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DESCRIPCION
Polipéptidos antigénicos asociados a la esclerosis en placas y utilizaciones.

La esclerosis en placas (SEP) es una enfermedad desmielinizante del sistema nervioso central (SNC) cuya causa
completa permanece todavia desconocida.

Numerosos estudios han apoyado la hipétesis sobre una etiologia virica de la enfermedad, pero ninguno de los virus
conocidos estudiados se ha revelado como el agente causal buscado: se ha realizado un informe de los virus
buscados desde hace afos en la SEP por E. Norrby (1) y R. T Jonson (2).

Recientemente, un retrovirus, diferente de los retrovirus humanos conocidos, ha sido aislado en pacientes afectados
por la SEP (3, 4 y 5). Los autores han podido asi demostrar que este retrovirus podia transmitirse in vitro, que
pacientes afectados por la SEP producian anticuerpos susceptibles de reconocer proteinas asociadas a la infeccion
de las células leptomeningeas por este retrovirus, y que la expresion de éste podia estar considerablemente
estimulada por los genes inmediatos-precoces de ciertos herpesvirus (6).

Todos estos resultados apuntan hacia la implicacién de al menos un retrovirus desconocido en la SEP o de un virus
que tiene una actividad transcriptasa inversa detectable segin el método publicado por H. Perron (3) y calificada de
actividad "RT de tipo LM7".

Recientemente, los estudios del solicitante han permitido la obtencién de dos lineas continuas de células infectadas
por aislados naturales que proceden de pacientes diferentes afectados por la SEP, mediante un procedimiento de
cultivo tal como se describe en el documento WO-A-93 20188. Estas dos lineas derivadas de células de plexos
coroideos humanos, denominadas LM7PC y PLI-2 han sido depositadas respectivamente en la E.C.A.C.C el 22 de
julio de 1992 y el 8 de enero de 1993, con los nimeros 92 072201 y 93 010817, segun las disposiciones del Tratado
de Budapest. Por otra parte, los aislados viricos que poseen una actividad RT de tipo LM7 han sido también
depositados en la E.C.A.C.C. con la denominacién global de "cepas”. La "cepa" o aislado alojado por la linea PLI-2,
denominada POL-2, ha sido depositada en la E.C.A.C.C el 22 de julio de 1992 con el n°® V92072202. La "cepa" o
aislado alojado por la linea LM7PC, denominada MS7PG, ha sido depositada en la E.C.A.C.C. el 8 de enero de 1993
con el n° V93010816.

A partir de los cultivos y de los aislados citados anteriormente, caracterizados por criterios bioldgicos y morfolégicos,
se ha involucrado en la caracterizacion del material nucleico asociado a las particulas virales producidas en estos
cultivos.

Las porciones de genoma ya caracterizadas han sido utilizadas para elaborar ensayos de deteccion molecular del
genoma virico, y ensayos inmunoseroldgicos, utilizando las secuencias de aminoacidos codificadas por las
secuencias de nucleétidos del genoma virico, para detectar la respuesta inmunitaria dirigida contra epitopos
asociados a la infeccién y/o a la expresién virica.

Estas herramientas han permitido confirmar ya una asociacion entre la SEP y la expresidon de las secuencias
identificadas en las patentes citadas a continuacién. Sin embargo, el sistema virico descubierto por el solicitante, es
similar a un sistema retrovirico complejo. En efecto, las secuencias encontradas encapsidadas en las particulas
viricas extracelulares producidas por los diferentes cultivos de células de pacientes afectados por la SEP, muestran
claramente que existe una co-encapsidacion de genomas retroviricos similares, pero diferentes del genoma
retrovirico "salvaje" que produce las particulas viricas infecciosos. Este fendmeno se ha observado entre retrovirus
replicativos y retrovirus enddégenos que pertenecen a la misma familia, incluso heterélogos. La nocién de retrovirus
enddgeno es muy importante en el contexto del descubrimiento del solicitante porque, en el caso de MSRV-1, se ha
observado que existen en el ADN humano normal unas secuencias retroviricas enddgenas que contienen
secuencias homologas al genoma MSRV-1. La existencia de elementos retroviricos endégenos (ERV) similares a
MSRV-1 en parte o en la totalidad de su genoma, explica el hecho de que la expresion del retrovirus MSRV-1 en las
células humanas pueda interactuar con secuencias enddgenas cercanas. Estas interacciones se vuelven a encontrar
en el caso de retrovirus endogenos patdgenos y/o infecciosos (por ejemplo algunas cepas ecotrépicas del virus de la
leucemia murina), en el caso de retrovirus exdgenos cuya secuencia nucleotidica puede encontrarse parcialmente o
en su totalidad, en la forma de ERV, en el genoma del animal hospedante (por ejemplo virus exdégeno del tumor
mamario del ratén transmitido por la leche). Estas interacciones consisten principalmente en (i) una transactivaciéon o
co-activacion de ERV por el retrovirus replicativo, (ii) una encapsidacion "ilegitima" de ARN similares de ERV, o
ERVS (incluso de ARN celulares) que posean simplemente secuencias de encapsidacion compatibles, en las
particulas retroviricas producidas por la expresion de la cepa replicativa, a veces transmisibles y a veces con una
patogenicidad propia, y (iii) recombinaciones mas o menos importantes entre los genomas co-encapsidados, en
particular en las fases de transcripcion inversa, que llevan a la formacion de genomas hibridos, a veces
transmisibles y a veces con una patogenicidad propia.

De esta manera, (i) se han encontrado diferentes secuencias relacionadas con MSRV-1 en las particulas viricas
purificadas; (ii) el andlisis molecular de diferentes regiones del genoma retrovirico MSRV-1 se debe realizar
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analizando sistematicamente las secuencias co-encapsidadas, interferentes y/o recombinadas generadas por la
infeccion y/o la expresion de MSRV-1, ademas, ciertos clones pueden tener partes de secuencias defectivas
producidas por la replicacion retrovirica y los errores de matriz y/o de transcripcion de la transcriptasa inversa; (iii) las
familias de secuencias relacionadas con una misma regién geonémica retrovirica son los soportes de una deteccion
diagnostica global que se puede optimizar mediante la identificacién de regiones invariables entre los clones
expresados y mediante la identificacién de tramas de lecturas responsables de la producciéon de polipéptidos
antigénicos y/o patégenos que se pueden producir Unicamente mediante una parte, incluso por uno solo, de los
clones expresados y, en estas condiciones, el analisis sistematico de los clones expresados en una region de un
genoma dado permite evaluar la frecuencia de variacion y/o de recombinacién del genoma MSRV-1 en esta region y
definir las secuencias éptimas para las aplicaciones, en particular diagnésticas; (iv) la patologia provocada por un
retrovirus como el MSRV-1 puede ser un efecto directo de su expresion y de las proteinas o de los péptidos
producidos por este hecho, pero también un efecto de la activacién, de la encapsidacién, de la recombinacién de los
genomas relacionados o heterdlogos, y de las proteinas o de los péptidos producidos por estos hechos; de esta
manera estos genomas asociados a la expresion y/o la infeccion por MSRV-1 son una parte integrante de la
patogenicidad potencial de este virus y, por lo tanto, constituyen soportes de deteccién diagnéstica y dianas
terapéuticas concretas. De la misma manera, cualquier agente que esté asociado a un cofactor o sea un cofactor de
estas interacciones responsables de la patogenia en cuestion, tal como MSRV-2 o el factor gliotdxico descritos en la
solicitud de patente publicada con el n°® FR-2 716 198, puede participar en la elaboraciéon de una estrategia global y
muy eficaz de diagnostico, de pronodstico, de seguimiento terapéutico y/o de terapéutica integrada de la SEP en
particular, pero también de cualquier otra enfermedad asociada a los mismos agentes.

En este contexto, se ha descubierto paralelamente en otra enfermedad autoinmune, la poliartritis reumatoide (PR),
que se describid en la solicitud de patente francesa depositada con el n° 95 02960. Este descubrimiento demuestra
que, aplicando enfoques metodolégicos similares a los que fueron utilizados en los estudios del solicitante sobre la
SEP, se ha podido identificar un retrovirus expresado en la PR que comparte las secuencias descritas para MSRV-1
en la SEP, y también la coexistencia de una secuencia asociada a MSRV-2 también descrita en la SEP. En lo que se
refiere a MSRV-1, las secuencias detectadas de manera comun a la SEP y la PR, se refieren a los genes pol y gag.
En el estado actual de los conocimientos, se pueden asociar las secuencias gag y pol descritas a las cepas MSRV-1
expresadas en estas dos enfermedades.

La presente solicitud de patente tiene por objeto diferentes resultados, que se suman a los que ya estan protegidos
por las solicitudes de patente francesas:

- n°92 04322 del 03.04.1992, publicada con el n° 2 689 519;
- n°92 13447 del 03.11.1992, publicada con el n° 2 689 521;
- n°92 13443 del 03.11.1992, publicada con el n° 2 689 520;
- n°94 01529 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 936;
- n°94 01531 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 939;
- n°94 01530 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 936;
- n°94 01532 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 937,
- n°94 14322 del 24.11.1994, publicada con el n°® 2 727 428; y
- n°94 15810 del 23.12.1994, publicada con el n° 2 728 585;

La presente invencion es una solicitud divisionaria de la solicitud EP 96420265.9 (EP 789 077) en la que el
solicitante ha determinado un material virico, en estado aislado o purificado, que puede ser aprehendido o estar
caracterizado de diferentes maneras:

- su genoma comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de entre el grupo constituido por las secuencias
SEC ID n° 46, SEC ID n° 51, SEC ID n° 52, SEC ID n° 53, SEC ID n° 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 59, SEC ID n°
60, SEC ID n° 61, SEC ID n° 89, presentando sus secuencias complementarias, y sus secuencias equivalentes,
en particular las secuencias nucleotidicas, para cualquier serie de 100 monémeros contiguos, por lo menos 50%
y preferentemente por lo menos 70% de homologia con respectivamente dichas secuencias SEC ID n° 46, SEC
ID n° 51, SEC ID n° 52, SEC ID n° 53, SEC ID n° 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 59, SEC ID n° 60, SEC ID n° 61,
SEC ID n® 89, y sus secuencias complementarias;

- la region de su genoma que comprende los genes env, pol y una parte de gen gag, excepto la sub-regiéon que
tiene una secuencia idéntica o equivalente a la SEC ID n° 1, codifica para cualquier polipéptido que presenta,
para cualquier serie contigua de por lo menos 30 aminoacidos, por lo menos 50%, y preferentemente por lo
menos 70% de homologia con una secuencia peptidica codificada por cualquier secuencia nucleotidica
seleccionada de entre el grupo constituido por SEC ID n° 46, SEC ID n° 51, SEC ID n° 52, SEC ID n° 53, SEC ID
n°® 56, SEC ID n° 58, SEC ID n° 59, SEC ID n° 60, SEC ID n° 61, SEC ID n° 89, y sus secuencias
complementarias;

- el gen pol comprende una secuencia nucleotidica idéntica o equivalente, parcial o totalmente, a la SEC ID n° 57,
excepto la SEC ID n° 1;
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- el gen gag comprende una secuencia nucleotidica idéntica o equivalente, parcial o totalmente, a la SEC ID n° 88.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el material virico tal como se ha definido anteriormente esta asociado a
la SEP. Y tal como se ha definido haciendo referencia al gen pol o gag de MSRV-1, y mas particularmente a las
secuencias SEC ID n° 51, 56, 57, 59, 60, 61, 88 y 89, este material esta asociado a la PR.

El solicitante ha definido asimismo diferentes fragmentos nucleotidicos, que comprenden cada uno, una secuencia
nucleotidica seleccionada de entre el grupo constituido por:

(a) todas las secuencias genémicas, parciales y totales, del gen pol del virus MSRV-1, excepto la secuencia total del
fragmento nucleotidico definido por SEC ID n° 1;

(b) todas las secuencias gendmicas, parciales y totales, del gen env de MSRV-1;
(c) todas las secuencias gendmicas parciales del gen gag de MSRV-1;

(d) todas las secuencias genémias que solapan el gen pol y el gen env del virus MSRV-1, y que solapan el gen pol y
el gen gag;

(e) todas las secuencias, parciales y totales, de un clon seleccionado de entre el grupo constituido por los clones
FBd3 (SEC ID n® 46), t pol (SEC ID n°® 51), JLBc1 (SEC ID n° 52), JLBc2 (SEC ID n° 53), GM3 (SEC ID n° 56),

FBd13 (SEC ID n° 58), LB19 (SEC ID n° 59), LTRGAG12 (SEC ID n° 60), FP6 (SEC ID n° 61), G+E+A (SEC ID
n°® 89), excepto cualquier secuencia nucleotidica idéntica a, o comprendida en, la secuencia definida por SEC ID

n°1;

(f) las secuencias complementarias a dichas secuencias genémicas;

(g9) las secuencias equivalentes a dichas secuencias (a) a (e), en particular las secuencias nucleotidicas que
presentan, para cada serie de 100 monémeros contiguos, por lo menos 50% y preferentemente por lo menos
70% de homologia con dichas secuencias (a) a (d),

con la condicién de que este fragmento nucleotidico no comprenda o no consista en la secuencia ERV-9 tal como se
describe en LA MANTIA et al (18).

Mediante secuencias gendmicas, parciales o totales, se incluyen todas las secuencias asociadas mediante
coencapsidacion o mediante coexpresion, o recombinadas.

Preferentemente, dicho fragmento comprende:

- 0 una secuencia nucleotidica idéntica a una secuencia genémica parcial o total del gen pol del virus MSRV-1,
excepto a la secuencia total del fragmento nucleotidico definido por SEC ID n° 1, o idéntica a cualquier secuencia
equivalente a dicha secuencia gendmica parcial o total, en particular homdloga a esta ultima;

- 0 una secuencia nucleotidica idéntica a una secuencia genémica parcial o total del gen env del virus MSRV-1, o
idéntica a cualquier secuencia complementaria de dicha secuencia nucleotidica, o idéntica a cualquier secuencia
equivalente a dicha secuencia nucleotidica, en particular homologa a esta ultima.

Segun el documento H. Perron ef al,, Research in Virology, vol. 143 N°5 (1992) p337-350, los autores han analizado
el perfil antigénico del retrovirus LM7 aislado de células leptomeningeas de un paciente afectado de SEP. Mediante
técnicas de transferencia Western y de inmunoprecipitacion, han puesto en evidencia la existencia de antigenos

viricos que han caracterizado por su peso molecular.

Se describen diferentes péptidos codificados por cualquier marco abierto de lectura cuya secuencia nucleotidica
pertenece al gen pol del virus MSRV-1 tal como el definido anteriormente, y en particular cualquier polipéptido
antigénico reconocido por sueros de pacientes infectados por el virus MSRV-1, y/o en los cuales se ha reactivado el
virus MSRV-1.

A titulo de ejemplo, dicho polipéptido esta codificado por cualquier marco abierto de lectura cuya secuencia
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nucleotidica pertenece a la SEC ID n° 1, SEC ID n°® 89 o a su secuencia complementaria. Asi, esta codificado
ventajosamente por el marco abierto de lectura que empieza en el sentido 5’-3’, en el nucleétido 181, y que termina
en el nucleotido 330 de la SEC ID n° 1 o el marco abierto de lectura que empieza en el sentido 5'-3', en el nucledtido
529, y que termina en el nucleétido 606 de la SEC ID n° 1 o también el marco abierto de lectura que empieza en el
sentido 5'-3', en el nucledtido 1118, y que termina en el nucledtido 1267 de SEC ID n° 89, o también el marco abierto
de lectura que empieza en el sentido 5'-3', en el nucledtido 1464, y que termina en el nucleétido 1541 de SEC ID n°
89.

La presente invencion tiene por objeto un polipéptido antigénico, reconocido por los sueros de pacientes infectados
por el virus MSRV-1, y/o en los que se ha reactivado el virus MSRV-1, cuya secuencia peptidica consiste en una
secuencia seleccionada de entre SEC ID n° 39, SEC ID n° 41 a SEC ID n° 44, SEC ID n° 63.

Un polipéptido preferido asimismo posee una secuencia peptidica que consiste en una secuencia seleccionada de
entre SEC ID n° 39 y SEC ID n° 63.

La invencion se refiere asimismo a una secuencia nucleotidica que codifica para un polipéptido tal como el definido
anteriormente, seleccionada de entre SEC ID n° 40, SEC ID n° 62, sus fragmentos y sus secuencias

complementarias de éstos.

La presente invencién propone asimismo anticuerpos mono- o policlonales, dirigidos contra el virus MSRV-1,
obtenidos mediante reaccion inmunolégica de un organismo humano o animal, con un agente inmundgeno
constituido por un polipéptido antigénico tal como el definido anteriormente.

La invencion se refiere asimismo:

- alos agentes reactivos de deteccién del virus MSRV-1, o de una exposicidon a este uUltimo, que comprenden a
titulo de sustancia reactiva, un polipéptido, en particular antigénico, tal como se ha definido anteriormente, o un
anticuerpo de dicho polipéptido;

- a cualquier composicion diagnostica, profilactica o terapéutica, que comprende uno o varios polipéptidos, tales
como se han definido anteriormente, o0 uno o varios anticuerpos de los polipéptidos considerados anteriormente;
preferentemente, dicha composicidon es, a titulo de ejemplo, una composicién inmunoterapéutica activa, en
particular una composicion vacunal.

La invencion se refiere asimismo a cualquier composiciéon diagnoéstica, profilactica o terapéutica, en particular para
inhibir la expresion de al menos un agente patdgeno y/o infeccioso asociado a la SEP, que comprende una
secuencia nucleotidica tal como la definida anteriormente. De la misma manera, se refiere a cualquier composicion
diagnéstica, profilactica o terapéutica, en particular para inhibir la expresiéon de al menos un agente patégeno y/o
infeccioso asociado a la PR, que comprende un fragmento nucleotidico tal como se ha definido anteriormente con
respecto a los genes pol, y en particular con respecto a las secuencias SEC ID n° 40, 62 y 89.

Estos mismos fragmentos, o polinucledtidos, en particular oligonucleétidos, pueden entrar en cualquier composicion
apropiada, para detectar, segun cualquier procedimiento o método conveniente, un agente patolégico y/o infeccioso,
asociado respectivamente a la SEP y a la PR, en una muestra bioldgica. En dicho procedimiento, se pone en
contacto un ARN y/o un ADN que pertenecen o proceden supuestamente de dicho agente patoldgico y/o infeccioso,
y/o su ARN y/o ADN complementario, con dicha composicion.

La presente invencion se refiere asimismo a cualquier procedimiento para detectar la presencia de dicho agente o la
exposicion a dicho agente patoldgico y/o infeccioso, en una muestra bioldgica, poniendo en contacto esta muestra
con un polipéptido, tal como se ha definido anteriormente, o anticuerpo de este polipéptido, tal como se ha definido
anteriormente.

En la practica, y por ejemplo, un dispositivo de deteccién del virus MSRV-1 comprende un agente reactivo tal como
se ha definido anteriormente, soportado por un soporte soélido, inmunolégicamente compatible con el agente
reactivo, y un medio de puesta en contacto de la muestra bioldgica, por ejemplo una muestra de sangre o de liquido
cefalorraquideo, susceptible de contener anticuerpos anti-MSRV-1, con este agente reactivo, en condiciones que
permiten una eventual reaccién inmunoldgica, con medios de deteccion del complejo inmune formado con este
agente reactivo.

La invencién se refiere asimismo a la deteccion de anticuerpos anti-MSRV-1, en una muestra bioldgica, por ejemplo
una muestra de sangre o de liquido cefalorraquideo, segun la cual se pone en contacto esta muestra con un agente
reactivo tal como se ha definido anteriormente, que consiste en un anticuerpo, en condiciones que permiten su
eventual reaccion inmunoldgica y, después, se detecta la presencia del complejo inmune asi formado con el agente
reactivo.
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Antes de describir con mayor detalle la invencion, se definiran a continuacion diferentes términos utilizados en la
descripcién y en las reivindicaciones.

