axg Trp Leu Axg Asp Trp
5

ES 2 266 245 T3

10

Ala Lys Glu Pro Gly Ala Arg

20

Leu

Thr

Gln

Ile

Glu

Asn

Met

Ser

Gly

180

Ala

Gly

Lys

Ser

Axrg

260

Gln

25

Gln Leu Ile Leu Leu Ala
40

Arg Ile 1Ile Lys Gly Phe
55

Ala Ala Leu Phe Glu Lys
70

Ala Pro Arg Trp Leu Leu
85 90

Ile Val His Leu Gly Gln
105

Gln Thr Arg Thr Ala Thr
120

Ser Leu Pro Asn Lys Asp
135

Ala Ser Pro Val Ser Ile

150

Ser Arg Cys Val Thr Ala
165 170

Ser Thr Ser Ser Pro Gln
185

Asn Ile Thr Ile Ile Glu
200

Asn Ile Thr Asp Thr Met
215

Asp Ser Cys Gln Gly Asp
230

Leu Gln Gly Ile Ile Ser
245 250

Lys Pro Gly Val Tyr Thr
265

Glu

21

Lys

Ser Ser Pro

Leu

Glu

Thr

75

Thr

His

Glu

His

Thr

155

Gly

Leu

His

val

Ser

235

Trp

Lys

Ser

Ala

Cys

60

Arg

Ala

Ser

Arg
140

Trp

Ser

Thr

45

Lys

Leu

Ala

Leu

Phe

125

Asn

Ala

Gly

Leu

30

Gly

Pro

Leu

His

Gln

110

Pro

Asp

Val

Thr Ser Cys

Arg Leu Pro

190

Gln Lys Cys

205

Cys Ala Ser

220

Gly Gly Pro

Gly Gln Asp

val Cys Lys

270

Arg

15

Gln

Leu

His

Cys

Lys

His

Ile

Axg

Gly

Ala

val

Ser

Gly

80

Leu

Glu

Pro

Met

Pro

160

Leu Ile

175

His Thr

Glu Asn

Val Gln

Leu Val

240

Pro Cys

255

Tyr Val
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<400> 29
Met
1

Gly

Sar

Lys

Trp

Gln

Gly Ala

50

Arg Lys
65

Trp Glu

Pro Gly

Met

Pro

Ile
145

Thr

Trp

Trp

Vval

Cys
225

Leu

<210> 30
<211> 276
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Leu

Leu

130

Ser

Leu

Ala

Glu

Asp

ES 2 266 245 T3

Leu Gly Leu Leu

5

Ala asp Thr Arg

20

Pro Trp Gln Ala
35

Thr Leu Ile Ser

Pro Tyr Leu Trp

70

Gly Pro Glu Gln
85

Phe Asn Lys Asp

Ile

115

Asn

Gly

Gln

Tyxr

Gly

195

Asn

Arg

Trp

100

Arxg

Leu

Trp

Cys

Pro

180

Gly

Gly

Pro

Ile

cys

Ala

Gly

Asp

55

val

Leu

Leu

Ala Leu Leu Ser Leu Leu Ala

Ile

Leu

40

Arg

Arg

Phe

Ser

Leu Pro Arg Gln

Ser

Gly

Ala

165

Gly

Arg

Thr

Arg

Gln
245

Gln

Ala

150

Asn

His

Gly

Leu

Arg

230

Glu

Thr

135

val

Ile

Ile

Ser

Ala

215

Pro

Ile

120

Cys

Ser

Ser

Ser

Cys

200

Gly

Ala

Met

10

Gly Ala Glu Glu Cys
25

Phe His Leu Thr Arg

45

Trp Leu Leu Thr Ala

60

Leu Gly Glu His His

75

Arg Val Thr Asp Phe

90

Ala Asn Asp His Asn

105

Ala

val

Ser

Ile

Asp

185

Gln

val

val

Glu

22

Arg

Ser

Pro

Leu

170

Ser

Gly

val

Tyr

Asn
250

Leu

Pro

Lys

155

Glu

Met

Asp

Ser

Thr
235

Arg

30

Leu

Ala

Leu

Phe

Asp
110

Ser Pro Ala

Gly

140

Ala

Asn

Leu

Ser

Gly

220

Sex

125

Met

Leu

Lys

Cys

Gly

205

Gly

val

Gin

Phe

Leu

Ala

190

Gly

Ala

Cys

Gly His
15

Pro Asn

Phe Cys

His Cys

Trp Lys

80

Pro His

95

Asp Ile

Val Gln

Cys Leu

Pro Val

160

Cys His

175

Gly Leu

Pro Leu

Glu Pro

His

LM
[~
(=]
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<400> 30

Met Arg Ala Pro His
5

1

Leu Ala Lys Leu

Ala Ala Leu

Gly Ala Pro

20

35

50

Asn Gly Leu

65

Val Leu Thr

Gly Asp Asp

Thr

Leu

Arg

145

Thr

Ile

val

Cys
225

Gly

Ala

Ile

<210> 31

<211> 248

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Axrg

Pro

130

Pro

Cys

Ala

Thr

Thr

210

Gln

Ile

val

Arg

Leu

Cys

Ser

Ala

His

Leu

Pro

Ala

Phe

Ala

Pro

Gln

Arg

His

ES 2 266 245 T3

Asn

Asp

Leu His Leu S

Leu Leu M

2

40

55

70

8s

100

Ser

115

Arg

Val

Ala

Ala

Ile

195

Asn

Ser

Leu

Ser
275

Leu

His

Leu

Val val His

Arg

val

Gln

arg

180

Leu

Asn

Asp

Ser

Thr

260

Asn

Thr

Pro

165

Arg

Ser

Met

Ser

Trp
245

Gln

Asp

Gly

150

Gly

val

Pro

Ile

Gly

230

Gly

Ile

Cys

Cys

Leu

Pro

Glu

135

Pro

Asp

Lys

Lys

Cys

215

Gly

val

Cys

Ala

Gly

Leu

Gly Ser G

Thr

Gly

Asn

Gln

er Ala Ala Ser Gly Ala Arg Ala
10 15

et Ala Gln

5

In Pro Trp

Arg Leu

Val Leu

Asp

Gln

60

75

Lys Pro

90

105

Lys

120

His

Arg

Gln

Tyr

Glu

200

Ala

Pro

Lys

23

Tyr

Asp

vVal

Cys

Asn

185

Cys

Gly

Leu

Pro

N
N
)]