- por cepa o aislado, se entiende cualquier fraccion biolégica infecciosa y/o patégena, que contiene por ejemplo
virus y/o bacterias y/o parasitos, que genera un poder patégeno y/o antigénico, acogida por un cultivo o un
hospedante vivo; a titulo de ejemplo, una cepa virica segun la definicion anterior puede contener un agente
coinfeccioso, por ejemplo un protista patégeno,

- el término "MSRV" utilizado en la presente descripcion se refiere a cualquier agente patdgeno y/o infeccioso,
asociado a la SEP, en particular una especie virica, las cepas atenuadas de dicha especie virica, o las particulas
defectivas interferentes o que contienen genomas coencapsidados o también genomas recombinados con una
parte del genoma MSRV-1, derivadas de esta especie. Se sabe que los virus y particularmente los virus que
contienen ARN tienen una variabilidad consecutiva en particular a indices relativamente elevados de mutacion
espontanea (7), la cual se tendra en cuenta mas adelante para definir la nocidon de equivalencia,

- mediante la expresién "virus humano", se entiende un virus susceptible de infectar o de ser acogido por el ser
humano,

- teniendo en cuenta todas las variaciones y/o las recombinaciones naturales o inducidas, que se pueden
encontrar en la practica de la presente invencion, los objetos de esta ultima, definidos anteriormente y en las
reivindicaciones, se han expresado comprendiendo los equivalentes o derivados de los diferentes materiales
bioldgicos definidos a continuacion, en particular de las secuencias homélogas nucleotidicas o peptidicas,

- la variante de un virus o de un agente patdgeno y/o infeccioso, segun la invencion, comprende al menos un
antigeno reconocido por al menos un anticuerpo dirigido contra al menos un antigeno correspondiente de dicho
virus y/o de dicho agente patdgeno y/o infeccioso, y/o un genoma del que se detecta cualquier parte mediante al
menos una sonda de hibridacion, y/o al menos un cebador de amplificacion nucleotidico especifico de dicho virus
y/o agente patdgeno y/o infeccioso, como por ejemplo para el virus denominado MSRV-1, las que tienen una
secuencia nucleotidica seleccionada de entre SEC ID n® 20 a SEC ID n® 24, SEC ID n° 26, SEC ID n° 16 a SEC
IDn° 19, SEC ID n° 31 a SEC ID n° 33, SEC ID n° 45, SEC ID n°® 47, SEC ID n°® 48, SEC ID n° 49, SEC ID n° 50,
SEC ID n° 45 y sus secuencias complementarias, en condiciones de hibridacién determinadas bien conocidas
por el experto en la materia,

- segun la invencion, un fragmento nucleotidico o un oligonucleétido o un polinucleétido es una cadena de
monomeros, o un biopolimero, caracterizado por la secuencia informacional de los acidos nucleicos naturales,
susceptible de hibridarse a cualquier otro fragmento nucleotidico en condiciones predeterminadas, pudiendo la
cadena contener monémeros de estructuras quimicas diferentes y ser obtenida a partir de una molécula de acido
nucleico natural y/o mediante recombinacién genética y/o mediante sintesis quimica; un fragmento nucleotidico
puede ser idéntico a un fragmento gendmico del virus MSRV-1 considerado por la presente invencion, en
particular un gen de este ultimo, por ejemplo pol o env en el caso de dicho virus;

- asimismo un monémero puede ser un nucléotido natural de acido nucleico, cuyos elementos constitutivos son un
azucar, un grupo fosfato y una base nitrogenada; en el ARN el azucar es la ribosa, en el ADN el azucar es la
desoxi-2-ribosa; segun se trate del ADN o del ARN, la base nitrogenada se selecciona de entre la adenina, la
guanina, el uracilo, la citosina, la timina; o el nucleétido se puede modificar por lo menos en uno de los tres
elementos constitutivos; a titulo de ejemplo, la modificacion puede intervenir al nivel de las bases, generando
bases modificadas tales como la inosina, la metil-5-desoxicitidina, la desoxiuridina, la dimetilamino-5-
desoxiuridina, la diamino-2,6-purina, la bromo-5-desoxiuridina y cualquier otra base modificada que favorece la
hibridacion; al nivel del azucar, la modificacién puede consistir en la sustitucién de al menos una desoxirribosa
por una poliamida (8), y al nivel del grupo fosfato, la modificacion puede consistir en su sustitucion por ésteres,
especificamente seleccionados de entre los ésteres de difosfato, de alquilo y arilfosfonato y de fosforotioato,

- mediante la expresion "secuencia informacional”, se entiende cualquier serie ordenada de mondmeros, cuya
naturaleza quimica y cuyo orden en un sentido de referencia, constituyen o no una informacién funcional de la
misma calidad que la de los acidos nucleicos naturales,

- por hibridacién, se entiende el proceso durante el cual, en condiciones operativas apropiadas, dos fragmentos
nucleotidicos, que tienen secuencias suficientemente complementarias, se emparentan para formar una
estructura compleja, en particular doble o triple, preferentemente en forma de hélice,

- una sonda contiene un fragmento nucleotidico sintetizado por via quimica u obtenido por digestion o corte
enzimatico de un fragmento nucleotidico mas largo, que comprende al menos seis monémeros, ventajosamente
entre 10 y 100 monémeros, preferentemente entre 10 y 30 mondmeros, y que posee una especificidad de
hibridaciéon en condiciones determinadas; preferentemente, una sonda que posee menos de 10 monémeros no
se utiliza sola, pero si en presencia de otras sondas de tamafio tan corto o no; en ciertas condiciones
particulares, puede resultar Gtil utilizar sondas de tamafo superior a 100 mondémeros; en particular, se puede
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usar una sonda con fines de diagndstico, y se tratara por ejemplo de sondas de captura y/o de deteccion,

la sonda de captura se puede inmovilizar sobre un soporte sélido mediante cualquier medio apropiado, es decir
directa o indirectamente, por ejemplo por covalencia o absorcién pasiva,

la sonda de deteccién se puede marcar mediante un marcador seleccionado en particular de entre los is6topos
radioactivos, enzimas seleccionadas en particular de entre la peroxidasa y la fosfatasa alcalina, y los
susceptibles de hidrolizar un sustrato cromégeno, fluorigeno o luminiscente, compuestos quimicos croméforos,
compuestos cromogenos, fluorigenos o luminiscentes, analogos de bases nucleotidicas, y la biotina,

en el marco de la presente invencion, las sondas utilizadas con fines de diagnéstico se pueden implementar en
cualquier técnica de hibridaciéon conocida, y en particular las técnicas denominadas "TRANSFERENCIA DE
DOT" (9), "TRANSFERENCIA SOUTHERN" (10), "TRANSFERENCIA NORTHERN" que es una técnica idéntica
a la técnica de "TRANSFERENCIA SOUTHERN" pero que usa ARN como diana, la técnica "SANDWICH" (11);
ventajosamente, en el marco de la presente invencién se usa la técnica de "SANDWICH", que comprende una
sonda de captura especifica y/o una sonda de deteccion especifica, entendiéndose que la sonda de captura y la
sonda de deteccién deben presentar una secuencia nucleotidica al menos parcialmente diferente,

en el marco de la presente invencion, cualquier sonda puede hibridarse in vivo o in vitro sobre el ARN y/o el
ADN, para bloquear los fenédmenos de replicacion, en particular de traduccion y/o de transcripcion, y/o para
degradar dicho ADN y/o ARN,

un cebador es una sonda que comprende al menos seis monémeros, y ventajosamente de 10 a 30 mondmeros,
que poseen una especificidad de hibridaciébn en condiciones determinadas, para la iniciacion de una
polimerizacion enzimatica, por ejemplo en una técnica de amplificacion tal como PCR (Polymerase Chain
Reaction), en un procedimiento de elongacion, tal como la secuenciacion, en un método de transcripcion inversa
0 analogo,

dos secuencias nucleotidicas o peptidicas se denominan equivalentes o derivadas una con relacion a la otra, o
con relaciéon a una secuencia de referencia, si de manera funcional los biopolimeros correspondientes pueden
desempefiar sustancialmente la misma funcion, sin ser idénticas, en relacion con la aplicacion o la utilizacion
considerada, o en la técnica en la que intervienen; son en particular equivalentes dos secuencias obtenidas por
el hecho de la variabilidad natural, en particular mutacién espontanea de la especie a partir de la cual se
identifican, o inducida, asi como dos secuencias homélogas, definiéndose la homologia a continuacion,

por "variabilidad", se entiende cualquier modificacion, espontanea o inducida de una secuencia, en particular por
sustitucion, y/o insercion, y/o supresion de nucleétidos y/o de fragmentos nucleotidicos, y/o extension y/o
acortamiento de la secuencia en por lo menos uno de los extremos; una variabilidad no natural puede resultar de
las técnicas de ingenieria genética utilizadas, por ejemplo de la eleccion de los cebadores de sintesis
degenerados o no, considerados para amplificar un acido nucleico; esta variabilidad se puede traducir por
modificaciones de cualquier secuencia de partida, considerada como referencia, y pudiendo ser expresadas por
un grado de homologia en relacién con dicha secuencia de referencia,

la homologia caracteriza el grado de identidad de dos fragmentos nucleotidicos o peptidicos comparados; se
mide por el porcentaje de identidad que es especificamente determinado por comparacion directa de secuencias
nucleotidicas o peptidicas, en relacién con secuencias nucleotidicas o peptidicas de referencia,

este porcentaje de identidad se ha determinado especificamente para los fragmentos nucleotidicos, en particular
clones mencionados anteriormente, homologos a los fragmentos identificados para el virus MSRV-1 por las SEC
IDn°1an®9, SEC ID n° 46, SEC ID n° 51 a SEC ID n° 53, SEC ID n°® 40, SEC ID n° 56 y SEC ID n° 57, asi
como para las sondas y cebadores homologos a las sondas y cebadores identificados por las SEC ID n° 20 a
SEC ID n° 24, SEC ID n° 26, SEC ID n° 16 a SEC ID n° 19, SEC ID n° 31 a SEC ID n° 33, SEC ID n° 45, SEC ID
n° 47, SEC ID n° 48, SEC ID n° 49, SEC ID n° 50, SEC ID n° 55, SEC ID n° 40, SEC ID n° 56 y SEC ID n° 57; a
titulo de ejemplo, el porcentaje mas bajo de identidad observado entre los diferentes consensos generales de
acidos nucleicos obtenidos a partir de fragmentos de ARN virico de MSRV-1, procedente de las lineas LM7PC y
PLI-2 segun un protocolo detallado mas adelante, es de 67% en la region descrita en la figura 1,

cualquier fragmento nucleotidico se denomina equivalente o derivado de un fragmento de referencia, si presenta
una secuencia nucleotidica equivalente a la secuencia del fragmento de referencia; segun la definicién anterior,
son en particular equivalentes a un fragmento de nucleétidos de referencia:

(a) cualquier fragmento susceptible de hibridarse al menos parcialmente con el complemento del fragmento de
referencia,

(b) cualquier fragmento cuya alineacion con el fragmento de referencia conduce a poner en evidencia bases
contiguas idénticas, en numero mas importante que con cualquier otro fragmento que procede de otro grupo
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taxonémico,

(c) cualquier fragmento que resulta o que puede resultar de la variabilidad natural de la especie, a partir de la
cual se obtiene,

(d) cualquier fragmento que puede resultar de técnicas de ingenieria genética aplicadas al fragmento de
referencia,

(e) cualquier fragmento, que contiene al menos ocho nucléotidos contiguos, que codifica para un péptido
homadlogo o idéntico al péptido codificado por el fragmento de referencia,

(f) cualquier fragmento diferente del fragmento de referencia, por insercion, supresion, sustitucion de al menos
un monomero, extensidn, o acortamiento de al menos uno de sus extremos; por ejemplo, cualquier fragmento
que corresponde al fragmento de referencia, flanqueado en al menos uno de sus extremos por una secuencia
nucleotidica que no codifica para un polipéptido,

mediante el término "polipéptido”, se entiende en particular cualquier péptido de al menos dos aminoacidos, en
particular oligopéptido, proteina, extracto, separado, o sustancialmente aislado o sintetizado, por la intervencion
del ser humano, en particular los que se obtienen mediante sintesis quimica, o mediante expresion en un
organismo recombinante,

mediante la expresion "polipéptido codificado de manera parcial por un fragmento nucleotidico”, se entiende un
polipéptido que presenta al menos tres aminoacidos codificados por al menos nueve mondémeros contiguos
comprendidos en dicho fragmento nucleotidico,

un aminoacido se denomina analogo a otro aminoacido, cuando sus caracteristicas fisicoquimicas respectivas,
tales como la polaridad, la hidrofobicidad, y/o la alcalinidad, y/o acidez, y/o neutralidad, son sustancialmente las
mismas; de esta manera, una leucina es analoga a una isoleucina.

cualquier polipéptido se denomina equivalente o derivado de un polipéptido de referencia, si los polipéptidos
comparados tienen sustancialmente las mismas propiedades, y en particular las mismas propiedades
antigénicas, inmunoldgicas, enzimoldgicas y/o de reconocimiento molecular; es en particular equivalente a un
polipéptido de referencia:

(a) cualquier polipéptido que posee una secuencia de la que al menos un aminoacido ha sido sustituido por un
aminoacido analogo,

(b) cualquier polipéptido que tiene una secuencia peptidica equivalente, obtenida por variacion natural o inducida
de dicho polipéptido de referencia, y/o del fragmento nucleotidico que codifica para dicho polipéptido,

(c) un mimotopo de dicho polipéptido de referencia,

(d) cualquier polipéptido en cuya secuencia uno o varios aminoacidos de la serie L se sustituyen por un
aminoacido de la serie D, y viceversa,

(e) cualquier polipéptido en cuya secuencia se ha introducido una modificaciéon de las cadenas laterales de los
aminoacidos, tal como por ejemplo una acetilacion de las funciones aminas, una carboxilacién de las
funciones tiol, una esterificacion de las funciones carboxilicas,

(f) cualquier polipéptido en cuya secuencia uno o varios enlaces peptidicos han sido modificados, como por
ejemplo los enlaces carba, retro, inverso, retro-inverso, reducidos, y metilenoxi,

(9) cualquier polipéptido del que al menos un antigeno es reconocido por un anticuerpo dirigido contra un
polipéptido de referencia,

el porcentaje de identidad que caracteriza la homologia de dos fragmentos peptidicos comparados es de al
menos 50% y preferentemente de al menos 70%.

Dado que un virus que posee una actividad enzimatica de transcriptasa inversa se puede caracterizar genéticamente
tanto en forma de ARN como de ADN, se mencionara tanto el ADN como el ARN virico para caracterizar las
secuencias relativas a un virus que posee dicha actividad de transcriptasa inversa, denominado MSRV-1 segun la
presente descripcion.

Las expresiones de orden usadas en la presente descripcién y las reivindicaciones, tales como "primera secuencia
nucleotidica" no se consideran para expresar un orden particular, sino para definir mas claramente la invencion.
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Mediante la expresion "deteccion de una sustancia o de un agente", se entiende a continuacion tanto una
identificacion como una cuantificacion o una separacioén o aislamiento de dicha sustancia o de dicho agente.

La invencion se pondra mas claramente de manifiesto a partir de la lectura de la descripcién detallada siguiente, que
hace referencia a las figuras anexas, en las que:

- la figura 1 representa unos consensos generales de &cidos nucleicos de los clones MSRV-1B amplificados
mediante la técnica PCR en la region "pol" definida por Shih (12), a partir de ADN virico que procede de las
lineas LM7PC y PLI-2, e identificados con las referencias SEC ID n° 3, SECIDn°4, SECIDn°5y SECIDnNn°6, y
el consenso comun con cebadores de amplificacion que tienen la referencia SEC ID n® 7.

- la figura 2 da la definicién de una trama de lectura funcional para cada familia de tipo MSRV-1B/"PCR pol",
siendo dichas familias A a D definidas respectivamente por las secuencias nucleotidicas SEC ID n® 3, SEC ID n°
4, SEC ID n°5y SEC ID n° 6, descritas en la figura 1.

- lafigura 3 da un ejemplo de consenso de las secuencias de MSRV-2B, identificado mediante la SEC ID n° 11,

- la figura 4 es una representacion de la actividad de transcriptasa inversa (RT) en dpm (desintegracion por
minuto), en las fracciones de sacarosa extraidas en un gradiente de purificacion de los viriones producidos por
los linfocitos B en cultivo de un paciente que padece SEP,

- lafigura 5 da, en las mismas condiciones experimentales que en la figura 4, la determinacién de la actividad de
transcriptasa inversa en el cultivo de una linea de linfocitos B obtenida a partir de un control libre de SEP,

- lafigura 6 representa la secuencia nucleotidica del clon PSJ17 (SEC ID n° 9),

- lafigura 7 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 8, del clon denominado M003-P004,

- la figura 8 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 2 del clon F11-1; la parte observada entre las dos
flechas en la region del cebador corresponde a una variabilidad impuesta por la elecciéon del cebador que ha
servido a la clonacién de F11-1; en esta misma figura, se representa la traduccion en aminoécidos,

- la figura 9, que agrupa las figuras 9a y 9b, representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 1, y un tramo
funcional de lectura posible de aminoacidos de SEC ID n° 1; en esta secuencia, las secuencias de consenso del
gen pol estan subrayadas,

- las figuras 10 y 11 dan los resultados de una PCR, en forma de fotografia bajo luz ultravioleta de un gel de
azarosa impregnado de bromuro de etidio, de los productos obtenidos a partir de los cebadores identificados
mediante la SEC ID n° 16, SEC ID n° 17, SEC ID n°® 18 y SEC ID n° 19.

- la figura 12 muestra una representacion matricial de la homologia entre la SEC ID n° 1 de MSRV-1 y la de un
retrovirus endégeno denominado HSERV9; esta homologia de al menos 65% se muestra mediante un trazo
lleno, significando la ausencia de trazo una homologia inferior a 65%,

- lafigura 13 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 46 del clon FBd3,

- lafigura 14 representa la homologia de secuencia entre el clon FBd3 y el retrovirus HSERV-9;

- lafigura 15 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 51 del clon t pol,

- las figuras 16 y 17 representan respectivamente las secuencias nucleotidicas SEC ID n° 52 y SEC ID n° 53, de
los clones JLBc1 y JLBc2 respectivamente;

- lafigura 18 representa la homologia de secuencia entre el clon JLBc1 y el clon FBd3,
- lafigura 19 representa la homologia de secuencia entre el clon JLBc2 y el clon FBd3,
- lafigura 20 representa la homologia entre los clones JLBc1 y JLBc2,

- las figuras 21 y 22 representan la homologia de secuencia entre el retrovirus HSERV-9 y los clones JLBc1 y
JLBc2 respectivamente,

- lafigura 23 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 56 del clon GM3;

- lafigura 24 representa la homologia de secuencia entre el retrovirus HSERV-9 y el clon GM3,
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- la figura 25 representa la localizacion de los diferentes clones estudiados, con relacion al genoma del retrovirus
conocido ERVY9,

- lafigura 26 representa la posicion de los clones F11-1, M003-P004, MSRV-1B y PSJ17 en la region denominada
a continuacion MSRV-1 pol*,

- lafigura 27, explosionada en tres figuras sucesivas 27a, 27b, 27c, representa un cuadro de lectura posible, que
cubre la totalidad del gen pol,

- lafigura 28 representa segun la SEC ID n° 40, la secuencia nucleotidica que codifica para el fragmento peptidico
POL2B, que tiene la secuencia de aminoacidos identificada mediante la SEC ID n° 39,

- lafigura 29 representa los valores de DO (ensayos ELISA) a 492 nm obtenidos para 29 sueros de pacientes SEP
y 32 sueros de pacientes de control sanos ensayados con un anticuerpo anti-IgG,

- lafigura 30 representa los valores de DO (ensayos ELISA) a 492 nm obtenidos para 36 sueros de pacientes SEP
y 42 sueros de pacientes de control sanos ensayados con un anticuerpo anti-lgM,

- las figuras 31 a 33 representan los resultados obtenidos (intensidad relativa de los puntos) para 43 octapéptidos
solapantes que cubren la secuencia de aminoacidos 61-110, segun la técnica de Spotscan, respectivamente con
un grupo de sueros de SEP, con un grupo de sueros de control y con el grupo de sueros SEP después de la
deduccién de un ruido de fundo que corresponde a la sefial maxima detectada en al menos un octapéptido con el
suero de control (intensidad = 1), entendiéndose que estos sueros han sido diluidos al 1/50. La barra en el
extremo derecho representa un estandar de escala grafica sin relaciéon con el ensayo seroldgico,

- la figura 34 representa las SEC ID n° 41 y SEC ID n° 42 de dos polipéptidos que comprenden
inmunodominantes, mientras que las SEC ID n°® 43 y 44 representan polipéptidos inmunorreactivos y especificos
de SEP,

- lafigura 35 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n°® 59 del clon LB19 y tres tramos de lectura potenciales
de aminoacidos de SEC ID n° 59,

- la figura 36 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n°® 88 (GAG*) y una trama de lectura potencial de
aminoacidos de SEC ID n° 88,

- la figura 37 representa la homologia de secuencia entre el clon FBd13 y el retrovirus HSERV-9; segun esta
representacion, el trazo lleno significa un porcentaje de homologia superior o igual a 70%, y la ausencia de trazo
significa un porcentaje de homologia inferior,

- lafigura 38 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n° 61 del clon FP6 y tres tramas de lectura potenciales
de aminoacidos de SEC ID n° 61,

- la figura 39 representa la secuencia nucleotidica SEC ID n°® 89 del clon G+E+A y ftres tramas de lectura
potenciales de aminoacidos de SEC ID n° 89,

- la figura 40 representa una trama de lectura encontrada en la regién E y que codifica para una proteasa
retrovirica MSRV-1 identificada por la SEC ID n° 90;

- lafigura 41 representa la respuesta de cada suero de pacientes que padecen SEP indicada mediante el simbolo
(+) y de pacientes sanos simbolizada mediante (-), ensayada con un anticuerpo anti-lgG expresada en densidad
Optica neta a 492 nm, y

- la figura 42 representa la respuesta de cada suero de pacientes que padecen SEP indicado mediante los
simbolos (+) y (QS) y de pacientes sanos (-), ensayado con un anticuerpo anti-lgM expresada en densidad 6ptica
neta a 492 nm.