Gly Glu

His

Leu

Arg

Gln

170

Lys

Glu

Leu

val

Cys

250

Met

Gln

Met

Ala

155

val

Gly

val

Asp

Cys

235

Gly

Ser

val

Leu

Gln

Gly

Leu

140

Leu

Ala

Leu

Phe

Arxrg

220

Asp

Ser

Trp

110

Ser

125

Leu

Gln

Gly

Thr

Tyr

205

Gly

Glu

Ala

Ile

Gly

Lys

Leu

Trp

Cys

190

Pro

Gln

Thr

Gln

Asn
270

Leu Trp Ala Ala Glu
30

Pro Glu Ala Tyr

45

Val Ser Leu Phe

Asp Gln Ser Trp

80

Pro

Leu

Pro

Gly

175

Serxr

Gly

Asp

Leu

His

255

Lys

Trp Ala Arg Val
95

Leu Arg Arg Thr

Ile

Ala

Tyx

160

Sex

val

Pro

Gln

240

Pro

val
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<400> 31

ES 2 266 245 T3

Met Gly Leu Ser Ile Phe Leu Leu Leu Cys Val Leu Gly Leu Ser Gln
1 5 10

Ala Ala Thr Pro Lys Ile Phe Asn
20

Gln Pro Trp Gln Val Gly Leu Phe

35

Gly Val Leu Ile Asp His Arg Trp
50 55

Gly Ser Arg Tyr Trp Val Arg Leu

65

Asp

Gly

Arg

Leu

Trp

145

Pro

Gln

Val

Asp

225

Ile

<210> 32

<211> 260

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Trp Thr Glu

Tyr

Leu

Pro

130

Gly

Leu

Gly

Asp

Leu

210

Gly

Arg

Leu

Arg

115

Asn

Ile

Asn

Arg

Ala

195

Gln

Ile

Met

Gly

100

Leu

Asp

Thr

Leu

Ile
180

-Cys

Gly

Pro

Ile

70

Gln Ile Axg
85

Ala Ser Thr

Pro Val Arg

Cys Ala Thr
135

Asn His Pro
150

Ser Ile Val
165

Thr Ser Asn

Gln Gly Asp

Leu Val Sex
218

Gly Val Tyr
230

Met Arg Asn
245

40

Gly Glu H

7

His Ser Gly Phe
90

Ser His
105

Val Thr

120

Ala Gly

Arg Asn

Ser His

Met Val

185

Ser Gly
200
Trp Gly

Thr Tyr

Asn

24

Glu

Ser

Thr

Pro

Ala

170

Cys

Gly

Ser

Ile

His

Ser

Glu

Phe

155

Thr

Ala

Pro

Val

Ser Val Thr

Asp Leu Arg
110

Vval Gln Pro
125

Cys His Vval
140

Pro Asp Leu

Cys His Gly

Gly Gly Val
190

Leu Val Cys
205

Gly Pro Cys
220

Lys Tyr Val

15

is Ser Leu Ser Gln
5

His

95

Leu

Leu

Ser

Leu

val

175

Pro

Gly

Gly

Asp

Gly Thr Glu Cys Gly Arg Asn Ser

25 30

Glu Gly Thr Ser Leu Arg Cys Gly
45

Val Leu Thr Ala Ala His Cys Ser
60

Leu

80

Pro

Leu

Pro

Gly

Gln

160

Gly

Gly

Gln

Trp
240
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<400> 32

1

ES 2 266 245 T3

15

Met Gly Arg Pro Aryg Pro Arxrg Ala Ala Lys Thr Trp Met Phe Leu Leu
5 10

Leu Leu Gly Gly Ala Trp Ala Gly His Ser Arg Ala Gln Glu Asp Lys
20 25 30

val Leu Gly Gly His Glu Cys Gln Pro His Ser Gln Pro Trp Gln Ala
35 40 45

Ala Leu Phe Gln Gly Gln Gln Leu Leu Cys Gly Gly Val Leu Val Gly
55 60

Gly Asn Trp Val Leu Thr Ala Ala His Cys Lys Lys Pro Lys Tyr Thr

65

val

Glu

Asp

Gln

Cys

145

Thr

Lys

Thr

Gln

Ile

225

Val

Gly

<210> 33

<211> 261

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Arg

Ile

Val

Ala

130

Thr

Ser

Ile

Asp

Gly

210

Thr

Ser

Leu

Pro

Glu

115

Ser

Gln

Pro

Phe

Gly

195

Asp

Ser

Thr

Lys

70

Gly Asp His Ser Leu
85

val

100

Asp

Leu

Pro

Arg

Pro

180

Met

Ser

Trp

Asn

Gly
260

Vval Gln

His Asn

Gly Ser

Gly Gln
150

Glu Asn
165

Gln Lys

val Cys

Gly Gly

Gly Ser

230

Ile Cys
245

Serx

His

Lys

135

Lys

phe

Lys

Ala

Pro

215

Asp

Ile
Asp

120

val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Leu

Pro

Arg Tyr

Gln Asn
90

Pro His

105

Leu Met

Lys Pro

Thr Val

Asp Thr
170

Glu Asp

185

Ser Ser

vVal Cys

Cys Gly

Leu Asp
250

25

75

Lys

Pro

Leu

Ile

Ser

155

Leu

Ala

Lys

Asp

Arg

235

Txp

Asp Gly
Cys Tyr

Leu Gln
125

Ser Leu
140

Gly Trp
Asn Cys
Tyr Pro
Gly Ala

205

Gly Ala
220

Ser Asp

Ile Lys

Pro

Asn

110

Leu

Ala

Gly

Ala

Gly

190

Asp

Leu

Lys

Lys

Glu

95

Ser

Arg

Asp

Thr

Glu

175

Gln

Thr

Gln

Pro

Ile
255

80

Gln

Ser

Asp

His

val

160

val

Ile

Cys

Gly

Gly

240

Ile
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<400> 33

ES 2 266 245 T3

Met Trp Val Pro Val Val Phe Leu Thr Leu Ser val Thr Trp Ile Gly
1 5 10

Ala Ala Pro Leu Ile Leu Ser Arg
20

is

Ile Val Gly Gly Trp Glu Cys Glu
25 30

Lys His Ser Gln Pro Trp Gln Val Leu Val Ala Ser Arg Gly Arg Ala
40 45

35

Vval Cys Gly Gly Val Leu
50

His
65

phe

Pro

Pro

Pxo

Glu

145

Glu

Hig

Thr

Cys

Gly

225

Ser

Ile

<210> 34
<211> 261
<212> PRT

<213> Homo sapiens

Cys

His

His

Gly

Ala

130

Pro

Pro

val

Lys

Ser

210

Ile

Leu

Val

Ile

Pro

Pro

Asp

115

Glu

Ala

Glu

Ile

Phe

195

Gly

Thr

Ala

Arg

Glu

Leu

100

Asp

Leu

Leu

Glu

Sex

180

Met

Asp

Ser

Thr

Asn
260

Asn

Asp

85

Tyx

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asn

Leu

Sexr

Txp

Lys

Pro

Lys

70

Thr

Asp

Ser

ASp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

Val

Val His Pro

55

Ser

Gly

Met

His

Ala

135

Thr

Thr

val

Ala

Gly

215

Ser

val

val

Gln

Ser

ASp

120

val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Ile

Val

Leu

105

Leu

Lys

Tyr

Lys

Ala

185

Arg

Leu

Pro

26

Gln

Leu

Phe

90

Leu

Met

val

Ala

Lys

170

Gln

Trp

val

Arg
250

Trp Val Leu

Leu

75

Gln

Lys

Leu

Met

Sex

155

Leu

val

Thr

Cys

Ala

235

Lys

60

Gly

val

Asn

Leu

Asp

140

Gly

Gln

Hig

Gly

Asn

220

Leu

Trp

Arg

Ser

Axg

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Pro

Gly

205

Gly

Pro

Ile

Thr Ala Ala

His

His

Phe

110

Leu

Pro

Gly

val

Gln

190

Lys

val

Glu

Lys

Ser

Sexr

95

Leu

Ser

Serx

Asp

175

Lys

Ser

Leu

Arg

Asp
255

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

Val

Thr

Gln

Pro

240

Thr
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<400> 34

Met Trp

Ala Val

Lys His

His Cys
50

His Cys
65

Phe Glu

Pro His

Pro Asp

Pro Ala
130

Glu Pro
145

Glu Pro

His Leu

Thr Glu

Cys Gly
210

Gly Ile
225

Ala val

Ile Ala

<210> 35

<211> 262

<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 35

Asp

Pro

Ser
35

Gly

Leu

Pro

Pro

Glu

115

Lys

Ala

Glu

Leu

Phe

195

Gly

Thr

Ala

Leu Val

Leu
20

Gln

Gly

Lys

Glu

Leu

100

AsDp

Ile

Leu

Glu

Ser

180

Met

Asp

Ser

Thr

Asn
260

Ile

Pro

val

Lys

Asp

85

Tyx

Ser

Thr

Gly

Phe

165

Asgsn

Leu

Ser

Txp

Lys

245

Pro

ES 2 266 245 T3

Leu

Gln

Trp

Leu

Asn

70

Thr

Asn

Ser

Asp

Thr

150

Leu

Asp

Cys

Gly

Gly