EJEMPLO 1: OBTENCION DE CLONES DENOMINADOS MSRV-1B Y MSRV-2B, QUE DEFINICEN
RESPECTIVAMENTE UN RETROVIRUS MSRV-1 Y UN AGENTE COINFECCIOSO MSRV2, MEDIANTE
AMPLIFICACION PCR "ANIDADA" DE LAS REGIONES POL CONSERVADAS DE LOS RETROVIRUS, EN
PREPARACIONES DE VIRIONES QUE PROCEDEN DE LAS LINEAS LM7PC Y PLI-2

Se ha usado una técnica de PCR derivada de la técnica publicada por Shih (12). Esta técnica permite, mediante
tratamiento de todos los componentes del medio de reaccion por la ADNasa, eliminar cualquier traza de ADN
contaminante. Permite paralelamente, mediante el uso de cebadores diferentes pero solapantes en dos series
sucesivas de ciclos de amplificaciones PCR, aumentar las posibilidades de amplificar un ADNc sintetizado a partir de
una cantidad de ARN baja al principio, y también reducida en la muestra mediante la accién parasita de la ADNasa
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sobre el ARN. En efecto, la ADNasa se usa en condiciones de actividad en exceso que permiten eliminar cualquier
traza de ADN contaminante, antes de la desactivacion de esta enzima que se queda en la muestra mediante
calentamiento hasta 85°C durante 10 minutos. Esta variante de la técnica de PCR descrita por Shih (12), se ha
usado sobre un ADNc sintetizado a partir de los acidos nucleicos de fracciones de particulas infecciosos purificadas
sobre gradiente de sacarosa, segun la técnica descrita por H-Perron (13), a partir del aislado "POL-2" (ECACC
n°V92072202) producido por la linea PLI-2 (ECACC n°92072201) por una parte, y a partir del aislado MS7PG
(ECACC n°V93010816) producido por la linea LM7PC (ECACC n°93010817) por otra parte. Estos cultivos se han
obtenido segun los métodos que han sido objeto de las solicitudes de patentes publicadas con los n°® WO 93/20188 y
WO 93/20189.

Después de la clonacion con TA Cloning kit® de los productos amplificados mediante esta técnica, y analisis de la
secuencia con la ayuda de un secuenciador automatico "Automatic Sequencer, modelo 373A" de Applied
Biosystems, se analizaron la secuencias con la ayuda del programa Beneworks®, en la ultima version disponible del
banco de datos Genebank®.

Las secuencias clonadas y secuenciadas a partir de estas muestras corresponden en particular a dos tipos de
secuencias: un primer tipo de secuencia, encontrado en la mayoria de los clones (55% de los clones que proceden
de los aislados POL-2 de los cultivos PLI-2, y 67% de los clones que proceden de los aislados MS7PG de los
cultivos LM7PC), que corresponde a una familia de secuencias "pol" cercanas pero diferentes del retrovirus
enddégeno humano denominado ERV-9 o HSERV-9, y un segundo tipo de secuencia que corresponde a secuencias
muy homologas a una secuencia atribuida a otro agente infeccioso y/o patégeno denominado MSRV-2.

El primer tipo de secuencias que representa la mayoria de los clones esta constituido por secuencias cuya
variabilidad permite definir cuatro subfamilias de secuencias. Estas subfamilias son suficientemente cercanas entre
si para que se las pueda considerar como casi-especies que proceden de un mismo retrovirus, tal como se conoce
bien para el retrovirus VIH-1 (14), o como el resultado de la interferencia con varios provirus endégenos co-
regulados en las células productoras. Estos elementos endégenos mas o menos defectivos son sensibles a las
mismas sefales de regulaciéon generadas eventualmente por un provirus replicativo, debido a que pertenecen a la
misma familia de retrovirus endégenos (15). Esta nueva familia de retrovirus endégenos o, alternativamente, esta
nueva especie retrovirica de la que se obtuvo en cultivo la generacion de casi-especies, y que contiene un consenso
de las secuencias descritas anteriormente, se denomina MSRV-1B.

En la figura 1 se representan los consensos generales de las secuencias de los diferentes clones MSRV-1B
secuenciados durante este experimento, siendo estas secuencias respectivamente identificadas mediante la SEC ID
n® 3, SEC ID n° 4, SEC ID n° 5 y SEC ID n° 6. Estas secuencias presentan una homologia de acidos nucleicos
comprendida entre 70% y 88% con la secuencia HSERV9 referenciada X57147 y M37638 en la base de datos
Genebank®. Se han definido cuatro secuencias nucleicas "consenso” representativas de diferentes casi-especies de
un retrovirus MSRV-1B eventualmente exégeno, o de diferentes subfamilias de un retrovirus endégeno MSRV-1b.
Estos consensos representativos se representan en la figura 2, con la traduccidon de aminoacidos. Una trama de
lectura funcional existe para cada subfamilia de estas secuencias MSRV-1B, y se puede observar que la trama de
lectura abierta funcional corresponde cada vez a la secuencia de aminoacidos que vienen en segunda linea bajo la
secuencia de acidos nucleico. El consenso general de la secuencia MSRV-1B, identificado mediante la SEC ID n° 7
y obtenido mediante esta técnica de PCR en la region "pol" se representa en la figura 1.

El segundo tipo de secuencia que representa la mayoria de los clones secuenciados se representa mediante la
secuencia MSRV-2B representada en la figura 3 e identificada mediante la SEC ID n° 11. Las diferencias
observadas en las secuencias que corresponden a los cebadores de PCR se explican mediante el uso de cebadores
degenerados en mezcla usados en condiciones técnicas diferentes.

La secuencia MSRV-2B (SEC ID n°® 11) es suficientemente divergente de las secuencias retroviricas ya descritas en
los bancos de datos, para que se pueda anticipar que se trata de una region de secuencia que pertenece a un nuevo
agente infeccioso, denominado MSRV-2. Este agente infeccioso se emparentaria a priori, segun el analisis de las
primeras secuencias obtenidas, a un retrovirus, pero, debido a la técnica usada para obtener esta secuencia,
también se podria tratar de un virus con ADN cuyo genoma codifica para una enzima que posee de forma accesoria
una actividad de transcriptasa inversa como es el caso, por ejemplo, para el virus de la hepatitis B, HBV (12).
Ademas, el caracter aleatorio de los cebadores degenerados usados para esta técnica de amplificacion PCR puede
haber permitido, debido a las homologias de secuencias imprevistas o de sitios conservados en el gen de una
enzima emparentada, la amplificacion de un acido nucleico que procede de un agente patdgeno y/o co-infeccioso
procariota o eucariota (protista).

EJEMPLO 2: OBTENCION DE CLONES DENOMINADOS MSRV-1B Y MSRV-2B, QUE DEFINEN UNA FAMILIA
MSRV-1 Y MSRV-2, MEDIANTE AMPLIFICACION PCR "ANIDADA" DE LAS REGIONES POL CONSERVADAS
DE LOS RETROVIRUS, EN PREPARACIONES DE LINFOCITOS B DE UN NUEVO CASO DE SEP

Se ha usado la misma técnica de PCR modificada segun la técnica de Shih (12) para amplificar y secuenciar el
material nucleico ARN presente en una fraccion de viriones purificada en el pico de actividad de transcriptasa
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inversa "de tipo LM7", en un gradiente de sacarosa segun la técnica descrita por H. Perron (13), y segun los
protocolos mencionados en el ejemplo 1, a partir de una linea linfoblastoide espontanea, obtenida mediante auto-
inmortalizacion en cultivo de linfocitos B de un paciente SEP seropositivo para el virus de Epstein-Barr (EBV),
después del cultivo de las células linfoides sanguineas en un medio de cultivo apropiado que contiene una
concentracion apropiada de ciclosporina A. En la figura 4 se ilustra una representacién de la actividad de
transcriptasa inversa en las fracciones de sacarosa extraidas en un gradiente de purificacion de los viriones
producidos por esta linea. De la misma manera, se han tratado los sobrenadantes de cultivo de una linea B obtenida
en las mismas condiciones a partir de un control libre de SEP en las mismas condiciones, y la determinacion de la
actividad de transcriptasa inversa en las fracciones del gradiente de sacarosa resulté negativo en todas partes (ruido
de fondo) y se representa en la figura 5. Se han analizado la fraccion 3 del gradiente que corresponde a la linea B de
SEP y la misma fraccion sin actividad de transcriptasa inversa del gradiente de control no-SEP mediante la misma
técnica de RT-PCR que anteriormente, derivada de Shih (12), seguida de las mismas etapas de clonacién y de
secuenciacion tales como se describen en el ejemplo 1.

Se puede observar que las secuencias de tipo MSRV-1 y MSRV-2 se encuentran en el unico material asociado con
un pico de actividad de transcriptasa inversa "de tipo LM7" que procede de la linea linfoblastoide B de SEP. Estas
secuencias no se han encontrado con el material de la linea linfoblastoide B de control (no-SEP) en 26 clones
recombinantes tomados al azar. S6lo se han encontrado las secuencias contaminantes de tipo Mo-MuLV que
proceden de la transcriptasa inversa comercial usada para la etapa de sintesis del ADNc y de las secuencias sin
analogia retrovirica particular en este control, debido a la amplificacion "consenso" de las secuencias de polimerasas
homoélogas que realiza esta técnica de PCR. Ademas, la ausencia de diana concentrada que compite para la
reaccion de amplificacion en la muestra de control permite la amplificacion de contaminantes diluidos. La diferencia
de los resultados es de forma evidente altamente significativa (chi-2, p<0,001).

EJEMPLO 3: OBTENCION DE UN CLON PSJ17, QUE DEFINE UN RETROVIRUS MSRV-1, MEDIANTE
REACCION DE TRANSCRIPTASA INVERSA ENDOGENA EN UNA PREPARACION DE VIRION QUE PROCEDE
DE LA LINEA PLI-2

Este enfoque prevé obtener secuencias de ADN retro-transcrita a partir del ARN supuesto retrovirico en el aislado,
usando la actividad de transcriptasa inversa presente en este mismo aislado. Esta actividad de transcriptasa inversa
unicamente puede funcionar tedricamente en presencia de un ARN retrovirico, enlazado a un cebador ARNt o
hibridado con hebras cortas de ADN ya retro-transcritas en las particulas retroviricas (16). Asi, se ha optimizado la
obtencion de secuencias retroviricas especificas en un material contaminado por acidos nucleicos celulares, segun
estos autores gracias a la amplificacion enzimatica especifica de las porciones de ARN viricos mediante una
actividad de transcriptasa inversa virica. Para ello, los autores han determinado las condiciones fisico-quimicas
particulares en las que esta actividad enzimatica de transcripcion inversa en ARN contenidos en viriones podia ser
efectiva in vitro. Estas condiciones corresponden a la descripcion técnica de los protocolos presentados a
continuacion (reaccion de RT endégeno, purificacion, clonacién y secuenciacion).

El enfoque molecular consistié en usar una preparacion de virion concentrado, pero no purificado, obtenido a partir
de los sobrenadantes de cultivo de la linea PLI-2 preparados segun el siguiente método: los sobrenadantes de
cultivo se recogen dos veces por semana, se pre-centrifugan a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos para eliminar los
residuos celulares, y después se congelan a -80°C o se usan tal cual para las siguientes etapas. Los sobrenadante
frescos o descongelados se centrifugan en un tampoén de PBS-glicerol al 30% a 100.000 g (o 30.000 r.p.m. en un
rotor LKB-HITACHI de tipo 45 T) durante 2 horas a 4°C. Después de la eliminacién del sobrenadante, el residuo
sedimentado se recoge en un pequefio volumen de PBS y constituye la fraccion de viridbn concentrado, pero no
purificado. Esta muestra virica concentrada pero no purificada se usé para efectuar una reaccién denominada de
transcripcion inversa endégena, tal como se describe a continuacion.

Se descongela un volumen de 200 pl de virién purificado segun el protocolo descrito anteriormente y que contiene
una actividad de transcriptasa inversa de aproximadamente 1-5 millones de dpm a 37°C hasta aparicion de una fase
liquida, y después se dispone sobre hielo. Se ha preparado un tampdn 5 veces concentrado con los siguientes
componentes: se han mezclado 500 mM de Tris-HCI pH 8,2; 75 mM de NaCl; 25 mM de MgCI2; 75 mM de DTT y NP
40 al 0,10%; 100 pl de tampon 5X + 25 yl de una disolucion de 100 mM de dATP + 25 ul de una disolucion de 100
mM de dTTP + 25 pl de una disoluciéon de 100 mM de dGTP + 25 pl de una disolucién de 100 mM de dCTP + 100 ul
de agua destilada estéril + 200 pl de la suspension de viriones (actividad T.l. de 5 millones de DPM) en el PBS y se
han incubado a 42°C durante 3 horas. Después de esta incubacién, la mezcla de reaccion se afiade directamente a
una mezcla tamponada de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (Sigma ref. P 3803); se recoge la fase acuosa y se
afade un volumen de agua destilada estéril a la fase organica para volver a extraer el material nucleico residual. Las
fases acuosas recogidas se agrupan, y los acidos nucleicos se precipitan mediante adicion de acetato de sodio 3M,
pH 5,2 al 1/10 de volumen + 2 volimenes de etanol + 1 pl de glicégeno (Boehringer-Mannheim ref. 901393) y se
ponen a -20°C de la muestra durante 4 horas o una noche a +4°C. Después, el precipitado obtenido después de la
centrifugacion se lava con etanol al 70% y se resuspende en 60 ml de agua destilada. Después, los productos de
esta reacciéon se purificaron, se clonaron y se secuenciaron segun el protocolo descrito a continuacién: se han
generado ADN con extremos libres con adeninas no emparentadas a los extremos: en primer lugar se ha efectuado
una reaccion de "llenado": se han mezclado 25 pul de la disolucion de ADN previamente purificado con 2 pl de una
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disolucion de 2,5 mM que contiene, en cantidad equimolar, dATP + dGTP + dTTP + dCTP/1 ul de ADN polimerasa
T4 (Boehringer-Mannheim ref. 1004 786)/5 ul de 10X "incubation buffer for restriction enzyme" (Boehringer-
Mannheim ref. 1417 975)/1 pl de una disolucion al 1% de sero-albumina bovina/16 yl de agua destilada estéril. Esta
mezcla se incubd durante 20 minutos a 11°C. Se afiadieron 50 pl de tampon TE y 1 yl de glicogeno (Boehringer-
Mannheim ref. 901 393), antes de la extraccién de los acidos nucleicos con fenol/cloroformo/alcohol isoamilico
(Sigma ref. P 3803), y de la precipitacion con acetato de sodio como se ha descrito anteriormente. EI ADN
precipitado después de la centrifugacion se resuspende en 10 pl de tampén 10 mM de Tris pH 7,5. Después, se
mezclaron 5 pl de esta suspensién con 20 pl de tampoén Taq 5X, 20 yl de 5 mM de dATP, 1 pl (5U) de Taq ADN
polimerasa (Amplitaq™) y 54 ul de agua destilada estéril. Esta mezcla se incuba durante 2 horas a 75°C con una
pelicula de aceite en la superficie de la disolucion. El ADN en suspension en la disolucion acuosa extraido debajo de
la pelicula de aceite después de la incubacion se precipita como se ha descrito anteriormente, y se resuspende en
2 yl de agua destilada estéril. EI ADN obtenido se inserté en un plasmido con la ayuda del kit TA CIoningTM. Se
mezclaron los 2 ul de disolucion de ADN con 5 pl de agua destilada estéril, 1 pyl de un tampén de ligacién 10 veces
concentrado "10X LIGATION BUFFER", 2 pl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 ul de "TA DNA LIGASE". Esta
mezcla se incub6 durante una noche a 12°C. Las siguientes etapas se realizaron segun las instrucciones del kit TA
CIoningT'\’I (British Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias recombinantes
(blanco) se replantaron para ser cultivadas y la extraccion de los plasmidos incorporados segun el procedimiento
denominado de "miniprep" (17). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se escindié mediante una
enzima de restriccion apropiada y se analizé sobre gel de agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado
bajo luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio se seleccionaron para la secuenciacion del inserto,
después de la hibridacion con un cebador complementario del promotor Sp6 presente en el plasmido de clonacion
del TA Cloning kit®. Después, se ha realizado la reaccién previa a la secuenciacion segun el método preconizado
para el uso del kit de secuenciacién "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied
Biosystems, ref. 401384), y se ha realizado la secuenciacion automatica con el aparato "Automatic Sequencer,
modelo 373 A", Applied Biosystems, segun las instrucciones del fabricante.

El analisis discriminante en los bancos de datos informaticos de las secuencias clonadas a partir de los fragmentos
de ADN presentes en la mezcla de reacciéon permiti6 demostrar una secuencia de tipo retrovirica. El clon que
corresponde a PSJ17 ha sido totalmente secuenciado, y se ha analizado la secuencia obtenida, representada en la
figura 6 e identificada mediante la SEC ID n® 9, con la ayuda del programa "Geneworks™ en los bancos de datos
actualizados "Genebank®". El andlisis de los bancos de datos no ha permitido encontrar ninguna secuencia idéntica
ya descrita. Sélo se ha podido encontrar una homologia parcial con ciertos elementos retroviricos conocidos. La
homologia relativa mas interesante se refiere a un retrovirus endégeno denominado ERV-9 o HSERV-9, segun las
referencias (18).

EJEMPLO 4: AMPLIFICACION PCR DE LA SECUENCIA NUCLEICA CONTENIDA ENTRE LA REGION 5
DEFINIDA POR EL CLON "POL MSRV-1B" Y LA REGION 3’ DEFINIDA POR EL CLON PSJ17

Se han definido cinco oligonucleétidos, M001, M002, M002-A, M003-BCD, P004 y P005, para amplificar ARN que
procede de viriones purificados POL-2. Se han efectuado reacciones de control a fin de controlar la presencia de
contaminantes (reaccién sobre agua). La amplificacién consiste en una etapa de RT-PCR segun el protocolo
descrito en el Ejemplo 2, seguida de una PCR "anidada" segun el protocolo PCR descrito en el documento EP-A-0
569 272. En el primer ciclo de RT-PCR, se usan los cebadores M001 y P0O04 o P005. En el segundo ciclo de PCR,
se usan los cebadores M002-A o M003-BCD, y el cebador PO04. Los cebadores se posicionan como sigue:

M002-A
MO03-BCD
MOO1l __ P004 PO05
- ARN
POL-2
o m————— > vt — e —— e —— >
pol MSRV-1B ) PSJ17

Su composicién es:

cebador M001: GGTCITICCICAIGG (SEC ID n° 20)

cebador M002-A: TTAGGGATAGCCCTCATCTCT (SEC ID n° 21)
cebador M003-BCD: TCAGGGATAGCCCCCATCTAT (SEC ID n° 22)
cebador P004: AACCCTTTGCCACTACATCAATTT (SEC ID n° 23)
cebador P005: GCGTAAGGACTCCTAGAGCTATT (SEC ID n° 24)

El producto de amplificacion "anidada" obtenido y denominado MO003-P004 se representa en la figura 7, y
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corresponde a la secuencia SEC ID n° 8.

EJEMPLO 5: AMPLIFICACION Y CLONACION DE UNA PORCION DEL GENOMA RETROVIRICO MSRV-1 CON
LA AYUDA DE UNA SECUENCIA YA IDENTIFICADA, EN UNA MUESTRA DE VIRUS PURIFICADA CON PICO
DE ACTIVIDAD DE TRANSCRIPTASA INVERSA

Se ha usado una técnica de PCR derivada de la técnica publicada por Frohman (19). La técnica derivada permite,
con la ayuda de un cebador especifico en direccion 3’ del genoma a amplificar, alargar la secuencia hacia la region
5’ del genoma a analizar. Esta técnica variante se describe en la bibliografia de la compania Clontech Laboratories
Inc., (Palo-Alto California, USA) suministrada con su producto "5’-AmpIiFINDERT'VI RACE Kit", que se usé en una
fraccidn de virion purificada como se ha descrito anteriormente.

Los cebadores 3’ especificos usados en el protocolo del kit para la sintesis del ADNc y la amplificacion PCR son
respectivamente complementarios a las secuencias MSRV-1 siguientes:

ADNc: TCATCCATGTACCGAAGG(SEC ID n° 25)
amplificacion: ATGGGGTTCCCAAGTTCCCT(SEC ID n° 26)

Los productos que proceden de la PCR se purificaron sobre gel de agarosa segun los métodos habituales (17), y
después se resuspendieron en 10 ml de agua destilada. Consistiendo una de las propiedades de la polimerasa Taq
en anadir una adenina en el extremo 3’ de cada una de las dos hebras de ADN, se insertd directamente el ADN
obtenido en un plasmido con la ayuda del kit TA CIoningTNI (British Biotechnology). Los 2 pl de disolucion de ADN se
mezclaron con 5 yl de agua destilada estéril, 1 yl de tampoén de ligacion concentrado 10 veces "10X LIGATION
BUFFER", 2 yl de "PCRTM VECTOR" (25 ng/ml) y 1 pl de "TA DNA LIGASE". Esta mezcla se incubd durante una
noche a 12°C. Las siguientes etapas se realizaron segun las instruccion del kit TA Cloning® (British Biotechnology).
Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias recombinantes (blanco) se replantaron para ser
cultivadas y la extraccion de los plasmidos incorporados segun el procedimiento denominado "miniprep" (17). La
preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se escindié mediante una enzima de restriccion apropiada, y
se analiz6 sobre gel de agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV después del marcado
del gel con bromuro de etidio, se seleccionaron para la secuenciacién del inserto, después de la hibridacién con un
cebador complementario del promotor Sp6 presente en el plasmido de clonacion del TA Cloning Kit®. Después, se
ha realizado la reaccién previa a la secuenciacion segun el método preconizado para el uso del kit de secuenciacion
"Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384), y se ha
realizado la secuenciacion automatica con el aparato "Automatic sequencer, modelo 373 A" Applied Biosystems
segun las instrucciones del fabricante.

En primer lugar, esta técnica se ha aplicado a dos fracciones de viridn purificado como se describe a continuacion,
sobre sacarosa a partir del aislado "POL-2" producido por la linea PLI-2 por una parte, y a partir del aislado MS7PG
producido por la linea LM7PC por otra parte. Los sobrenadantes de cultivos se recogen dos veces por semana, se
precentrifugan a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos para eliminar los residuos celulares, y después se congelan hasta
-80°C o se usan tal cual para las siguientes etapas. Los sobrenadantes frescos o descongelados se centrifugan
sobre un tampoén de PBS-glicerol al 30% a 100.000 g (o 30.000 r.p.m. En un rotor LKB-HITACHI de tipo 4,5 T)
durante 2 horas a 4°C. Después de la eliminacién del sobrenadante, el residuo sedimentado se recoge en un
pequefio volumen de PBS y constituye la fraccidon de viriones concentrados, pero no purificados. Después, el virus
concentrado se dispone en un gradiente de sacarosa en un tampén PBS estéril (15 a 50% en peso/peso) y se
ultracentrifuga a 35.000 r.p.m. (100.000 g) durante 12 horas a +4°C en un rotor con pocillos. Se recogen 10
fracciones y se extraen 20 yl en cada fraccion después de la homogeneizacion para dosificar la actividad de
transcriptasa inversa segun la técnica descrita por H. Perron (3). Después, las fracciones que contienen el pico de
actividad RT "de tipo LM7" se diluyen en un tampdn PBS estéril y se ultracentrifugan durante una hora a 35.000
r.p.m. (100.000 g) para sedimentar las particulas viricas. El residuo de virién purificado asi obtenido se recoge
entonces en un pequefio volumen de un tampon adecuado para la extraccion de ARN. La reaccion de sintesis de
ADNc mencionada anteriormente se realiza sobre este ARN extraido de virién extracelular purificado. La
amplificacion de PCR segun la técnica citada anteriormente ha permitido obtener el clon F1-11 cuya secuencia
identificada por la SEC ID n° 2 se representa en la figura 8.

Este clon permite definir, con los diferentes clones previamente secuenciados, una regién de longitud importante (1,2
kb) representativa del gen "pol" del retrovirus MSRV-1, tal como se representa en la figura 9. Esta secuencia
denominada SEC ID n® 1 esta reconstituida a partir de diferentes clones que se recubren en sus extremos,
corrigiendo los artefactos relacionados con los cebadores y con las técnicas de amplificacion o de clonacion, que
interrumpirian artificialmente la trama de lectura del conjunto. Esta secuencia se identificara a continuacion con la
denominacioén "region MSRV-1 pol*". Su grado de homologia con la secuencia HSERV-9 se representa en la figura
12.

En la figura 9, la trama de lectura potencial con su traduccién en aminoacidos se representa debajo de la secuencia
de acidos nucleicos.
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EJEMPLO 6: DETECCION DE SECUENCIAS ESPECIFICAS MSRV-1 Y MSRV-2 EN DIFERENTES MUESTRAS
DE PLASMA QUE PROCEDEN DE PACIENTES QUE PADECEN SEP O DE PACIENTES DE CONTROL

Se ha usado una técnica de PCR para detectar los genomas MSERV-1 y MSERV-2 en plasmas obtenidos después
de una extraccion de sangre sobre EDTA de pacientes que padecen SEP y de pacientes de control no-SEP.

La extraccion de los ARN de plasma se ha efectuado segun la técnica descrita por P. Chomzynski (20), después de
la adicion de un volumen del tampdn que contiene tiocianato de guanidinio con 1 ml de plasma guardado congelado
a -80°C después de la recogida.

Para MSRV-2, la PCR se ha efectuado en las mismas condiciones y con los cebadores siguientes:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 14
5 GTAGTTCGATGTAGAAAGCG 3’;

- cebador 3, identificado mediante la SEC ID n° 15
5 GCATCCGGCAACTGCACG 3..

Sin embargo, también se han obtenido resultados similares con los cebadores de PCR siguientes en dos
amplificaciones sucesivas mediante PCR "anidada" sobre muestras de acidos nucleicos no-tratadas mediante
ADNasa.

Los cebadores usados para esta primera etapa de 40 ciclos con una temperatura de hibridacién de 48°C son los
siguientes:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 27
5 GCCGATATCACCCGCCATGG 3, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 5’, para una primera PCR
sobre extraccion de pacientes,

- cebador 3’, identificado mediante la SEC ID n° 28
5 GCATCCGGCAACTGCACG 3, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 3’, para una primera PCR sobre
extraccidn de pacientes.

Después de esta etapa, se extraen 10 pl del producto de amplificacién y se usan para realizar una segunda
amplificacion de PCR denominada "anidada" con cebadores situados en el interior de la region ya amplificada. Esta
segunda etapa se desarrolla en 35 ciclos, con una temperatura de hibridaciéon de los cebadores ("annealing") de
50°C. El volumen de reaccion es de 100 pl.

Los cebadores usados para esta segunda etapa son los siguientes:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 29
5 CGCGATGCTGGTTGGAGAGC 3, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 5’, para una PCR-anidada
sobre extraccion de pacientes,

- cebador 3’, identificado mediante la SEC ID n° 30
5 TCTCCACTCCGAATATTCCG 3, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 3’, para una PCR-anidada
sobre extraccion de pacientes.

Para MSRV-1, la amplificacién se ha efectuado en dos etapas. Ademas, la muestra de &cidos nucleicos se trata
previamente mediante ADNasa y se efectia un control de PCR sin RT (transcriptasa inversa AMV) en las dos etapas
de amplificacion, a fin de verificar que la amplificacion de RT-PCR procede exclusivamente del ARN MSRV-1. En el
caso de un control sin RT positivo, la muestra alicuota de ARN de partida se trata nuevamente mediante ADNasa, y
se amplifica nuevamente.

El protocolo de tratamiento mediante ADNasa desprovista de actividad ARNasa es el siguiente: se alicuota un ARN
extraido en presencia de "RNAse inhibitor" (Boehringer-Mannheim) en agua tratada con DEPC a una concentracion
final de 1 pl en 10 pl; a estos 10 pl se afiade 1 pl de "RNAse-free DNAse" (Boehringer-Mannheim) y 1,2 ul de tampédn
a pH 5 que contiene 0,1 M/l de acetato de sodio y 5 mM/l de MgSQy, la mezcla se incuba durante 15 minutos a 20°C
y se lleva a 95°C durante 1,5 minutos en un "thermocycler".

La primera etapa de RT-PCR MSRV-1 se efectla segun una variante del procedimiento de amplificacién de ARN tal
como se describe en la solicitud de patente EP-A-0 569 272. En particular, la etapa de sintesis de ADNc se efectua a
42°C durante una hora; la amplificacion de PCR se desarrolla sobre 40 ciclos, con una temperatura de hibridacion de
los cebadores ("annealing") de 53°C. El volumen de reaccion es de 100 pl.

Los cebadores usados para esta primera etapa son los siguientes:
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- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 16
5 AGGAGTAAGGAAACCCAACGGAC 3;;

- cebador 3, identificado mediante la SEC ID n° 17
5 TAAGAGTTGCACAAGTGCG 3..

Después de esta etapa, se extraen 10 pl del producto de amplificacién y se usan para realizar una segunda
amplificacion de PCR denominada "anidada" con cebadores situados en el interior de la regiéon ya amplificada. Esta
segunda etapa se desarrolla sobre 35 ciclos, con una temperatura de hibridacion de los cebadores ("annealing") de
53°C. El volumen de reaccion es de 100 pl.

Los cebadores usados para esta segunda etapa son los siguientes:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 18
5 TCAGGGATAGCCCCCATCTAT 3

- cebador 3, identificado mediante la SEC ID n° 19
5 AACCCTTTGCCACTACATCAATTT 3.

En las figuras 10 y 11, se representan los resultados de PCR en forma de fotografia bajo luz ultravioleta de geles de
agarosa impregnados de bromuro de etidio, en los que se ha efectuado una electroforesis de los productos de
amplificacion de PCR depositados separadamente en los diferentes pocillos.

La fotografia de arriba (figura 10) representa el resultado de la amplificacion especifica MSRV-1.

El pocillo nimero 8 contiene una mezcla de marcadores de peso molecular ADN, y los pocillos 1 a 7 representan, en
orden, los productos amplificados a partir de los ARN totales de plasmas que proceden de 4 controles sanos libres
de SEP (pocillos 1 a 4) y de 3 pacientes que padecen SEP, en diferentes etapas de la enfermedad (pocillos 5 a 7).

En esta serie, se ha detectado material nucleico MSRV-2 en el plasma de un caso de SEP de los 3 ensayados y en
ninguno de los 4 plasmas de control. Otros resultados obtenidos en series mas extendidas confirman estos
resultados.

La fotografia de abajo (figura 11) representa el resultado de la amplificacion especifica mediante RT-PCR "anidada"
MSRV-1:

el pocillo n° 1 contiene el producto de PCR efectuada con agua sola, sin adiciéon de transcriptasa inversa AMV; el
pocillo n° 2 contiene el producto de PCR efectuada con agua sola, sin adiciéon de transcriptasa inversa AMV; el
pocillo niumero 3 contiene una mezcla de marcadores de peso molecular ADN; los pocillos 4 a 13 contienen, en
orden, los productos amplificados a partir de los ARN totales extraidos de fracciones de gradiente de sacarosa
(recogido de arriba abajo) en el que un residuo de viridon que procede de un sobrenadante de cultivo infectado por
MSRV-1 y MSRV-2 se ha centrifugado en equilibrio segun el protocolo descrito por H. Perron (13); en el pocillo 14
no se ha depositado nada; en los pocillos 15 a 17, se han depositado los productos amplificados de ARN extraido de
plasmas que proceden de 3 pacientes diferentes que padecen SEP, en diferentes etapas de la enfermedad.

El genoma retrovirico MSRV-1 se encuentra efectivamente en la fraccién del gradiente de sacarosa que contiene el
pico de actividad de transcriptasa inversa medida segun la técnica descrita por H. Perron (3), con una intensidad
muy alta (fraccion 5 del gradiente, depositada en el pocillo n°® 8). Una ligera amplificacién ha tenido lugar en la
primera fraccion (pocillo n® 4) que corresponde posiblemente a un ARN liberado por particulas lisadas que flotaban
en la superficie del gradiente; de la misma manera, unos restos agregados han sedimentado en la ultima fraccion
(fondo de tubo) arrastrando algunas copias del genoma MSRV-1 que han dado lugar a una amplificacién de baja
densidad.

En los 3 plasmas de SEP ensayados en esta serie, se ha encontrado el ARN MSRV-1 en un caso, produciendo una
amplificacion muy intensa (pocillo n® 17).

En esta serie, el genoma ARN retrovirico MSRV-1 que corresponde aparentemente a particulas de virus extracelular
presentes en el plasma en numero extremadamente bajo, se ha detectado mediante RT-PCR "anidada" en un caso
de SEP de los 3 ensayados. Otros resultados obtenidos en series mas extendidas confirman estos resultados.

Ademas, la especificidad de las secuencias amplificadas mediante estas técnicas de PCR se pueden verificar y
evaluar mediante la técnica "ELOSA" tal como se describe por F. Mallet (21) y en el documento FR-A-2 663 040.

Para MSRV-1, los productos de la PCR anidada descrita anteriormente se pueden ensayar en dos sistemas ELOSA
que permiten detectar separadamente un consenso A y un consenso B+C+D de MSRV-1, que corresponden a las
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subfamilias descritas en el ejemplo 1 y en las figuras 1y 2. En efecto, las secuencias cercanas del consenso B+C+D
se encuentran esencialmente en las muestras de ARN que proceden de viriones MSRV-1 purificados a partir de
cultivos o amplificados en liquidos bioldgicos extra-celulares de pacientes SEP, mientras que las secuencias
cercanas del consenso A se encuentran esencialmente en el ADN celular humano normal.

El sistema ELOSA/MSRV-1 para la captura y la hibridacion especifica de los productos de PCR de la subfamilia A
usa un oligonucledtido de captura cpV1A con un enlace amina en direccion &, y un oligonucleétido de deteccion
biotinilado dpV1A que tienen respectivamente por secuencia:

- cpV1A identificado mediante la SEC ID n° 31

5 GATCTAGGCCACTTCTCAGGTCCAGS 3, que corresponde al oligonucledtido de captura ELOSA de los
productos de PCR-anidada MSRV-1 efectuada con los cebadores identificados mediante las SEC ID n° 16 y SEC
ID n°® 17, seguida eventualmente de la amplificacion con los cebadores identificados mediante las SEC ID n® 18 y
SEC ID n° 19 sobre extraccion de pacientes;

- dpV1A identificado mediante la SEC ID n°® 32

5 CATCTITTTGGICAGGCAITAGC 3’ que corresponde al oligonucleétido de captura ELOSA de la subfamilia A
de los productos de PCR-"anidada" MSRV-1 efectuada con los cebadores identificados mediante las SEC ID n°
16 y SEC ID n° 17, seguida eventualmente de la amplificacién con los cebadores identificados mediante las SEC
ID n° 18 y SEC ID n® 19 sobre extraccidn de paciente.

El sistema ELOSA/MSRV-1 para la captura y la hibridacion especifica de los productos de PCR de la subfamilia
B+C+D usa el mismo oligonucleétido de deteccion biotinilado dpV1A, y un oligonucleétido de captura cpV1B con un
enlace amina en direcciéon 5’ que tienen por secuencia:

- dpV1B identificado mediante la SEC ID n° 33

5 CTTGAGCCAGTTCTCATACCTGGA 3, que corresponde al oligonucledtido de captura ELOSA de la
subfamilia B + C + D de los productos de PCR-"anidada" MSRV-1 efectuada con los cebadores identificados
mediante las SEC ID n°® 16 y SEC ID n°® 17, seguida eventualmente de la amplificacion con los cebadores
identificados mediante las SEC ID n°® 18 y SEC ID n°® 19 sobre extraccion de pacientes.

Este sistema de deteccién ELOSA ha permitido verificar que ninguno de los productos de PCR asi amplificados a
partir de plasmas de pacientes SEP tratados mediante ADNasa contenia secuencias de la subfamilia A, y que todos
eran positivos con el consenso de las subfamilias B, C y D.

Para MSRV-2, se ha evaluado una técnica ELOSA similar sobre aislados que proceden de cultivos celulares
infectados usando los cebadores de amplificacion de PCR siguientes:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n°® 34
5 AGTGYTRCCMCARGGCGCTGAA 3’, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 5’, para PCR sobre
extraccion de cultivos,

- cebador 3, identificado mediante la SEC ID n° 35
5 GMGGCCAGCAGSAKGTCATCCA 3, que corresponde a un cebador PCR MSRV-2 3’, para PCR sobre
extraccion de cultivos,

y los oligonucleétidos de captura con un enlace amina en direcciéon 5’ cpV2, y de deteccién biotinilado dpV2, que
tienen por secuencias respectivas:

- cpV2 identificado mediante la SEC ID n° 36
5 GGATGCCGCCTATAGCCTCTAC 3’, que corresponde a un oligonucledtido de captura ELOSA de los
productos de la PCR MSRV-2 efectuada con los cebadores SEC ID n° 34 y SEC ID n° 35, o eventualmente con
los cebadores degenerados definidos por Shih (12),

- dpV2 identificado mediante la SEC ID n° 37
5 AAGCCTATCGCGTGCAGTTGCC 3’, que corresponde a un oligonucleétido de deteccion ELOSA de los
productos de la PCR MSRV-2 efectuada con los cebadores SEC ID n° 34 y SEC ID n° 35, o eventualmente con

los cebadores degenerados definidos por Shih (12).

Este sistema de amplificacién PCR con un par de cebadores diferente de los que se han descrito anteriormente para
la amplificacion sobre muestras de pacientes, ha permitido confirmar la infeccion mediante MSRV-2 de cultivos in
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vitro y de muestras de acidos nucleicos usadas para los trabajos de biologia molecular.

Por ultimo, los primeros resultados de deteccion PCR del genoma de agentes patégenos y/o infecciosos, muestran
que aparentemente un "virus" libre puede circular en el flujo sanguineo de pacientes en fase de brote agudo, fuera
del sistema nervioso. Esto es compatible con la existencia casi-sistematica de "brechas" en la barrera hemato-
encefalica de los pacientes en fase activa de SEP.

EJEMPLO 7: OBTENCION DE SECUENCIAS DEL GEN "env" DEL GENOMA RETROVIRICO MSRV-1

Tal como ya se ha descrito en el ejemplo 5, se ha usado una técnica de PCR derivada de la técnica publicada por
Frohman (19). La técnica derivada permite, con la ayuda de un cebador especifico en direcciéon 3’ del genoma a
amplificar, alargar la secuencia hacia la region 5 del genoma a analizar. Esta técnica variante se describe en la
bibliografia de la compafiia "Clontech Laboratories Inc., /Palo-Alto California, USA) suministrada con su producto "5’-
AmpIiFINDERT'\’I RACE kit", que se ha usado en una fraccion de virién purificado como se ha descrito anteriormente.

A fin de realizar una amplificaciéon de la region 3’ del genoma retrovirico MSRV-1 abarcando la regién del gen "env",
se ha realizado un estudio para determinar una secuencia consenso en las regiones LTR del mismo tipo que las del
retrovirus enddgeno defectivo HSERV-9 (18, 24) con el que el retrovirus MSRV-1 presenta homologias parciales.

Se ha usado el mismo cebador 3’ especifico en el protocolo del kit para la sintesis del ADNc y la amplificacion PCR;
Su secuencia es la siguiente:

GTGCTGATTGGTGTATTTACAATCC (SEC ID n° 45)

Se han realizado en una etapa, la sintesis del ADN complementario (ADNc) y la amplificacion PCR monodireccional
con el cebador anterior segun el procedimiento descrito en la patente EP-A-0 569 272.

Los productos que proceden de la PCR se han extraido después de la purificacion sobre gel de agarosa segun los
métodos convencionales (17), y después se han resuspendido en 10 ml de agua destilada. Consistiendo una de las
propiedades de la polimerasa Taq en afiadir una adenina en el extremo 3’ de cada una de las dos hebras de ADN, el
ADN obtenido ha sido directamente insertado en un plasmido con la ayuda del kit TA CloningTM (British
Biotechnology). Los 2 pl de disolucién de ADN se han mezclado con 5 ul de agua destilada estéril, 1 pl de un tampon
de ligacion 10 veces concentrado "10X LIGATION BUFFER", 2 ul de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 ul de "TA DNA
LIGASE". Esta mezcla se incubd durante una noche a 12°C. Las siguientes etapas se realizaron segun las
instrucciones del kit TA CIoning® (British Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias
recombinantes (blanco) se replantaron para ser cultivadas y la extraccion de los plasmidos incorporados segun el
procedimiento denominado "miniprep" (17). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se escindio
mediante una enzima de restriccidn apropiada y se analizé sobre gel de agarosa. Los plasmidos que tienen un
inserto detectado bajo luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, se seleccionaron para la
secuenciacion del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor Sp6 presente en
el plasmido de clonacion del TA Cloning kit®. Después, se ha efectuado la reaccién previa a la secuenciacion segun
el método preconizado para el uso del kit de secuenciacion "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle
sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384), y se ha realizado la secuenciacién automatica con el aparato
"automatic sequencer, modelo 373 A Applied Biosystems segun las instrucciones del fabricante.

Este enfoque técnico se ha aplicado a una muestra de virion concentrada como se describe a continuacién, a partir
de una mezcla de sobrenadantes de cultivo producidos por lineas linfoblastoides B tales como se describen en el
ejemplo 2, establecidas a partir de linfocitos de pacientes que padecen SEP y que presentan una actividad de
transcriptasa inversa detectable segun la técnica descrita por Perron et al. (3): los sobrenadantes de cultivos se
recogen dos veces por semana, se precentrifugan a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos para eliminar los restos
celulares, y después se congelan a -80°C o se usan tal cual para las siguientes etapas. Los sobrenadantes frescos o
descongelados se centrifugan sobre un tampoén de PBS-glicerol al 30% a 100.000 g durante 2 horas a 4°C. Después
de la eliminacién del sobrenadante, el residuo sedimentado constituye la muestra de viriones concentrados, pero no
purificados. El residuo asi obtenido se recoge entonces en un pequefio volumen de un tampdn adecuado para la
extraccion de ARN. La reaccién de sintesis de ADNc mencionada mas arriba se realiza sobre este ARN extraido de
virion extracelular concentrado.

La amplificacion de RT-PCR segun la técnica citada anteriormente ha permitido obtener el clon FBd3 cuya
secuencia identificada mediante la SEC ID n°® 46 se representa en la figura 13.

En la figura 14, la homologia de secuencia entre el clon FBd3 y el retrovirus HSERV-9 se representa en la tabla
matricial mediante un trazo lleno, para cualquier homologia parcial superior o igual a 65%. Se puede observar que
existen homologias en las regiones flanqueantes del clon (con el gen pol en direcciéon 5’ y con el gen env y después
el LTR en direccion 3’), pero que la region interna es totalmente divergente y no presenta ninguna homologia,
incluso baja, con el gen "env" de HSERV-9. Ademas, aparece que el clon FBd3 contiene una region "env" mas larga
que la que se ha descrito para el endégeno defectivo HSERV-9; asi, se puede observar que la region divergente
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interna constituye un "inserto" entre las regiones de homologia parcial con los genes defectivos HSERV-9.