230

val

Ser

Ser

Gln

val

58

Ser

Gly

Met

His

val

135

Thr

Arg

Met

Ala

Gly

215

Pro

Val

Ile

Arg

val

40

His

Gln

Gln

Ser

Asp

120

val

Cys

Pro

Cys

Gly

200

Pro

Glu

His

Ala

Ile
25

Ala

Pro

val

Arg

Leu

105

Leu

Lys

Tyx

Arg

Ala

185

Leu

Leu

Pro

Leu
10

Val

val

Gln

Trp

val

90

Leu

Met

val

Ala

Ser

170

Arg

Trp

Val

Cys

Arg
250

Ser

Gly

Trp

Leu

75

Pro

Lys

Leu

Leu

Ser

155

Leu

Ala

Thr

Ala
235

Lys

val

Gly

Sex

val

60

Gly

Val

His

Leu

Gly

140

Gly

Gln

Gly
Asn
220

Leu

Trp

Gly

Trp

His

45

Leu

Arg

Ser

Gln

Arg

125

Leu

Trp

Cys

Ser

Gly

205

Gly

Pro

Ile

Cys

Glu
30

Gly

Thr

His

His

Ser

110

Leu

Pro

Gly

val

Glu

190

Lys

val

Glu

Lys

Thx
15

Cys

Trp

Ala

Asn

Ser

95

Leu

Sex

Thr

Sexr

Ser

175

Lys

Asp

Leu

Lys

Asp
255

Gly

Glu

Ala

Ala

Leu

80

Phe

Arg

Glu

Gln

Ile

160

Leu

val

Thr

Gln

Pro

240

Thr

Tec Trp Phe Leu Val Leu Cys Leu Ala Leu Ser Leu Gly Gly Thr Gly
5 15

27
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Ala

Gln

Gln

His

65

Phe

Pro

Ala

Pro

Glu

145

Ile

Leu

Val

Thr

Gln

225

Pro

Thr

<210> 36

<211> 293

<212> PRT
<213> Homo sapiens

Ala

His

Cys

50

Cys

Asp

His

Asp

Ala

130

Glu

Glu

Lys

Thr

Cys

210

Gly

Sexr

Ile

Pro

Ser

35

Gly

Ile

Asp

Pro

Glu

115

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

195

val

Val

Val

Ala

Pro

20

Gln

Gly

Ser

Glu

Gly

100

Asp

Thr

Glu

Glu

Leu

180

Phe

Gly

Thr

Ala

Glu
260

Ile

Pro

Ile

Asp

Asn

85

Phe

Ile

val

Asn

165

Pro

Met

ASp

Ser

Val

245

Asn

ES 2 266 245 T3

Gln

Trp

Leu

Asn

70

Thx

Asn

Ser

Thx

Gly

150

Phe

Asn

Leu

Ser

TYp

Axrg

Ser

Ser

Gln

val
5%

Tyr

Ala

Met

His

Asp

135

Ser

ser

Asp

Cys

Gly

215

Gly

Val

Arg

Ala

40

His

Gln

Gln

Sex

Asp

120

Ala

Thr

Phe

Glu Cy

Val
200

Gly

Ile

25

Ala

Arg

Leu

Phe

Leu

105

Leu

val

Cys

Pro

Gly

Pro

val

Sex

28

Val

Leu

Gln

Trp

Val

90

Leu

Met

Lys

Leu

Asp

170

Lys

His

Leu

Pro

Gly Gly

Tyr His

Trp Val
60

Leu Gly
75

His Val

Glu Asn

Leu Leu

Vval val

140

Ala Ser

155

Asp Leu

Lys Ala

Leu Glu

Met Cys

220

Cys Gly

val Lys

Trp

Phe

45

Leu

Arg

Ser

His

Arg

125

Glu

Gly

Gln

His

Gly

205

Asp

Thr

Trp

Glu

30

Ser

Thr

His

Glu

Thr

110

Leu

Leu

Txp

Cys

val

190

Gly

Gly

Pro

Ile

Cys

Thr

Ala

aAsn

Sex

95

Arg

Thr

Pro

Gly

val

175

Gln

Lys

val

Asn

Glu
255

Glu

Phe

Ala

Leu

80

Phe

Gln

Glu

Thr

Ser

160

Asp

Lys

Asp

Leu

Lys

240

Asp
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<400> 36

Met

Thr

Val

Ser
65

Gln
Leu

Val

Ser

145

Hisg

Thr

Ile

Ile

225

Cys

Gly

Gly

<210> 37

<211> 253

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala

Ala

Ser

Leu

50

Arg

Ala

Val

Phe

Gly

130

Ser

Arg

Cys

Lys

Ser

210

Asp

Gln

Leu

Val

Thr

Leu

Cys

35

Gly

Ile

Ala

His

Arg

115

Gln

Hisg

Ile

Pro

Sex

195

Val

Asp

Gly

val

Tyx
275

Ala

Leu