EJEMPLO 8: AMPLIFICACION, CLONACION Y SECUENCIACION DE LA REGION DEL GENOMA
RETROVIRICO MSRV-1 SITUADA ENTRE LOS CLONES PSJ17 Y FBd3

Se han definido cuatro oligonucledtidos, F1, B4, F6 y B1, para amplificar un ARN que procede de viriones
concentrados de las cepas POL2 y MS7PG. Se han efectuado reacciones de control de manera que se controla la
presencia de contaminantes (reaccion sobre agua). La amplificacion consiste en una primera etapa de RT-PCR
segun el protocolo descrito en la solicitud de patente EP-A-O0 569 272, seguida de una segunda etapa de PCR
efectuada sobre 10 uyl de producto de la primera etapa con cebadores internos en la primera regiéon amplificada
(PCR "anidada"). En el primer ciclo de RT-PCR, se usan los cebadores F1 y B4. En el segundo ciclo de PCR, se
usan los cebadores F6 y B1. Los cebadores estan posicionados como sigue:

F1 Fé B1 B4

ARN
MSRV-1
PSJ17 FBd3
..... > S S
5'pol MSRV-1 3 pol MSRV-1  /
Senv.

Su composicién es:

cebador F1: TGATGTGAACGGCATACTCACTG (SEC ID n° 47)
cebador B4: CCCAGAGGTTAGGAACTCCCTTTC (SEC ID n° 48)
cebador F6: GCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAG (SEC ID n° 49)
cebador B1: CAACATGGGCATTTCGGATTAG (SEC ID n° 50)

El producto de amplificacion "anidada" obtenido y denominado "t pol" se representa en la figura 15, y corresponde a
la secuencia SEC ID n° 51.

EJEMPLO 9: OBTENCION DE NUEVAS SECUENCIAS, EXPRESADAS EN ARN EN LAS CELULA§ EN
CULTIVO QUE PRODUCEN MSRV-1, Y QUE COMPRENDEN UNA REGION "env" DEL GENOMA RETROVIRICO
MSRV-1

Se ha realizado un banco de ADNc segun el procedimiento descrito por el fabricante de los kit "cDNA synthesis
module, cDNA rapid adaptator ligation module, cDNA rapid cloning module, lambda gt10 in vitro packaging module"
(Amersham, ref RPN1256Y/Z, RPN1712, RPN1713, RPN1717, N334Z) a partir del ARN mensajero extraido de
células de una linea linfoblastoide B tal como se describe en el ejemplo 2, establecida a partir de los linfocitos de un
paciente que padece SEP y que presentan una actividad de transcriptasa inversa detectable segun la técnica
descrita por Perron et al. (3).

Se han identificado oligonucleétidos para amplificar un ADNc clonado en el banco nucleico entra la region 3’ del clon
PSJ17 (pol) y la regién 5’ (LTR) del clon FBd3. Se han efectuado reacciones de control de manera que se controla la
presencia de contaminantes (reaccion sobre agua). Las reacciones de PCR efectuadas sobre los acidos nucleicos
clonados en el banco con diferentes pares de cebadores han permitido amplificar una serie de clones que unen unas
secuencias pol a las secuencias env o LTR de tipo MSRV-1.

Dos clones son representativos de las secuencias obtenidas en el banco de ADNc celular:

- el clon JLBc1, cuya secuencia SEC ID n° 52 se representa en la figura 16;
- el clon JLBc2, cuya secuencia SEC ID n° 53 se representa en la figura 17.

Las secuencias de los clones JLBc1 y JLBc2 son homologas a la del clon FBd3, asi como aparece en las figuras 18
y 19. La homologia entre el clon JLBc1 y el clon JLBc2 se representa en la figura 20.

Las homologias entre los clones JLBc1 y JLBc2 por una parte, y la secuencia HSERV9 por otra parte, se
representan respectivamente en las figuras 21y 22.

Se observa que la regién de homologia entre JLB1 y JLB2 y FBd3 comprende, con algunas variaciones de
secuencia y de tamario del "inserto", la secuencia suplementaria ausente ("insertada") en la secuencia env HSERV-
9, tal como se describe en el ejemplo 8.

Se observa asimismo que la region "pol" clonada es muy homoéloga a HSERV-9, que no posee ninguna trama de
lectura (teniendo en cuenta los errores de secuencias inducidos por las técnicas usadas, incluyendo el secuenciador
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automatico) y diverge de las secuencias MSERV-1 obtenidas a partir de viriones. Puesto que estas secuencias se
clonaron a partir del ARN de células que expresan particulas MSRV-1, es probable que procedan de elementos
retroviricos endégenos emparentados a la familia ERV9; esto, aun mas cuando los genes pol y env estan presentes
en un mismo ARN que, evidentemente, no es el ARN gendmico MSRV-1. Ciertos de estos elementos ERV9 poseen
unos LTR funcionales activables mediante virus replicativos que codifican para unos transactivadores homologos o
heterdlogos. En estas condiciones, el parentesco entre MSRV-1 y HSERV-9 hace posible la transactivacién de los
elementos ERV9 enddgenos defectivos (o no) por proteinas transactivadores MSRV-1 homdlogas, incluso idénticas.

Dicho fenédmeno puede inducir una interferencia virica entre la expresion de MSRV-1 y los elementos endégenos
emparentados. Dicha interferencia conduce generalmente a una expresiéon denominada "defectiva-interferente”, de
la que ciertas caracteristicas se han encontrado en los cultivos estudiados infectados por MSRV-1. Ademas, dicho
fendmeno genera la expresion de polipéptidos, incluso de proteinas retroviricas enddégenas que no son
obligatoriamente toleradas por el sistema inmunitario. Dicho esquema de expresion aberrante de elementos
endogenos emparentados a MSRV-1 e inducido por éste es susceptible de multiplicar los antigenos aberrantes vy,
por lo tanto, contribuir a la induccién de procesos autoinmunes tales como se observan en la SEP.

Sin embargo, es esencial notar que los clones JLBc1 y JLBc2 difieren de la secuencia ERV9 o HSERV-9 ya descrita,
porque poseen una region env mas larga que comprende una region suplementaria totalmente divergente de ERV9.
Por lo tanto, se puede definir su parentesco con la familia endégena ERV9, pero constituyen evidentemente
elementos originales, nunca descritos hasta ahora. En efecto, la interrogacion de los bancos de datos de secuencias
nucleicas disponibles en la version n°® 15 (1995) del programa "Entrez" (NCBI, NIH, Bethesda, USA) no ha permitido
identificar ninguna secuencia homéloga conocida en la regién env de estos clones.

EJEMPLO 10: OBTENCION DE LAS SECUENCIAS SITUADAS EN LA REGION 5’ pol Y 3’ gag DEL GENOMA
RETROVIRICO MSRV-1

Tal como ya se ha descrito en el ejemplo 5, se ha usado una técnica de PCR derivada de la técnica publicada por
Frohman (19). La técnica derivada permite, con la ayuda de un cebador especifico en direcciéon 3’ del genoma a
amplificar, alargar la secuencia hacia la region 5 del genoma a analizar. Esta variante técnica se describe en la
documentacion de la compafiia "Clontech Laboratories Inc., (Palo-Alto California, USA) suministrada con su producto
"5’-AmpliFINDER™ RACE Kit", que se ha usado sobre una fraccién de viridon purificado como se ha descrito
anteriormente.

A fin de realizar una amplificacion de la region 5’ del genoma retrovirico MSRV-1 que empieza en la secuencia pol
ya secuenciada (clon F11-1) y que se extiende hacia el gen gag, se han definido unos cebadores especificos MSRV-
1.

Los cebadores 3’ especificos usados en el protocolo del kit para la sintesis del ADNc y la amplificacion PCR son
respectivamente complementarios a las secuencias MSRV-1 siguientes:

ADNc: (SEC ID n° 54) CCTGAGTTCTTGCACTAACCC
amplificacion: (SEC ID n° 55) GTCCGTTGGGTTTCCTTACTCCT

Los productos que proceden de la PCR se han extraido después de la purificaciéon sobre gel de agarosa segun los
métodos habituales (17), y después se han resuspendido en 10 ml de agua destilada. Consistiendo una de las
propiedades de la polimerasas Taq en afiadir una adenina en el extremo 3’ de cada una de las dos hebras de ADN,
el ADN obtenido se ha insertado directamente en un plasmido con la ayuda del kit TA Cloning™ (British
Biotechnology). Se han mezclado los 2 ul de disoluciéon de ADN con 5 ul de agua destilada estéril, 1 yl de un tampon
de ligacion 10 veces concentrado "10X LIGATION BUFFER", 2 pyl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 pl de "TA
DNA LIGASE". Se ha incubado esta mezcla durante una noche a 12°C. Se han realizado las siguientes etapas
segun las instrucciones del kit TA CIoning® (British Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de
bacterias recombinantes (blanco) se han recultivado para permitir la extracciéon de los plasmidos incorporados segun
el procedimiento denominado "miniprep" (17). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se ha
escindido mediante una enzima de restriccion apropiada y se ha analizado sobre gel de agarosa. Se han
seleccionado los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV después del marcado del gel de bromuro
de etidio, para la secuenciacion del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor
Sp6 presente en el pldsmido de clonacion del TA Cloning Kit®. Después, se ha efectuado la reaccion previa a la
secuenciacion segun el método preconizado para el uso del kit de secuenciacién "Prism ready reaction kit dye
deoxyterminator cycle Sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384) y se ha realizado la secuenciacion
automatica con el aparato "Automatic Sequencer, modelo 373 A Applied Biosystems segun las instrucciones del
fabricante.

Este enfoque técnico se ha aplicado a una muestra de virion concentrado como se describe a continuacién, a partir
de una mezcla de sobrenadantes de cultivo producidos mediante lineas linfoblastoides B tales como se describen en
el ejemplo 2, establecidas a partir de los linfocitos de pacientes que padecen SEP y que presentan una actividad de
transcriptasa inversa detectable segun la técnica descrita por Perron et al. (3): los sobrenadantes de cultivos se
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recogen dos veces por semana, se precentrifugan a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos para eliminar los restos
celulares, y después se congelan a -80°C o se usan tal cual para las siguientes etapas. Los sobrenadantes frescos o
descongelados se centrifugan sobre un tampdn de PBS-glicerol 30% a 100.000 g durante 2 horas a 4°C. Después
de la eliminacioén del sobrenadante, el residuo sedimentado constituye la muestra de viriones concentrados, pero no
purificados. El residuo asi obtenido se recoge entonces en un pequefio volumen de un tampoén adecuado para la
extraccion de ARN. La reaccion de sintesis de ADNc mencionada anteriormente se realiza sobre este ARN extraido
de virion extracelular concentrado.

La amplificacion de RT-PCR segun la técnica citada anteriormente, ha permitido obtener el clon GM3 cuya
secuencia identificada mediante la SEC ID n° 56 se representa en la figura 23.

En la figura 24, la homologia de secuencia entre el clon GMP3 y el retrovirus HSERV-9 se representa en la tabla
matricial mediante un trazo lleno, para cualquier homologia parcial superior o igual a 65%.

En sintesis, en la figura 25 se representa la localizacion de los diferentes clones anteriormente estudiados, con
relacion al genoma ERV9 conocido. En la figura 25, siendo la region env MSRV-1 mas larga que el gen env de
ERV9 de referencia, la regidon suplementaria se representa por encima del punto de insercién segun una "V",
entendiéndose que el material insertado presenta una variabilidad de secuencia y de tamafio entre los clones
representados (JLBc1, JLBc2, FBd3). Y en la figura 26 se representa la posicion de diferentes clones estudiados en
la regiéon MSRV-1 pol*.

Gracias al clon GM3 descrito anteriormente, se ha podido definir una posible trama de lectura, que cubre el conjunto
del gen pol, referenciado segun la SEC ID n°® 57, representado en las figuras sucesivas 27a a 27c.

EJEMPLO 11: DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS ANTI-MSRV-1 EN EL SUERO HUMANO

La identificacidon de la secuencia del gen pol del retrovirus MSRV-1 y de una trama de lectura abierta de este gen ha
permitido determinar la secuencia SEC ID n° 39 de aminoacidos de una regién de dicho gen, referenciada SEC ID n°
40 (véase la figura 28).

Se han ensayado diferentes péptidos sintéticos que corresponden a fragmentos de la secuencia proteica de la
transcriptasa inversa MSRV-1 codificada por el gen pol, para su especificidad antigénica frente a sueros de
pacientes que padecen SEP y de pacientes de control sanos.

Se han sintetizado los péptidos quimicamente mediante sintesis en fase sélida, segun la técnica de Merrifield
(Barany G. y Merrifield R.B, 1980, en The Peptides, 2, 1-284, Gross E y Meienhofer J, Eds Academic Press, Nueva
York). Las modalidades practicas son las descritas a continuacion.

a)_Sintesis de los péptidos:

Se han sintetizado los péptidos sobre una resina de fenilacetamidometilo (PAM)/poliestireno/divinilbenceno (Applied
Biosystems, Inc. Foster City, CA) usando un sintetizador automatico "Applied Biosystems 430A". Los aminoacidos se
enlazan en forma de ésteres de hidroxibenzotriazol (HOBT). Los aminoacidos usados proceden de Novabiochem
(Lautflerlfingen, Suiza) o de Bachem (Bubendorf, Suiza).

La sintesis quimica se ha efectuado usando un protocolo de doble enlace con la N-metilpirrolidona (NMP) como
disolvente. Los péptidos se han escindido de la resina asi como las protecciones laterales, de manera simultanea,
con la ayuda de &cido fluorhidrico (HF) en un aparato apropiado (aparato de escision de tipo |, Peptide Institute,
Osaka, Japon).

Para 1 g de peptidilresina, 10 ml de HF, se usan 1 ml de anisol y 1 ml de dimetilsulfuro 5DMS. La mezcla se agita
durante 45 minutos a -2°C. Entonces, se evapora el HF a vacio. Después de lavados intensivos con éter, el péptido
se eluye de la resina mediante acido acético al 10%, y después se liofiliza.

Los péptidos se purifican mediante cromatografia liquida ultrarrapida preparativa sobre una columna VYDAC de tipo
C18(250 x 21 mm) (The Séparation Group, Hesperia, CA, USA). La elucién se realiza mediante un gradiente de
acetonitrilo con un caudal de 22 ml/min. Las fracciones recogidas se controlan mediante una elucién en condicion
isocratica sobre una columna VYDAC® C18 analitica (250 x 4,6 mm) con un caudal de 1 ml/min. Las fracciones que
presentan el mismo tiempo de retencion se reunen y se liofilizan. Después, se analiza la fraccion mayoritaria
mediante cromatografia liquida ultrarrapida analitica, con el sistema descrito anteriormente. El péptido que se
considera como de pureza aceptable se traduce por un pico Unico que representa 95% minimo del cromatograma.

Después, se analizan los péptidos purificados con el objeto de controlar su composicién de aminoacidos, con la
ayuda de un analizador de aminoacidos automatico Applied Biosystems 420H. La medicién de la masa molecular
quimica (media) de los péptidos se obtiene usando la espectrometria de masas L.S.|.M.S en modo de i6n positivo en
un instrumento de doble focalizacion VG. ZAB.ZSEQ unido a un sistema de adquisicion DEC-VAX 2000 (VG
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analytical Ltd, Manchester, Inglaterra).

La reactividad de los diferentes péptidos se ha ensayado contra sueros de pacientes que padecen SEP y contra
sueros de pacientes de control sanos. Esto ha permitido seleccionar un péptido denominado POL2B cuya secuencia
se representa en la figura 28 en el identificador SEC ID n° 39 siguiente, codificado por el gen pol de MSRV-1
(nucledtidos 181 a 330).

b) Propiedades antigénicas:

Las propiedades antigénicas del péptido POL2B se han demostrado segun el protocolo de ELISA descrito a
continuacion.

El péptido POL2B liofilizado se ha disuelto en agua destilada estéril con una concentracion de 1 mg/ml. Esta
disolucion madre se ha alicuotado y se ha guardado a +4°C para el uso dentro de una quincena de dias, o se ha
congelado a -20°C, para un uso dentro de los dos meses. Se ha diluido una alicuota en una disolucion de PBS
(Phosphate Buffer Saline) a fin de obtener una concentracion final de péptido de 1 microgramo/ml. Se disponen 100
microlitros de esta dilucion en cada pocillo de placas de microtitulacion (plastico "high-binding”, COSTAR ref. 3590).
Las placas se recubren con un adhesivo de tipo "plate-sealer" y se mantienen durante una noche a +4°C, para la
fase de adsorcion del péptido sobre el plastico. El adhesivo se quita y las placas se lavan tres veces con un volumen
de 300 microlitros de una disolucion A (PBS 1x, 0,05% de Tween 20®), después se les da la vuelta sobre una tela
absorbente. Las placas asi escurridas se llenan con 200 microlitros por pocillo de una disolucién B (disolucion A +
10% de suero de cabra), y después se recubren con un adhesivo y se incuban durante 45 minutos a 1 hora, a 37°C.
Después, las placas se lavan tres veces con la disolucién A, como se ha descrito anteriormente.

Las muestras de suero a ensayar se diluyen previamente al 1/50 en la disolucién B, y 100 microlitros de cada suero
diluido a ensayar se depositan en los pocillos de cada placa de microtitulacién. Se deposita un control negativo en
un pocillo de cada placa, en forma de 100 microlitros de tampdn B. Las placas recubiertas con un adhesivo se
incuban entonces durante 1 a 3 horas, a 37°C. Después, las placas se lavan tres veces con la disoluciéon A, como se
ha descrito anteriormente. Paralelamente, se diluye un anticuerpo de cabra marcado con peroxidasa y dirigido contra
los 1gG (Sigma Immunochemicals ref. A6029) o los IgM (Cappel ref. 55228) humanos en la disolucion B (dilucion
1/5000 para el anti-lgG y 1/1000 para el anti-lgM). Entonces, se depositan 100 microlitros de la dilucién adecuada
del anticuerpo marcado en cada pocillo de las placas de microtitulacion, y las placas recubiertas con un adhesivo se
incuban durante 1 a 2 horas, a 37°C. Después, se efectia nuevamente un lavado de las placas como se ha descrito
anteriormente. Paralelamente, el sustrato de la peroxidasa se prepara segun las indicaciones del kit "Sigma fast
OPD kit" (Sigma Immunochemicals, ref. P9187). Se depositan 100 microlitros de disolucién-sustrato en cada pocillo,
y las placas se colocan al abrigo de la luz durante 20 a 30 minutos, a temperatura ambiente.

Una vez la reaccion coloreada se ha estabilizado, las placas se colocan inmediatamente en un lector
espectrofotometro de placas ELISA, y la densidad o6ptica (D.O.) de cada pocillo se lee con una longitud de onda de
492 nm. Alternativamente, se depositan 30 microlitros de HCL 1N en cada pocillo para detener la reaccion, y las
placas se leen mediante el espectrofotémetro en las 24 horas.

Las muestras seroldgicas se disponen en doble o en triple, y se calcula la densidad éptica (D.O.) que corresponde al
suero ensayado calculando la media de las D.O. obtenidas para una misma muestra, con la misma dilucién.

La D.O. neta de cada suero corresponde a la D.O. media del suero de la que se resta la D.O. media del control
negativo (disolucion B: PBS, 0,05% de Tween 20®, 10% de suero de cabra).

c) Deteccién de anticuerpos 1gG anti-MSRV-1 mediante ELISA

Se ha usado la técnica descrita anteriormente con al péptido POL2B para buscar la presencia de anticuerpos 1gG
especificos anti-MSRV-1 en el suero de 29 pacientes, para los cuales se ha hecho un diagnéstico cierto o probable
de SEP segun los criterios de Poser (23), y de 32 controles sanos (donantes de sangre).

En la figura 29, se representan los resultados de cada suero ensayado con un anticuerpo anti-lgG. Cada barra
vertical representa la densidad optica (D.O. a 492 nm) neta de un suero ensayado. El eje de ordenadas indica la
D.O. neta en el pico de las barras verticales. Las 29 primeras barras verticales situadas a la izquierda de la linea
punteada vertical, representan los sueros de 29 casos de SEP ensayados, y las 32 barras verticales situadas a la
derecha de la linea punteada vertical, representan los sueros de 32 controles sanos (donantes de sangre).

La media de las D.O. netas de los SEP ensayadas es de: 0,62. La grafica permite visualizar 5 controles cuya D.O.
neta emerge por encima de los valores agrupados de la poblaciéon de control. Estos valores pueden representar la
presencia de IgG especificos en pacientes seropositivos no-enfermos. Por lo tanto, se han evaluado dos métodos
para determinar el umbral estadistico de positividad del ensayo.

La media de las D.O. netas de los controles, incluyendo los controles con D.O. netas elevadas, es de 0,36. Sin los 5
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controles cuyas D.O. netas son superiores o iguales a 0,5, la media de los controles "negativos" es de 0,33. La
desviacion tipica de los controles negativos es de 0,10. Se puede calcular un umbral de positividad tedrica segun la
férmula:

valor umbral (media de las D.O. netas de los controles seronegativos) + (2 6 3 desviaciones tipicas de las D.O. netas
de los controles seronegativos)

En el primer caso, se considera que existen seropositivos no-enfermos, y el valor umbral es igual a: 0,33 + (2 x 0,10)
= 0,53. Los resultados negativos representan un "ruido de fondo" no especifico de la presencia de anticuerpos
especificamente dirigidos contra un epitopo del péptido.

En el segundo caso, si el conjunto de los controles constituidos por donantes de sangre con una buena salud
aparente se toma como base de referencia, sin excluir los sueros a priori seropositivos, la desviacion tipica de los
"controles no-SEP" es de 0,116. Entonces, el valor umbral es: 0,36 + (2 x 0,116) = 0,59.

Segun este analisis, el ensayo es especifico de la SEP. En este aspecto, se constata que el ensayo es especifico de
la SEP, puesto que tal como se muestra en la tabla 1, ningun control tiene una D.O. neta por encima de este umbral.
Realmente, este resultado refleja el hecho de que las titulaciones de los anticuerpos en los pacientes que padecen
SEP son mayoritariamente mas elevadas que en los controles sanos que han estado en contacto con MSRV-1.

TABLA n° 1
SEP CONTROLES

0,681 0,3515
1,0425 0,56

0,5675 0,3565

0,63 0,449

0,588 0,2825
0,645 0,55
0,6635 0,52

0,576 0,2535
0,7765 0,55
0,5745 0,51
0,513 0,426
0,4325 0,451
0,7255 0,227

0,859 0,3905
0,6435 0,265

0,5795 0,4295
0,8655 0,291
0,671 0,347

0,596 0,4495

0,652 0,3725
0,602 0,181

0,525 0,2725

0,53 0,426

0,565 0,1915
0,517 0,222
0,607 0,395
0,3705 0,34
0,397 0,307
0,4395 0,219

0,491 0,491

0,2265

0,2605
MEDIA 0,62 0,33
DESVIACION TIiPICA 0,14 0,10
VALOR UMBRAL 0,53

En funcién del primer modo de calculo y como se representa en la figura 29 y en la tabla correspondiente 1, 26 de
los 29 sueros SEP dan un resultado positivo (D.O. neta superior o igual a 0,50) indicando la presencia de IgG
especificamente dirigidos contra el péptido POL2B, por lo tanto contra una parte de la enzima de transcriptasa
inversa del retrovirus MSRV-1 codificada por su gen pol y, por consiguiente, contra el retrovirus MSRV-1, Asi,
aproximadamente 90% de los pacientes SEP ensayados han reaccionado contra un epitopo portado por el péptido
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POL2B y presentan IgG circulantes dirigidos contra este ultimo.

Cinco donantes de sangre, aparentemente con una buena salud, de 32 presentan un resultado positivo. Asi, aparece
que aproximadamente 15% de la poblacion no-enferma puede haber estado en contacto con un epitopo portado por
el péptido POL2B en condiciones que han llevado a una inmunizacién activa que se traduce por la persistencia de
IgG séricos especificos. Estas condiciones son compatibles con una inmunizacién contra la transcriptasa inversa del
retrovirus MSRV-1, durante una infeccion por el (y/o reactivacion del) retrovirus MSRV-1. La ausencia de patologia
neuroldgica aparente que evoca la SEP en estos controles seropositivos puede indicar que son portadores sanos,
que han eliminado un virus infeccioso después de haberse inmunizado o que constituyen una poblacion con riesgo
de portadores crénicos. En efecto, los datos epidemiolégicos que muestran que un agente patégeno presente en el
entorno de las regiones con alta preponderancia de SEP puede ser la causa de esta enfermedad, implican que una
fraccion de la poblacion libre de SEP ha estado necesariamente en contacto con dicho agente patdgeno. Se ha
demostrado que el retrovirus MSRV-1 constituye la totalidad o parte de este "agente patégeno” origen de la SEP, y
es por lo tanto normal que unos controles tomados en una poblacién sana presenten anticuerpos de tipo IgG contra
componentes del retrovirus MSRV-1. Asi, la diferencia de seropreponderancia entre los SEP y la poblacion de
control es extremadamente significativa: ensayo "chi-2", p<0,001. Estos resultados estan por lo tanto a favor de un
papel etiopatogénico de MSRV-1 en la SEP.

d) Deteccion de anticuerpos IgM anti-MSRV-1 mediante ELISA

Se ha usado la técnica de ELISA con el péptido POL2B para buscar la presencia de anticuerpos especificos IgM
anti-MSRV-1 en el suero de 36 pacientes, para los cuales se ha hecho un diagnéstico cierto o probable de SEP
segun los criterios de Poser (23), y de 42 controles sanos (donantes de sangre).

En la figura 30, se representan los resultados de cada suero ensayado con un anticuerpo anti-IgM. Cada barra
vertical representa la densidad optica (D.O. a 492 nm) neta de un suero ensayado. El eje de ordenadas indica la
D.O. neta en el pico de las barras verticales. Las 36 primeras barras verticales situadas a la izquierda de la linea
vertical que corta el eje de abscisas representan los sueros de 36 casos de SEP ensayados, y las barras verticales
situadas a la derecha de la linea discontinua vertical representan los sueros de 42 controles sanos (donantes de
sangre). La linea horizontal trazada en el medio de la grafica representa un umbral tedrico que delimita los
resultados positivos (cuyo pico de la barra se situa por encima), y los resultados negativos (cuyo pico de la barra se
situa por debajo).

La media de las D.O. netas de las SEP ensayadas es de: 0,19.
La media de las D.O. netas de los controles es de: 0,09.
La desviacion tipica de los controles negativos es de: 0,05.

Debido a la pequefia diferencia entre la media y la desviacion tipica de los controles, el umbral de positividad teérico
se puede calcular segun la férmula:

valor umbral = (media de las D.O. netas de los controles seronegativos) + (3 x desviacion tipica de las D.O. netas de
los controles seronegativos)

El valor umbral es, por lo tanto, igual a 0,09 + (3 x 0,05) = 0,26; es decir, en la practica, 0,25.

Los resultados negativos representan un "ruido de fondo" no especifico de la presencia de anticuerpos
especificamente dirigidos contra un epitopo del péptido.

Segun este analisis y como se muestra en la figura 30 y en la tabla 2 correspondiente, el ensayo IgM es especifico
de la SEP, puesto que ningun control tiene una D.O. neta por encima del umbral. Siete de los 36 sueros SEP
producen un resultado IgM positivo; ahora bien, el estudio de los datos clinicos revela que estos sueros positivos se
han extraido durante un primer brote de SEP o de un brote agudo en enfermos no tratados. Se sabe que los IgM
dirigidos contra agentes patdégenos se producen durante las primeras infecciones o durante las reactivaciones tras
una fase de latencia de dicho agente patégeno.

La diferencia de seropreponderancia entre las SEP y la poblaciéon de control es extremadamente significativa:
ensayo "chi-2", p<0,001.

Estos resultados estan a favor de un papel etiopatogénico de MSRV-1 en la SEP.

La deteccién de los anticuerpos IgM e IgG contra el péptido POL2B permite evaluar la evolucién de una infeccion
mediante MSRV-1 y/o de la reactivacion virica de MSRV-1.
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TABLA n° 2
SEP CONTROLES
0,064 0,243
0,087 0,11
0,044 0,098
0,115 0,028
0,089 0,094
0,025 0,038
0,097 0,176
0,108 0,146
0,018 0,049
0,234 0,161
0,274 0,113
0,225 0,079
0,314 0,093
0,522 0,127
0,306 0,02
0,143 0,052
0,375 0,062
0,142 0,074
0,157 0,043
0,168 0,046
1,051 0,041
0,104 0,13
0,187 0,153
0,044 0,107
0,053 0,178
0,153 0,114
0,07 0,078
0,033 0,118
0,104 0,177
0,187 0,026
0,044 0,024
0,053 0,046
0,153 0,116
0,07 0,04
0,033 0,028
0,973 0,073

0,008
0,074
0,141
0,219
0,047
0,017

MEDIA 0,19 0,09

DESVIACION TIPICA 0,23 0,05

VALOR UMBRAL 0,26

e) Busqueda de epitopos inmunodominantes en el péptido POL2B:

Con el fin de reducir el ruido de fondo no especifico y de optimizar la deteccion de las respuestas de los anticuerpos
anti-MSRV-1, se ha realizado la sintesis de octapéptidos, sucesivamente desplazados de un aminoacido, que
cubren el conjunto de la secuencia determinada mediante POL2B, segun el protocolo descrito a continuaciéon.

Se ha realizado la sintesis quimica de octapéptidos solapantes que cubren la secuencia de aminoacidos 61-110
representada en el identificador SEC ID n° 39 en una membrana de celulosa activada segun la técnica de BERG et
al. (1989. J. Ann. Chem. Soc., 111, 8024-8026) comercializada por Cambridge Research Biochemicals con la
denominacién comercial Spotscan. Esta técnica permite la sintesis simultanea de un gran ndmero de péptidos y su
analisis.

La sintesis se realiza con aminodcidos esterificados cuyo grupo a-amina esta protegido por un grupo FMOC (Nova
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Biochem), y los grupos laterales por grupos protectores tales como ftritilo, éster de t-butilo o éter de t-butilo. Los
aminoacidos se solubilizan en N-metil-pirrolidona (NMP) a la concentracién de 300 nM, y se depositan 0,9 ul a nivel
de los puntos de depdsito de azul de bromofenol. Después de una incubacién de 15 minutos, se realiza nuevamente
un depdsito de aminoacidos seguido de otra incubacion de 15 minutos. Si se efectia el enlace entre dos
aminoacidos correctamente, se observa una modificacion de la coloracion (paso del azul al verde-amarillo). Después
de tres lavados en DMF, se efectia una etapa de acetilacion mediante anhidrido acético. Se desprotegen a
continuacion los grupos aminados terminales de los péptidos en curso de sintesis mediante piperidina al 20% en
DMF. Los puntos de deposito se recolorean mediante una disolucion de azul de bromofenol al 1% en DMF, se lavan
tres veces con metanol y se secan. El conjunto de estas operaciones constituye un ciclo de adicién de un
aminoacido, y este siclo se repite hasta el final de la sintesis. Cuando se han afiadido todos los aminoacidos, se
desprotege el grupo NH-terminal del ultimo aminoacido mediante piperidina al 20% en DMF, y se acetila mediante
anhidrido acético. Los grupos protectores de la cadena lateral se retiran mediante una mezcla de
diclorometano/acido trifluoroacético/triisobutilsilano (5 ml/5 ml/250 pl). Después se ensaya la inmunorreactividad de
los péptidos mediante ELISA.

Después de la doble sintesis de los diferentes octapéptidos sobre dos membranas diferentes, estas ultimas se
aclaran con metanol y se lavan en TBS (Tris 0,1M pH 7,2), y después se incuban durante una noche a temperatura
ambiente en un tampodn de saturacion. Después de varios lavados en TBS-T (tris 0,1M pH 7,2 - 0,05% de Tween
20), se incuba una membrana con una disolucién al 1/50 de un suero de referencia que procede de un paciente que
padece SEP, y la otra membrana con una dilucién al 1/50 de un grupo de sueros de controles sanos. Las
membranas se incuban durante 4 horas a temperatura ambiente. Después de los lavados con TBS-T, se afiade un
conjugado anti-inmunoglobulinas humanas marcado con B-galactosidasa (comercializado por Cambridge Research
Biomedicals) a una dilucién al 1/200, y el conjunto se incuba durante dos horas a temperatura ambiente. Después de
los lavados de las membranas con TBS-T 0,05% y PBS, se revela la inmunorreactividad a nivel de los diferentes
puntos mediante adicion de 5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactopiranosida en potasio. La intensidad de coloracion
de los puntos se estima cualitativamente con un valor relativo de 0 a 5, como se representa en las figuras 31 a 33
anexas.

Asi, se puede determinar dos regiones inmunodominantes en cada extremo del péptido POL2B que corresponden
respectivamente a las secuencias de aminoacidos 65-75 (SEC ID n° 41) y 92-109 (SEC ID n° 42), segun la figura 34,
y comprendidas respectivamente entre los octapéptidos Phe-Cys-lle-Pro-Val-Arg-Pro-Asp (FCIPVRPD) y Arg-Pro-
Asp-Ser-GIn-Phe-Leu-Phe (RPDSQFLF), y Thr-Val-Leu-Pro-GIn-Gly-Phe-Arg (TVLPQGFR) y Leu-Phe-Gly-GIn-Ala-
Leu-Ala-GIn (LFGQALAQ) y una regiéon menos activa, pero aparentemente mas especifica, debido a que no produce
ningun ruido de fondo con el suero de control, representada mediante los octapéptidos Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-
Pro-Leu (LFAFEDPL) (SEC ID n° 43) y Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn (FAFEDPLN) (SEC ID n° 44).

Estas regiones permiten definir nuevos péptidos mas especificos y mas inmunorreactivos segun las técnicas
habituales.

Asi, es posible, gracias a los descubrimientos efectuados y a los métodos llevados a cabo por los inventores, realizar
un diagnéstico de la infeccidn y/o de la reactivacion MSRV-1, y evaluar una terapia en la SEP en base a su eficacia
para "hacer negativa" la deteccion de estos agentes en los fluidos biolégicos de los pacientes. Ademas, la deteccion
precoz en personas que no presentan todavia sefiales neurolégicas de SEP, podria permitir instaurar un tratamiento
tanto mas eficaz de la evolucion clinica posterior por cuanto que precederia el estado lesional que corresponde a la
aparicion de los trastornos neuroldgicos. Ahora bien, hoy en dia, no se puede establecer un diagnéstico de SEP
antes de la instalacion de una sintomatologia neuroldgica lesional y, por lo tanto, no se ha instaurado ningun
tratamiento antes de la emergencia de una clinica evocadora de lesiones del sistema nervioso central ya
consecuentes. El diagnéstico de una infeccion y/o de una reactivacion de MSRV-1 y/o MSRV-2 en el ser humano es
por lo tanto determinante, y la presente invencién suministra los medios para ello.

Asi, es posible, ademas de realizar un diagnéstico de la infecciéon y/o de la reactivaciéon de MSRV-1, evaluar una
terapia en la SEP en base a su eficacia en "hacer negativa" la deteccion de estos agentes en los fluidos bioldgicos
de los pacientes.

EJEMPLO 12: OBTENCION DE UN CLON LB19 QUE CONTIENE UNA PARTE DEL GEN GAG DEL
RETROVIRUS MSRV-1

Se ha usado una técnica de PCR derivada de la técnica publicada por Gonzalez-Quintial R. et al. (19) y PLAZA et al.
(25). A partir de los ARN totales extraidos de una fraccion de virién purificado como se ha descrito anteriormente, se
ha sintetizado el ADNc con la ayuda de un cebador especifico (SEC ID n° 64) en direccion 3’ del genoma a
amplificar, usando la EXPAND™ REVERSE TRANSCRIPTASE (BOEHRINGER MANNHEIM).

ADNc: AAGGGGCATG GACGAGGTGG TGGCTTATTT (SEC ID n° 65) (anti-sentido)

Después de la purificacion, se ha afiadido una cola poli G en el extremo 5’ del ADNc con la ayuda del kit "Terminal
transferases kit" comercializado por la compafiia Boehringer Mannheim, segun el protocolo del fabricante.
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Se ha realizado una PCR de anclaje con la ayuda de los cebadores 5’ y 3’ siguientes:

AGATCTGCAG AATTCGATAT CACCCCCCCC CCCCCC (SEC ID n° 91) (sentido),
AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT (SEC ID n° 64) (anti-sentido)

Después, se ha realizado una PCR de anclaje semi-anidada con los cebadores 5’ y 3’ siguientes:

AGATCTGCAG AATTCGATAT CA (SEC ID n° 92) (sentido), y
AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT (SEC ID n° 64) (anti-sentido)

Los productos que proceden de la PCR se han purificado después de la purificacion sobre gel de agarosa segun los
métodos habituales (17), y después se han resuspendido en 10 microlitros de agua destilada. Consistiendo una de
las propiedades de la polimerasa Taq en afadir una adenina en el extremo 3’ de cada una de las dos hebras de
ADN, el ADN obtenido se ha insertado directamente en un plasmido con la ayuda del kit TA CIoningTM (British
Biotechnology). Se han mezclado los 2 pl de disolucién de ADN con 5 pl de agua destilada estéril, 1 pyl de un tampdn
de ligacion 10 veces concentrado "10X LIGATION BUFFER", 2 ul de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 ul de "T4ADNA
LIGASE". Esta mezcla se ha incubado durante una noche a 12°C. Las siguientes etapas se han realizado segun las
instrucciones del kit TA CIoning® (British Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias
recombinantes (blanco) se han replantado para ser cultivadas y permitir la extracciéon de los plasmidos incorporados
segun el procedimiento denominado "miniprep" (17). La preparaciéon de plasmido de cada colonia recombinante se
ha escindido mediante una enzima de restriccion apropiada, y se ha analizado sobre gel de agarosa. Los plasmidos
que poseen un inserto detectado bajo luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, se han
seleccionado para la secuenciacion del inserto, después de la hibridacion con un cebador complementario del
promotor Sp6 presente en el plasmido de clonacién del TA Cloning kit®. Después se ha efectuado la reaccion previa
a la secuenciacion segun el método preconizado para el uso del kit de secuenciacion "Prism ready reaction kit dye
deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref. 401384), y se ha realizado la secuenciacion
automatica con el aparato "Automatic sequencer, modelo 373 A" Applied Biosystems segun las instrucciones del
fabricante.

Se ha usado la amplificacion PCR segun la técnica citada anteriormente sobre un ADNc sintetizado a partir de los
acidos nucleicos de fracciones de particulas infecciosas purificadas en un gradiente de sacarosa, segun la técnica
descrita por H. Perron (13), a partir de sobrenadantes de cultivo de linfocitos B de un paciente que padece SEP,
inmortalizado por la cepa B95 del virus de Epstein-Barr (EBV), y que expresa unas particulas retroviricas asociadas
con una actividad de transcriptasa inversa tal como la descrita por Perron et al. (3) y en las solicitudes de patentes
francesas SEP 10, 11 y 12. El clon LB19 cuya secuencia identificada mediante SEC ID n° 59 se representa en la
figura 35.

Este clon permite definir, con el clon GM3 previamente secuenciado y el clon G+E+A (véase el Ejemplo 15), una
region de 690 pares de bases representativa de una parte significativa del gen gag del retrovirus MSRV-1, tal como
se representa en la figura 36. Esta secuencia denominada SEC ID n° 88 esta reconstituida a partir de diferentes
clones que se solapan en sus extremos. Esta secuencia se identifica con la denominacion region MSRV-1 "gag*". En
la figura 36, se representa una trama de lectura potencial con la traduccién en aminoacidos por debajo de la
secuencia de acidos nucleicos.

EJEMPLO 13: OBTENCION DE UN CLON FBd13 QUE CONTIENE UNA REGION DE GENE pol EMPARENTADA
AL RETROVIRUS MSRV-1, Y UNA REGION ENV APARENTEMENTE INCOMPLETA QUE CONTIENE UNA
TRAMA DE LECTURA (ORF) POTENCIAL PARA UNA GLUCOPROTEINA

Extraccion de los ARN viricos: Se han extraido los ARN segun el método brevemente descrito a continuacion.

Se centrifuga un "grupo” de sobrenadante de cultivo de linfocitos B de pacientes que padecen SEP (650 ml) durante
30 minutos a 10.000 g. El residuo virico obtenido se resuspende en 300 microlitros de PBS/10 mM de MgCl.. El
material se trata mediante una mezcla ADNasa (100 mg/ml)/ARNsa (50 mg/ml) durante 30 minutos a 37°C, y
después mediante proteinasa K (50 mg/ml) durante 30 minutos a 46°C.

Se extraen los acidos nucleicos mediante un volumen de una mezcla de fenol/SDS al 0,1% (v/v) calentado a 60°C, y
después se extraen de nuevo mediante un volumen de fenol/cloroformo (1/1; v/v).

La precipitacién del material se efectia mediante 2,5 V de etanol en presencia de 0,1 V de acetato de sodio pH =
5,2. El residuo obtenido después de la centrifugacion se resuspende en 50 microlitros de agua DEPC estéril.

La muestra se trata nuevamente mediante 50 mg/ml de ADNasa "ARNase free" durante 30 minutos a temperatura

ambiente, se extrae mediante un volumen de fenol/cloroformo, y se precipita en presencia de acetato de sodio y de
etanol.
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El ARN obtenido se cuantifica mediante lectura de D.O. a 260 nm. La presencia de MSRV-1 y la ausencia de
contaminante ADN se controlan mediante una PCR y una RTPCR MSRV-1 especifica asociada a una ELOSA
especifica del genoma MSRV-1.

Sintesis de ADNc:

Se usan 5 mg de ARN para sintetizar un ADNc cebado mediante un oligonucleétido polidT segun las instrucciones
del kit "cDNA Synthesis Module" (ref. RPN 1256, Amersham) con algunas modificaciones: la retrotranscripcion se
efectiia a 45°C en lugar de los 42°C recomendados.

El producto de sintesis se purifica mediante una doble extraccion y una doble purificacion siguiendo las instrucciones
del fabricante.