20

Asp

Ala

Ile

Leu

Pro

100

Val

Gln

Pro

Arg

Ser

180

Pro

Leu

Thr

Asp

Ser

260

Thr

Axg

Leu

His

Gly

Asn

Leu

85

Gln

Arg

Met

Gly

Pro

165

Ala

Gln

Ser

Met

Ser
245

Trp

Asn

ES 2 266 245 T3

Pro

Gly

Pro

Ala

Gly

70

Leu

Txp

Leu

Phe

His

150

Thr

Gly

Val

Gln

Phe

230

Gly

Gly

Leu

Pro

val

Ser

Gly

55

Ser

Arg

Leu

Gly

Gln

135

Ser

Lys

Thr

His

Lys

215

Cys

Gly

Asp

Cys

Trp

Thr

Asn

40

Glu

Asp

Pro

Leu

His

120

Gly

Asn

Asp

Lys

Phe

200

Arg

Ala

Pro

Tyr

Lys
280

Met
Glu
25

Thr
Asp
Cys
Asn
Thr
105
val
Asp
val
Cys
185
Pro
Cys
Gly
val
Pro

265

Phe

Trp

10

His

Val

Ala

Asp

Gln

90

Ala

Ser

Lys

Leu

Arg

170

Leu

Lys

Glu

Asp

vVal
250

Cys

Thx

val

val

Pro

Arg

Met

75

Leu

Ala

Leu

Ser

Met

15%

Pro

val

val

Asp

Lys

235

Cys

Ala

Lys

Ile Gln Ala Asn Ser
290

29

Leu

Leu

Ser

Ser

60

His

Hig

Ser

Ile

140

Leu

Ile

Ser

Leu

Ala

220

Ala

Asn

Arg

Trp

Cys

Ala

Gly

45

Asp

Thx

Cys

Cys

Pro

125

Pro

Ile

Asn

Gly

Gln

205

Gly

Gly

Pro

Ile
285

ala

Asn

30

Ser

Asp

Gln

Gly

Arg

110

val

His

Lys

Val

Trp

190

Cys

Pro

Arg

Ser

Asn

270

Gln

Leu

15

Asn

Asn

Ser

Pro

Ala

95

Lys

Pro

Leu

Ser

175

Gly

Leu

Arg

Asp

Leu

255

Axg

Glu

Ile

Asp

G1ln

Ser

Txp

80

val

Lys

Glu

Gly

Asn

160

Ser

Thr

Asn

Gln

Ser

240

Gln

Pro

Thr
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<400> 37

Met

Leu

Asn

val

Trp
65

Leu

Val

Leu

Asn
145

Pro

Cys

Gly

Pro

Ala
225

Lys

<210> 38

<211> 257

<212> PRT

<213> Homo sapiens

Ala

Gly

Gly

Met

50

val

Gly

Glu

Ala

Thr

130

Ser

Thr

Ser

Gly

Leu

210

Pro

Phe

Thr

val

Glu

35

Glu

Leu

Leu

Ala

Asn

115

Ile

Cys

val

Lys

Gly

195

Ile

Cys

Thr

Ala

Ala

20

Asp

Asn

Ser

His

Serx

100

Asp

Arg

Leu

Leu

Leu

180

His

Cys

Gly

Glu

Gly

Gly

Glu

Ala

Ser

85

Leu

Leu

Ser

val

Gln
165

Tyr

Asp

Asn

Gln

Trp
245
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Asn

Ser

Ser

Leu

Ala

70

Leu

Ser

Met

Ile

Ser

150

Cys

Asp

Gln

Prxo

Leu

Pro

Phe

55

His

Glu

Val

Leu

Ser

135

Gly

Val

Pro

Lys

Gly Tyx

val
230

Ile

Gly

Glu

Trp

val

His

40

Cys

Cys

Ala

Arg

Ile

120

Ile

Txp

Asn

Leu

Asp

200

Leu

val

Lys

Gly

Ser

25

Ser

Ser

Phe

Asp

His

105

Lys

Ala

Gly

val

Tyr

185

Ser

Gln

Pro

Thr

30

Trp

10

Gly

Gln

Gly

Gln

Gln

90

Pro

Leu

Ser

Leu

Ser

170

His

Cys

Gly

Gly

val
250

Phe

Ser

Pro

val

Asn

75

Glu

Glu

Asp

Gln

Leu

155

val

Pro

Asn

Leu

val
235

Gln

Leu

Cys

Txp

Leu

60

Ser

Pro

Glu

Cys

140

Ala

Val

Ser

Gly

Val
220

Ala

Gly

Ser

Gln

45

val

Gly

Asn

Ser

125

Pro

Asn

Ser

Met

Asp

205

Ser

Thr

Ser

Gln

30

Ala

His

Thr

Ser

Axg

110

val

Thr

Gly

Glu

Phe

190

Ser

Phe

Asn

Leu

15

Ile

Ala

Pro

Ile

Gln

95

Pro

Ser

Ala

Arg

Glu

175

Cys

Gly

Gly

Leu

Ile

Ile

Leu

Gln

Gly

80

Met

Leu

Ser

Gly

Met

160

val

Ala

Gly

Lys