La presencia de MSRV-1 se verifica mediante una PCR MSRV-1 asociada con una ELOSA especifica del genoma
MSRV-1.

"Long distance PCR": (LD-PCR)

Se usan 500 ng de ADNc para la etapa de LD-PCR (Expand Long Template System; Boehringer (ref. 1681842)).
Se han usado varios pares de oligonucleétidos. Entre éstos, el par definido por los cebadores siguientes:

cebador 5’: GGAGAAGAGC AGCATAAGTG G(SEC ID n° 66)
cebador 3’: GTGCTGATTG GTGTATTTAC AATCC(SEC ID n° 67).

Las condiciones de amplificacion son las siguientes:

94°C durante 10 segundos

56°C durante 30 segundos

68°C durante 5 minutos;

Diez ciclos y después 20 ciclos con un incremento de 20 segundos a cada ciclo sobre el tiempo de elongacion. Al
final de esta primera amplificacién, se someten 2 microlitros de producto de amplificacion a una segunda
amplificacion en las mismas condiciones que las anteriores.

Las LD-PCR se llevan a un aparato PCR Perkin modelo 9600 en microtubos de pared fina (Boehringer).

Los productos de amplificacion se controlan mediante electroforesis de 1/5 del volumen de amplificacién (10
microlitros) en gel de agarosa al 1%. Para el par de cebadores descrito anteriormente, se obtiene una banda de

aproximadamente 1,7 Kb.

Clonacion del fragmento amplificado:

El producto de PCR se ha purificado mediante el paso sobre un gel de agarosa preparativo y después sobre una
columna Costar (Spin; D. Dutcher) segun las instrucciones del proveedor.

Se empalman 2 microlitros de la disoluciéon purificada con 50 ng de vector PCRIl segun las instrucciones del
proveedor (TA Cloning kit; British Biotechnology).

El vector recombinante obtenido se aisla mediante transformacion de las bacterias DH5aF’ competentes. Las
bacterias se seleccionan segun su resistencia a la ampicilina y la pérdida del metabolismo para Xgal (= colonias
blancas). La estructura molecular del vector recombinante se confirma mediante una minipreparacién plasmidica, y
se hidroliza mediante la enzima EcoR1.

Se ha seleccionado FBd13, un clon positivo para todos estos criterios. Se ha efectuado una preparacion a gran
escala del pladsmido recombinante con la ayuda del kit Midiprep Quiagen (ref. 12243) segun las instrucciones del
proveedor.

La secuenciacion del clon FBd3 se efectua gracias al kit Prism Ready Amplitaq FS dye terminador Perkin (ref.
402119) siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones de secuencias se depositan en un secuenciador
automatico Perkin de tipo 377 6 373A. La estrategia de secuenciacidn consiste en un "paseo sobre el gen" realizado
sobre las dos hebras del clon FBd13.

La secuencia del clon FBd13 se identifica mediante la SEC ID n° 58.

En la figura 37, la homologia de secuencia entre el clon FBd13 y el retrovirus HSERV-9 se representa en la tabla
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matricial mediante un trazo lleno, para cualquier homologia parcial superior o igual a 70%. Se puede constatar que
existen homologias en las regiones flanqueantes del clon (con el gen pol en direccidon 5’ y con el gen env, y después
LTR en direccién 3’), pero que la regién interna es totalmente divergente y no presenta ninguna homologia, incluso
baja, con el gen env de HSERV-9. Ademas, aparece que el clon FBd13 contiene una regién "env" mas larga que la
que se describe para el enddgeno defectivo HSERV-9; asi, se puede constatar que la regién divergente interna
constituye un "inserto" entre las regiones de homologia parcial con los genes defectivos HSERV-9.

Esta secuencia suplementaria determina una orf potencial, denominada ORF B13, representada mediante su
secuencia de aminoacido SEC ID n° 87.

La estructura molecular del clon FBd13 se ha analizado con la ayuda del programa GeneWork y de los bancos de
datos Genebank y SwissProt.

Se han encontrado 5 sitios de glucosilacion.
La proteina no tiene ninguna homologia significativa con unas secuencias ya conocidas.

Es probable que es clon proceda de una recombinacion con un elemento retrovirico endégeno (ERV), relacionado
con la replicacion de MSRV-1.

Dicho fendmeno genera la expresion de polipéptidos, incluso de proteinas retroviricas endégenas que no estan
necesariamente toleradas por el sistema inmunitario. Dicho esquema de expresion aberrante de elementos
endogenos emparentados a MSRV-1 y/o inducida por éste es susceptible de multiplicar los antigenos aberrantes y,
por lo tanto, contribuir a la induccién de procesos autoinmunes tales como se observan en la SEP. Evidentemente,
constituye un elemento original nunca descrito hasta ahora. En efecto, la interrogacion de los bancos de datos de
secuencias nucleicas disponibles en la version n® 19 (1996) del programa "Entrez" (NCBI, NIH, Bethesda, USA) no
ha permitido identificar ninguna secuencia homologa conocida que comprende el conjunto de la region env de este
clon.

EJEMPLO 14: OBTENCION DE UN CLON FP6 QUE CONTIENE UNA PARTE DEL GEN po/ CON UNA REGION
QUE CODIFICA PARA LA ENZIMA DE TRANSCRIPTASA INVERSA HOMOLOGA DEL CLON POL*MSRV-1, Y
UNA REGION 3’pol DIVERGENTE DE LAS SECUENCIAS EQUIVALENTES DESCRITAS EN LOS CLONES
POL*, tpol, FBd3, JLBc1Y JLBc2

Se ha efectuado una 3’'RACE sobre un ARN total extraido de plasma de un paciente que padece SEP. Se ha usado
como control negativo un plasma de control sano, tratado con las mismas condiciones. Se ha realizado la sintesis de
ADNCc con el cebador oligo dT modificado siguiente:

5 GACTCGCTGC AGATCGATTT TTTTTTTTTT TTTT 3 (SEC ID n° 68)

y la transcriptasa inversa "Expand RT" de Boehringer segun las condiciones preconizadas por la compaiia. Se ha
efectuado una PCR con la enzima Klentaq (Clontech) con las siguiente condiciones: 94°C durante 5 minutos y
después 93°C durante 1 minuto, 58°C durante 1 minuto, 68°C durante 3 minutos durante 40 ciclos y 68°C durante 8
minutos y con un volumen de reaccion final de 50 pl.

Cebadores usados para la PCR:

-cebador 5’, identificado mediante la SEC ID n° 69

5" GCCATCAAGC CACCCAAGAA CTCTTAACTT 3}

-cebador 3’, identificado mediante la SEC ID n° 68 (= la misma que para el ADNc)

Se ha realizado una segunda PCR denominada "semi-anidada" con un cebador 5’ situado en el interior de la region
ya amplificada. Esta segunda PCR se ha efectuado en las mismas condiciones experimentales que las usadas
durante la primera PCR, usando 10 pl del producto de amplificacion que procede de la primera PCR.

Cebadores usados para la PCR semi-anidada:

- cebador 5, identificado mediante la SEC ID n° 70
5 CCAATAGCCA GACCATTATA TACACTAATT 3;

- cebador 3, identificado mediante la SEC ID n° 68 (= la misma que para el ADNc)

Los cebadores SEC ID n° 69 y SEC ID n° 70 son especificos de la regién pol*: posicion n® 403 a n® 422 y n® 641 a n°
670 respectivamente.

Asi, se ha obtenido un producto de amplificacién a partir del ARN extracelular extraido del plasma de un paciente
que padece SEP. El fragmento correspondiente no se ha observado para el plasma de un control sano. Este
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producto de amplificacion se ha clonado de la siguiente manera.

El ADN amplificado se insertd en un plasmido con la ayuda del kit TA CIoningTM. Se mezclaron los 2 pl de disolucion
de ADN con 5 pl de agua destilada estéril, 1 yl de un tampén de ligacion 10 veces concentrado "10X LIGATION
BUFFER", 2 pl de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 pl de "TA DNA LIGASE". Esta mezcla se incub6 durante una
noche a 12°C. Las siguientes etapas se realizaron segun las instrucciones del kit TA CIoningTM (British
Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias recombinantes (blanco) se replantaron
para ser cultivadas y la extraccion de los plasmidos incorporados segun el procedimiento denominado de "miniprep"
(17). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se escindid mediante una enzima de restriccion
apropiada y se analizd sobre gel de agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV después
del marcado del gel con bromuro de etidio se seleccionaron para la secuenciacion del inserto, después de la
hibridacion con un cebador complementario del promotor Sp6 presente en el plasmido de clonacién del TA Cloning
kit®. Después, se ha realizado la reaccion previa a la secuenciacién segun el método preconizado para el uso del kit
de secuenciacion "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit" (Applied Biosystems, ref.
401384), y se ha realizado la secuenciacion automatica con el aparato "Automatic Sequencer, modelo 373 A"
Applied Biosystems, segun las instrucciones del fabricante.

El clon obtenido, denominado FP6, permite definir una regién de 467 pb homdloga en 89% a la region pol* del
retrovirus MSRV-1, y una region de 1167 pg homdloga en 64% a la regién pol de ERV-9 (n° 1634 a 2856).

El clon FP6 se representa en la figura 38 mediante su secuencia nucleotidica identificada mediante la SEC ID n° 61.
Las tres tramas de lectura potenciales de este clon se representan mediante su secuencia de aminoacido debajo de
la secuencia nucleotidica.

EJEMPLO 15: OBTENCION DE UNA REGION DENOMINADA G+E+A QUE CONTIENE UNA ORF PARA UNA
PROTEASA RETROVIRICA MEDIANTE AMPLIFICACION PCR DE LA SECUENCIA NUCLEICA CONTENIDA
ENTRE LA REGION 5 DEFINIDA POR EL CLON "GM3" Y LA REGION 3’ DEFINIDA POR EL CLON POL*, A
PARTIR DEL ARN EXTRAIDO DE UN GRUPO DE PLASMAS DE PACIENTES QUE PADECEN SEP

Se ha definido oligonucledtidos especificos de las secuencias MSRV-1 ya identificados por el solicitante para
amplificar el ARN retrovirico de viriones presentes en el plasma de pacientes que padecen SEP. Se han efectuado
reacciones de control a fin de controlar la presencia de contaminantes (reaccion sobre agua). La amplificacion
consiste en una etapa de RT-PCR, seguida de una PCR "anidada". Se han definido pares de cebadores para
amplificar tres regiones solapantes (denominadas G, E y A) en las regiones definidas por las secuencias de los
clones GM3 y pol*, previamente descritos.

RT-PCR semi-anidada para la amplificacién de la regién G:

- en el primer ciclo RT-PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 1: SEC ID n° 71 (sentido)
cebador 2: SEC ID n° 72 (anti-sentido)

- en el segundo ciclo PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 1: SEC ID n° 73 (sentido)
cebador 4: SEC ID n° 74 (anti-sentido)

RT-PCR anidada para la amplificaciéon de la region E:

- en el primer ciclo RT-PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 5: SEC ID n° 75 (sentido)
cebador 6: SEC ID n° 76 (anti-sentido)

- en el segundo ciclo PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 7: SEC ID n° 77 (sentido)
cebador 8: SEC ID n° 78 (anti-sentido)

RT-PCR semi-anidada para la amplificacién de la regién A:

- en el primer ciclo RT-PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 9: SEC ID n° 79 (sentido)
cebador 10: SEC ID n° 80 (anti-sentido)

30



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2379011 T3

- en el segundo ciclo PCR, se usan los siguientes cebadores:

cebador 9: SEC ID n° 81 (sentido)
cebador 11: SEC ID n° 82 (anti-sentido)

Los cebadores y las regiones G, E y A que definen se posicionan como en lo siguiente:

ADNc

Se ha determinado la secuencia de la regién definida por los diferentes clones G, E y A después de la clonacion y de
la secuenciacién de los productos de amplificacion "anidada".

Se han reunido los clones G, E y A mediante PCR con los cebadores 1 en direccién 5 del fragmento G y 11 en
direccion 3’ del fragmento A, descritos anteriormente. Se ha amplificado un fragmento G+E+A de aproximadamente
1580 pb y se ha insertado en un plasmido con la ayuda del kit TA Cloning (marca comercial). Se ha determinado la
secuencia del producto de amplificaciéon que corresponde a G+E+A y se ha realizado el andlisis de los
recubrimientos G+E y E+A. La secuencia se representa en la figura 39 y corresponde a la secuencia SEC ID n° 89.

Se ha encontrado una trama de lectura que codifica para una proteasa retrovirica MSRV-1 en la regién E. La
secuencia de aminoacido de la proteasa, identificada mediante SEC ID n° 90, se representa en la figura 40.

EJEMPLO 16: OBTENCION DE UN CLON LTRGAG12, EMPARENTADO A UN ELEMENTO RETROVIRICO
ENDOGENO (ERV) CERCANO DE MSRV-1, EN EL ADN DE UNA LINEA LINFOBLASTOIDE DE SEP QUE
PRODUCE VIRIONES Y QUE EXPRESA EL RETROVIRUS MSRV-1

Se ha efectuado una PCR anidada sobre el ADN extraido de una linea linfoblastoide (linfocitos B inmortalizados por
el virus EBV, cepa B95, como se ha descrito anteriormente y como es bien conocido por el experto en la materia)
que expresa el retrovirus MSRV-1 y que procede de los linfocitos de la sangre periférica de un enfermo que padece
SEP.

En la primera etapa de PCR, se han usado los siguientes cebadores:

cebador 4327: CTCGATTTCT TGCTGGGCCT TA(SEC ID n° 83)
cebador 3512: GTTGATTCCC TCCTCAAGCA(SEC ID n° 84)

Esta etapa comprende 35 ciclos de amplificacion con las siguientes condiciones: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C y
4 minutos a 72°C.

En la segunda etapa de PCR, se han usado los siguientes cebadores:

cebador 4294: CTCTACCAAT CAGCATGTGG(SEC ID n° 85)
cebador 3591: TGTTCCTCTT GGTCCCTAT(SEC ID n° 86)

Esta etapa comprende 35 ciclos de amplificacion con las siguientes condiciones: 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 54°C y
4 minutos a 72°C.

Los productos que proceden de la PCR se han purificado después de la purificacién sobre gel de agarosa segun los
métodos convencionales (17), y después se han resuspendido en 10 ml de agua destilada. Consistiendo una de las
propiedades de la polimerasa Taq en afadir una adenina en el extremo 3’ de cada una de las dos hebras de ADN, el
ADN obtenido ha sido directamente insertado en un plasmido con la ayuda del kit TA CIoningTM (British
Biotechnology). Los 2 ul de disolucion de ADN se han mezclado con 5 I de agua destilada estéril, 1 yl de un tampon
de ligacion 10 veces concentrado "10X LIGATION BUFFER", 2 ul de "pCR™ VECTOR" (25 ng/ml) y 1 ul de "TA DNA
LIGASE". Esta mezcla se incubd durante una noche a 12°C. Las siguientes etapas se realizaron segun las
instrucciones del kit TA CIoning® (British Biotechnology). Al final del procedimiento, las colonias blancas de bacterias
recombinantes (blanco) se replantaron para ser cultivadas y la extraccién de los plasmidos incorporados segun el
procedimiento denominado "miniprep" (17). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se escindio
mediante una enzima de restriccion apropiada y se analiz6 sobre gel de agarosa. Los plasmidos que tiene un inserto
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detectado bajo luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, se seleccionaron para la secuenciacion
del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor Sp6 presente en el plasmido de
clonacion del TA Cloning kit®. Después, se ha efectuado la reaccion previa a la secuenciacién segun el método
preconizado para el uso del kit de secuenciacion "Prism ready reaction kit dye deoxyterminator cycle sequencing kit"
(Applied Biosystems, ref. 401384), y se ha realizado la secuenciacion automatica con el aparato "Automatic
Sequencer, modelo 373 A Applied Biosystems segun las instrucciones del fabricante.

Asi, se ha podido obtener un clon denominado LTRGAG12 y se representa mediante su secuencia interna
identificada mediante la SEC ID n° 60.

Este clon es probablemente representativo de elementos enddgenos cercanos de ERV-9, presente en el ADN
humano, en particular en el ADN de pacientes que padecen SEP, y que pueden interferir con la expresion del
retrovirus MSRV-1, que por lo tanto, puede desempefiar un papel en la patogenia asociada al retrovirus MSRV-1 y
que puede servir de marcador de una expresion especifica en la patologia implicada.

EJEMPLO 17: DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS ANTI-MSRV-1 EN EL SUERO HUMANO

La identificacion de la secuencia del gen pol del retrovirus MSRV-1 y de una trama de lectura abierta de este gen ha
permitido determinar la secuencia SEC ID n° 63 de aminoacidos de una regién de dicho gen, referenciada mediante
la SEC ID n° 62.

Se han ensayado diferentes péptidos sintéticos que corresponden a unos fragmentos de la secuencia proteica de la
transcriptasa inversa MSRV-1 codificada por el gen pol, para su especificidad antigénica frente a sueros de
pacientes que padecen SEP y de pacientes de control sanos.

Se han sintetizado los péptidos quimicamente mediante sintesis en fase soélida, segun la técnica de Merrifield (22).
Las modalidades practicas son las descritas a continuacion.

a) Sintesis de los péptidos:

Se han sintetizado los péptidos sobre una resina de fenilacetamidometilo (PAM)/poliestireno/divinilbenceno (Applied
Biosystems, Inc. Foster City, CA) usando un sintetizador automatico "Applied Biosystems 430A". Los aminoacidos se
enlazan en forma de ésteres de hidroxibenzotriazol (HOBT). Los aminoacidos usados proceden de Novabiochem
(Lauflerlfingen, Suiza) o de Bachem (Bubendorf, Suiza).

La sintesis quimica se ha efectuado usando un protocolo de doble enlace con la N-metilpirrolidona (NMP) como
disolvente. Los péptidos se han escindido de la resina asi como las protecciones laterales, de manera simultanea,
con la ayuda de acido fluorhidrico (HF) en un aparato apropiado (aparato de escision de tipo |, Peptide Institute,
Osaka, Japon).

Para 1 g de peptidilresina, se usan 10 ml de HF, 1 ml de anisol y 1 ml de dimetilsulfuro 5DMS. La mezcla se agita
durante 45 minutos a -2°C. Entonces, se evapora el HF al vacio. Después de lavados intensivos con éter, el péptido
se eluye de la resina mediante acido acético al 10%, y después se liofiliza.

Los péptidos se purifican mediante cromatografia liquida ultrarrapida preparativa sobre una columna VYDAC de tipo
C18 (250 x 21 mm) (The Separation Group, Hesperia, CA, USA). La elucién se realiza mediante un gradiente de
acetonitrilo con un caudal de 22 ml/min. Las fracciones recogidas se controlan mediante una elucién en condicion
isocratica sobre una columna VYDAC® C18 analitica (250 x 4,6 mm) con un caudal de 1 ml/min. Las fracciones que
presentan el mismo tiempo de retencidon se reunen y se liofilizan. Después, se analiza la fraccion mayoritaria
mediante cromatografia liquida ultrarrapida analitica, con el sistema descrito anteriormente. El péptido que se
considera como de pureza aceptable se traduce mediante un pico Unico que representa 95% como minimo del
cromatograma.

Después, se analizan los péptidos purificados con el fin de controlar su composicion de aminoacidos, con la ayuda
de un analizador de aminoacidos automatico. Applied Biosystems 420H. La mediciéon de la masa molecular quimica
(media) de los péptidos se obtiene usando la espectrometria de masas L.S.I.M.S en modo de ién positivo en un
instrumento de doble focalizacion VG. ZAB.ZSEQ conectado a un sistema de adquisicion DEC-VAX 2000 (VG
analytical Ltd, Manchester, Inglaterra).

La reactividad de los diferentes péptidos se ha ensayado contra sueros de pacientes que padecen SEP y contra
sueros de pacientes de control sanos. Esto ha permitido seleccionar un péptido denominado S24Q cuya secuencia
se identifica mediante la SEC ID n® 63, codificado por una secuencia nucleotidica del gen po/ de MSRV-1 (SEC ID n°
62).
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b) Propiedades antigénicas:

Las propiedades antigénicas del péptido S24Q se han demostrado segun el protocolo ELISA descrito a continuacion.

El péptido S24Q liofilizado se ha disuelto en acido acético al 10% con una concentracién de 1 mg/ml. Esta disolucion
madre se ha alicuotado y se ha guardado a +4°C para el uso dentro de una quincena de dias, o se ha congelado a -
20°C, para un uso dentro de dos meses. Se ha diluido una alicuota en una disoluciéon de PBS (Phosphate Buffer
Saline) a fin de obtener una concentracion final de péptido de 5 microgramos/ml. Se depositan 100 microlitros de
esta dilucion en cada pocillo de placas de microtitulacion Nunc Maxisorb (nombre comercial). Las placas se recubren
con un adhesivo de tipo "plate-sealer" y se mantienen durante 2 horas a +4°C, para la fase de adsorcién del péptido
sobre el plastico. El adhesivo se quita y las placas se lavan tres veces con un volumen de 300 microlitros de una
disolucion A (PBS 1x, 0,05% de Tween 20®), después se les da la vuelta sobre una tela absorbente. Las placas asi
escurridas se llenan con 250 microlitros por pocillo de una disolucion B (disolucién A + 10% de suero de cabra), y
después se recubren con un adhesivo y se incuban durante 1 hora, a 37°C. Después, las placas se lavan tres veces
con la disoluciéon A, como se ha descrito anteriormente.