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<400> 38

Met

Ala

Gly

Ser

val

65

Tyr

Thr

Leu

Pro
145

Pro

Leu

Serxr

Trp
225

Gln

Arg

<210> 39
<211>24
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ala

Leu

Ala

Gly

50

Asn

Thr

Ile

RHis

Ser

130

Gly

val

Gln

Cys

Gly

210

Gly

val

Arg

Glu

Pro

35

Asn

Glu

val

Lys

val

115

Ser

Thr

Thr

Ser

Thr
20

Cys

Gln

Arg

KHis

Ala

100

Asn

Met

Thr

pPhe

Asp Cys

Ala
195

Gly

Thr

Cys

Gly

Pro

Phe

Lys

Leu

Ala

Ala

Leu

Trp

Leu

85

Sexr

Asp

Val

Cys

Pro

165

Thr

Ile

Leu

Pro

Phe
245
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Leu

Gly

Arg

His

val

70

Gly

Lys

Leu

Lys

Thr

150

Asp

Lys

Pro

val

Cys

Thrx

Leu

Glu

Gly

Cys

55

Leu

Ser

Ser

Met

Lys

135

val

Leu

Val

Cys
215

Gly

Lys

Pro

Glu

Ser

40

His

Thr

Asp

Phe

Leu

120

Val

Ser

Met

Tyr

Ser

200

Arg

Gln

Trp

Leu

Ala

25

His

Ser

Ala

Thr

Axg

105

val

Arg

Gly

Cys

Lys

185

Lys

Gly

Pro

Ile

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana

<400> 39

cacaacgagc ctgggaccgc tggg

31

Gln
10
Gln

Pro

Ala

Leu

30

His

Lys

Leu

Txp

val

170

Asp

Lys

Thr

Asn

Asn
250

Ile

Gly

Trp

Cys

His

15

Gly

Pro

Leu

Pro

Gly

155

Asp

Leu

Asn

Leu

Asp
238

Leu

Asp

Gln

Glu

60

Cys

Asp

Gly

Asn

Ser

140

Thr

val

Leu

ala

Gln

220

Pro

Thr

Leu

Lys

Val

45

Gly

Lys

Ser

125

Axg

Thr

Lys

Glu

Cys

205

Gly

Gly

Met

Leu

Ile

30

ala

Gly

Met

Axg

Ser

110

Gln

Cys

Thr

Leu

Asn

190

Asn

Leu

val

Lys

Ser

15

Ile

Leu

val

Asn

Ala

95

Thr

Ala

Glu

Ser

Ile

175

Sexr

Gly

Val

Tyr

Lys
255

Leu

Asp

Leu

Leu

Glu

80

Gln

Gln

Arg

Pro

Pro

160

Ser

Met

Asp

Ser

Thr
240

His

24
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<210> 40

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 40

attaaa

<210> 41

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 41

atccctccat tcecatcttt

<210> 42

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 42

cacatacaat tctctggttc

<210> 43

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 43

agtgacactg tctcagaatt

<210> 44

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 44

ccccaatctc acgagtgeac
<210> 45
<211>20

32
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 45

gtcggctetg gagacatttc

<210> 46

<211> 19

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 46

aactggggag gcttgagtc

<210> 47

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 47

cteettectg ctggeateca

<210> 48

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 48

atcacacggg tggtcatgtg

<210> 49

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana
<400> 49

caagtggctc tctacgageg

<210> 50
<211>20
<212> ADN

33
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<213> Secuencia artificial
<220>

ES 2 266 245 T3

<223> segmentos/péptidos procedentes de secuencia humana

<400> 50

gacaccaggc ttggtggtgt

34

20
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