Las muestras de suero a ensayar se diluyen previamente al 1/100 en la disolucién B, y 100 microlitros de cada suero
diluido a ensayar se depositan en los pocillos de cada placa de microtitulacién. Se deposita un control negativo en
un pocillo de cada placa, en forma de 100 microlitros de tampdn B. Las placas recubiertas con un adhesivo se
incuban entonces durante 1 hora 30 minutos, a 37°C. Después, las placas se lavan tres veces con la disolucién A,
como se ha descrito anteriormente. Para la respuesta IgG, se diluye un anticuerpo de cabra marcado con peroxidasa
y dirigido contra los IgG humanos (comercializado por Jackson Immuno Research Inc.) en la disolucion B (dilucién
1/10.000). Entonces, se depositan 100 microlitros de la dilucién adecuada del anticuerpo marcado en cada pocillo de
las placas de microtitulacion, y las placas recubiertas con un adhesivo se incuban durante 1 hora, a 37°C. Después,
se efectia nuevamente un lavado de las placas como se ha descrito anteriormente. Paralelamente, el sustrato de la
peroxidasa se prepara segun las indicaciones del kit bioMérieux. Se depositan 100 microlitros de disolucidon-sustrato
en cada pocillo, y las placas se disponen al abrigo de la luz durante 20 a 30 minutos, a temperatura ambiente.

Una vez la reaccion colorada se ha estabilizado, se depositan 50 microlitros de Color 2 (nombre comercial de
bioMérieux) en cada pocillo para detener la reaccidon. Las placas se disponen inmediatamente en un lector
espectrofotométrico de placas ELISA, y la densidad éptica (D.O.) de cada pocillo se lee con una longitud de onda de
492 nm.

Las muestras serolégicas se depositan en doble o en triple, y se calcula la densidad éptica (D.O.) que corresponde
al suero ensayado calculando la media de las D.O. obtenidas para una misma muestra, con la misma dilucién.

La D.O. neta de cada suero corresponde a la D.O. media del suero de la que se resta la D.O. media del control
negativo (disolucion B: PBS, 0,05% de Tween 20®, 10% de suero de cabra).

c) Deteccién de anticuerpos 1gG anti-MSRV-1 (S24Q) mediante ELISA:

Se ha usado la técnica descrita anteriormente con al péptido S24Q para buscar la presencia de anticuerpos I1gG
especificos anti-MSRV-1 en el suero de 15 pacientes, para los cuales se ha realizado un diagnéstico cierto de SEP
segun los criterios de Poser (23), y de 15 controles sanos (donantes de sangre).

En la figura 41, se representan los resultados de cada suero ensayado con un anticuerpo anti-lgG. Cada barra
vertical representa la densidad o6ptica (D.O. a 492 nm) neta de un suero ensayado. El eje de ordenadas indica la
D.O. neta en el pico de las barras verticales. Las 15 primeras barras verticales situadas a la izquierda de la linea
discontinua vertical, representan los sueros de 15 controles sanos (donantes de sangre) y las 15 barras verticales
situadas a la derecha de la linea discontinua vertical, representan los sueros de 15 casos de SEP ensayados. La
grafica permite visualizar 2 controles cuya D.O. emerge por encima de los valores agrupados de la poblacion de
control. Estos valores pueden representar la presencia de IgG especificos en pacientes seropositivos no-enfermos.
Por lo tanto, se han evaluado dos métodos para determinar el umbral estadistico de positividad del ensayo.

La media de las D.O. netas de los controles, incluyendo los controles con D.O. netas elevadas, es de 0,129 y la
desviacion tipica es de 0,06. Sin los 2 controles cuyas D.O. netas son superiores a 0,2, la media de los controles
"negativos" es de 0,107 y la desviacion tipica de 0,03. Se puede calcular un umbral de positividad tedrica segun la
formula:

valor umbral (media de las D.O. netas de los controles negativos) + (2 6 3 x desviacion tipica de las D.O. netas de
los controles negativos)

En el primer caso, se considera que existen seropositivos no-enfermos, y el valor umbral es igual a: 0,11 + (3 x 0,03)

= 0,20. Los resultados negativos representan un "ruido de fondo" no especifico de la presencia de anticuerpos
especificamente dirigidos contra un epitopo del péptido.
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En el segundo caso, si el conjunto de los controles constituidos por donantes de sangre con una buena salud
aparente se coge como base de referencia, sin excluir los sueros a priori seropositivos, la desviacion tipica de los
"controles no-SEP" es de 0,116. Entonces, el valor umbral es: 0,13 + (3 x 0,006) = 0,31.

Segun este ultimo analisis, el ensayo es especifico de la SEP. En este aspecto, se constata que el ensayo es
especifico de la SEP, puesto que tal como se muestra en la tabla 1, ningun control tiene una D.O. neta por encima
de este umbral. Realmente, este resultado refleja el hecho de que las titulaciones de los anticuerpos en los
pacientes que padecen SEP son mayoritariamente mas elevadas que en los controles sanos que han estado en
contacto con MSRV-1.

En funcién del primer modo de calculo y como se representa en la figura 41 y en la tabla 3, 6 de los 15 sueros SEP
dan un resultado positivo (D.O. superior o igual a 0,2) indicando la presencia de IgG especificamente dirigidos contra
el péptido S24Q, y por lo tanto contra una parte de la enzima de transcriptasa inversa del retrovirus MSRV-1
codificada por su gen pol y, por consiguiente, contra el retrovirus MSRV-1.

Asi, aproximadamente 40% de los pacientes SEP ensayados han reaccionado contra un epitopo portado por el
péptido S24Q y presentan IgG circulantes dirigidos contra este ultimo.

De 15 donantes de sangre, aparentemente con una buena salud, 2 presentan un resultado positivo. Asi, aparece
que aproximadamente 13% de la poblacién no-enferma puede haber estado en contacto de un epitopo portado por
el péptido S24Q en condiciones que han llevado a una inmunizacion activa que se traduce mediante la persistencia
de IgG séricos especificos. Estas condiciones son compatibles con una inmunizacién contra la transcriptasa inversa
del retrovirus MSRV-1, durante una infecciéon por el (y/o reactivacion del) retrovirus MSRV-1. La ausencia de
patologia neuroldgica aparente que evoca la SEP en estos controles seropositivos puede indicar que son portadores
sanos, que han eliminado un virus infeccioso después de haberse inmunizado o que constituyen una poblacion con
riesgo de portadores cronicos. En efecto, los datos epidemiolégicos que muestran que un agente patdgeno presente
en el entorno de las regiones con alta preponderancia de SEP, puede ser la causa de esta enfermedad, implican que
una fraccién de la poblacion libre de SEP ha estado necesariamente en contacto con dicho agente patdgeno. Se ha
demostrado que el retrovirus MSRV-1 constituye la totalidad o parte de este "agente patégeno” origen de la SEP, y
es por lo tanto normal que unos controles cogidos en una poblacién sana presenten anticuerpos de tipo IgG contra
componentes del retrovirus MSRV-1.

Asi, la deteccion de anticuerpos anti-S24Q en so6lo una SEP de dos ensayados en este caso, puede reflejar el hecho
de que este péptido no presenta ningun epitopo inmunodominante MSRV-1, que unas variaciones interindividuales
de cepas pueden inducir una inmunizacién contra un motivo peptidico divergente en la misma regién, o también que
la evolucion de la enfermedad y los tratamientos seguidos pueden modular en el tiempo la respuesta de anticuerpos
contra el péptido S24Q.

TABLAN® 3

CONTROLES SEP

0,101 0,136

0,058 0,391

0,126 0,37

0,131 0,119

0,105 0,267

0,294 0,141

0,116 0,102

0,088 0,18

0,105 0,411

0,172 0,164

0,137 0,049

0,223 0,644

0,08 0,268

0,073 0,065

0,132 0,074

Media 0,129
Desviacion tipica 0,06
Umbral 0,31

d) Deteccién de anticuerpos IgM anti-MSRV-1 mediante ELISA

Se ha usado la técnica de ELISA con el péptido S24Q para buscar la presencia de anticuerpos especificos IgM anti-
MSRV-1 en los mismos sueros que anteriormente.
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En la figura 42, se representan los resultados de cada suero ensayado con un anticuerpo anti-IlgM. Cada barra
vertical representa la densidad éptica (D.O. a 492 nm) neta de un suero ensayado. El eje de ordenadas indica la
D.O. neta en el pico de las barras verticales. Las 15 primeras barras verticales situadas a la izquierda de la linea
vertical que corta el eje de abscisas representan los sueros de 15 controles sanos (donantes de sangre), y las barras
verticales situadas a la derecha de la linea discontinua vertical representan los sueros de 15 casos de SEP
ensayados.

La media de las D.O. netas de las SEP ensayadas es de: 1,6.

La media de las D.O. netas de los controles es de: 0,7.

La desviacion tipica de los controles negativos es de: 0,6.

El umbral de positividad tedrico se puede calcular segun la férmula:

valor umbral = (media de las D.O. de los controles negativos) + (3 x desviacion tipica de las D.O. de los controles
negativos)

El valor umbral es, por lo tanto, igual a 0,7 + (3 x 0,6) = 0,5;

Los resultados negativos representan un "ruido de fondo" no especifico de la presencia de anticuerpos
especificamente dirigidos contra un epitopo del péptido.

Segun este analisis y como se muestra en la figura 42 y en la tabla 4 correspondiente, el ensayo IgM es especifico
de la SEP, puesto que ningun control tiene una D.O. neta por encima del umbral. De los 15 sueros SEP 6 producen
un resultado IgM positivo.

La diferencia de seroprevalencia entre los SEP y la poblaciéon de control es extremadamente significativa: ensayo
"chi-2", p<0,002.

Estos resultados estan a favor de un papel etiopatogénico de MSRV-1 en la SEP.

Asi, la deteccion de los anticuerpos IgM e IgG contra el péptido S24Q permite evaluar, solo o en combinacion con
otros péptidos MSRV-1, la evolucion de una infeccion mediante MSRV-1 y/o de la reactivacion virica de MSRV-1.

TABLANn° 4

CONTROLES SEP

1,449 0,974

0,371 6,117

0,448 2,883

0,456 1,945

0,885 1,787

2,235 0,273

0,301 1,766

0,138 0,668

0,16 2,603

1,073 0,802

1,366 0,245

0,283 0,147

0,262 2,441

0,585 0,287

0,356 0,589
Media 0,7
Desviacion tipica 0,6
Umbral 2,5

Asi, es posible, gracias a los descubrimientos efectuados y a los nuevos métodos realizados por los inventores,
permitir la realizacion perfeccionada de los ensayos de diagnédsticos de la infeccion y/o de la reactivacion de MSRV-
1, y de evaluar una terapia en la SEP y/o en la PR en base a su eficacia para "hacer negativa" la deteccion de estos
agentes en los fluidos bioldgicos de los pacientes. Ademas, la deteccidon precoz en personas que no presentan
todavia sefales neuroldgicas de SEP, o sefiales reumatoldgicas de PR, podria permitir instaurar un tratamiento tanto
mas eficaz de la evolucion clinica posterior por cuanto que precederia el estado lesional que corresponde a la
aparicion de los trastornos clinicos. Ahora bien, hoy en dia, no se puede establecer un diagnéstico de SEP o de PR
antes de la instalacién de una sintomatologia lesional y, por lo tanto, no se instaura ningun tratamiento antes de la
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emergencia de una clinica evocadora de lesiones ya consecuentes. El diagndstico de una infeccion y/o de una
reactivacion de MSRV-1 y/o MSRV-2 en el ser humano es, por lo tanto, determinante, y la presente invencion
suministra los medios para ello.
Asi, es posible, ademas de realizar un diagnéstico de la infeccidon y/o de la reactivacion de MSRV-1, evaluar una
terapia en la SEP en base a su eficacia en "hacer negativa" la deteccion de estos agentes en los fluidos bioldgicos
de los pacientes. .
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(1) INFORMACIONES GENERALES:

SOLICITANTE:

NOMBRE: BIOMERIEUX
CALLE: NINGUNA
CIUDAD: MARCY L’ETOILE
PAIS: FRANCIA
CODIGO POSTAL: 69280

TIPO DE SOPORTE: Disquete

ORDENADOR: IBM PC compatible
SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
PROGRAMA: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB)

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 1:

CCCTTTGCCA
CAAGAACTCA
TATACAGTGC
GATGCCTITTT
CCTTTGAACC
CCCCATCTAT
CTTGTCCTTC
CARGCCACCC
AAGGCTCGGC
AGGGCCCTCA
AARGCAACTAA
ASCCCAATAG
TTAGTAAGAT
GCCCCAGTGT
GGAATAGCTC
CTGAGTAAGG
GCAGTAGCAG
TGGACATCTC
ARCCATTITAC
TGTGCAACTC

CTACATCAAT
GGATTATCAA
TTTCCCAAAT
TCTGCATCCC
CAACGTCTCA
TTGGCCAGGC
AGTACATGGA
AAGAACTCTIT
TCTGCTCACA
GTGAGGAACG
GAGGGTTCCT
CCAGACCATT
GGACACCTAC
TCAGCTTGCC
TAGGAGTCCT
ARATTGATGT
TCTNAGTATC
ATGATGTGAA
TTAANTATCA
TTAAACCC

) LONGITUD: 1158 pares de bases
) TIPO: Nucleétido

) NUMERO DE HEBRAS: simple

) CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 1:

TTTAGGAGTA
TGAGGCTGTT
ACCAGAGGAA
TGTACGTCCT
ACTCACCTGG
ATTAGCCCARA
TGATTTACTT
AARCTTTCCTC
GGAGATTAGA
TATCCAGCCT
TGGCATAACA
ATATACACTA
AGRAGTGGCT
ARCAGGGCAA
TACGCAGGTC
AGTGGCAARG
TGAAGCAGTT
CGGCATACTC
GGCTCTATTA

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 2:

(i)

(A)

(B)
(C)

(D)
(ii)

LONGITUD: 297 pares de bases
TIPO: Nucledtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

AGGAAACCCA
GTTCCTCTAT
GCRAGAGTGGT
GACTCTCAAT
ACTGTTTTAC
GACTTGAGTC
TTAGTCGCCC
ACTACCTGTG
TACTNAGGGC
ATACTGGCTT
GCTTTCTGCC
ATTANGGAAA
TTCCAGGCCC
GATTTTTCTT
TCAGGGATGA
GGTTGGCCTC
AARATAATAC
ACTGCTAARG
CTTGAAGAGC

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

37

ACGGACAGTG
ACCCAGCTGT
TTACAGTCCT
TCTTGTTTGC
CCCAAGGGTT
AATTCTCATA
GTTCAGARAC
GCTACRAGGT
TAAAATTATC
ATCCTCATCC
GAAAACAGAT
CTCAGARAGC
TAAAGAAGGC
TATATGCCAC
GCTTGCAACC
ATNGTTTATG
AGGGAAGAGA
GAGACTTIGTG
CAGTGCTGNG

GAGGTTAGTG
ACCTAACCCT
GGACCTTAAG
CTTTGAAGAT
CAGGGATAGC
CCTGGACACT
CTTGTGCCAT
TTCCARACCA
CARAGGCACC
CAARARCCCTA
TCCCAGGTAC
CAATACCTAT
CCTAACCCARA
AGAARAARACA
CGIGGTATAC
GGTAATGGNG
TCTTNCTGTG
GTTGTCAGAC
ACTGCGCACT

TiTULO DE LA INVENCION: Polipéptidos antigénicos asociados a la esclerosis en placas y utilizaciones.
NUMERO DE SECUENCIAS: 92
FORMATO LEGIBLE POR ORDENADOR:

840
500
960
1020
1080
1140
1158
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(xiy DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 2:

CCCTTTGCCA CTACATCAAT TTTAGGAGTA AGGAAACCCA ACGGACAGTG GAGGTTAGTG 60
CARGARACTCA GGATTATCAA TGAGGCTGTT GTTCCTCTAT ACCCAGCTGT ACCTAACCCT 120
TATACAGTGC TTTCCCAAAT ACCAGAGGAA GCAGAGTGGT TTACAGTCCT GGACCTTAAG 180
GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTTGTTTGC CTTTGAAGAT 240
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAAGGGA 297

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 3:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 85 pares de bases
(B) TIPO: Nucleotido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°; 3:

GTTTAGGGAT ANCCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTGGCC CAAGATCTAG GCCACTTCTC 60
AGGTCCAGSN ACTCTGTYCC TTCAG 85

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 4:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 86 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 4:

GTTCAGGGAT AGCCCCCATC TATTTGGCCA GGCACTAGCT CAATACTTGA GCCAGTTCTC 60
ATACCTGGAC AYTCTYGTCC TTCGGT 86

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 5:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 85 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 5:

GTTCARRGA TAGCCCCCATC TATTTGGCCW RGYATTAGCC CAAGACTTGA GYCAATTCTC 60
ATACCTGGA CACTCTTGTCC TTYRG 85

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 6:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 85 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

38



(xi)

GTTCAGGGAT AGCTCCCATC TATTTGGCCT GGCATTAACC CGAGACTTAA GCCAGTTCTY

ES 2379011 T3

ATACGTGGAC ACTCTTGTCC TTTGG

(&)

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

10

15

GTGTTGCCAC AGGGGTTTAR RGATANCYCY CATCTMTTTG GYCWRGYAYT RRCYCRAKAY
YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY RGSNAYTCTB KYCCTTYRGT ACATGGATGA C

Nucleétido

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 7:

LONGITUD: 111 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 7:

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 8:

20

(i)
(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

25

30

TCAGGGATAG
ACCTGGACAC
CCTTGTGCCA
TTTCCAAACC
CCARAGGCAC
CCAAAACCCT
TTCCCAGGTA
CCAATACCTA
CCCTAACCCA
CAGAAAAAAC
CCGTGGTATA

Nucleétido

CCCCCATCTA
TCTTGTCCTT
TCAAGCCACC
ARAGGCTCGG
CAGGGCCCTC
AARGCAACTA
CASCCCAATA
TTTAGTAAGA
AGCCCCAGTG
AGGAATAGCT
CCTGAGTAAG

LONGITUD: 645 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 8:

TTTGGCCAGG
CAGTACATGG
CAAGAACTCT
CTCTGCTCAC
AGTGAGGAAC
AGAGGGTTCC
GCCAGACCAT
TGGACACCTA
TTCAGCTTGC
CTAGGAGTCC
GAAATTGATG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 9:

35 (i)
(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(xi)

40

LONGITUD: 741 pares de bases
TIPO: Nucledtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 9:

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 6:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

CATTAGCCCA
ATGATTTACT
TAACTTTCCT
AGGAGATTAG
GTATCCAGCC
TTGGCATAAC
TATATACACT
CAGAAGTGGC
CARACAGGGCA
TTACGCAGGT
TAGTGGCARAA

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

39

AGACTTGAGT
TTTAGTCGCC
CACTACCTGT
ATACTNAGGG
TATACTGGCT
AGGTTTCTGC
AATTANGGAA
TTTCCAGGCC
AGATTTTTCT
CTCAGGGATG
GGGTT

60
85

60
111

CAATTCTCAT 60
CGTTCAGAAA 120
GGCTACAAGG 180
CTAARATTAT 240
TATCCTCATC 300
CGAAAACAGA 360
ACTCAGAAAG 420
CTAAAGAAGG 480
TTATATGCCA 540
AGCTTGCAAC 600

645
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CAAGCCACCC
AAGGCTCAGC
AGGGGCCTCA
AARGCAACTAA
ACAACCAAAA
TATTTAGTAA
CAAGCCCCAG
ACAGGAATCG
TACCTGAATA
GNGGCAGTAG
GTGTGGACAT
GACAACCATT
ACTTGTGCAA

AAGAACTCTT
TCTGCTCACA
GTGAGGAACG
GAGGGTTCCT
TAGCCAGACC
GATGGACACC
TGTTCAGCTT
CTCTAGGAGT
AGGAAATTGA
CAGTCTNAGT
CTCATGATGT
TACTTAANTA
CTCTTARACC

ES 2379011 T3

ARATTTCCTC
GGAGATTAGA
TATCCAGCCT
TAGCATGATC
ATTATATACA
TARACAGAAG
GCCARCAGGG
CCTTACACAG
TGTAGTGGCA
ATCTGAAGCA
GAACGGCATA
TCAGGCTCTA
(o]

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 10:

ACTACCTGTG
TACTTAGGGT
ATACTGGGTT
AGGTTTCTGC
CTAATTAAGG
GCTTTCCAGG
CAAGATTTTT
GTCCGAGGGA
AAGGGTTGGC
GTTAAAATAA
CTCACTGCTA
TTACTTGAAG

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

LONGITUD: 93 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 10:

GCTACAAGGT
TAAAATTATC
ATCCTCATCC
CGAAAACARG
AAACTCAGAA
CCCTARAGAA
CTTTATATGG
TGAGCTTGCA
CTCATNGTTT
TACAGGGAAG
AAGGAGACTT
AGCCAGTGCT

TTCCARACCA
CAAAGGCACC
CAAAACCCTA
ATTCCCAGGT
AGCCAATACC
GGCCCTAACC
CACAGAAAAA
ACCCGTGGCA
ATGGGTAATG
AGATCTTNCT
GTGGTTGTCA
GNGACTGCGC

TGGAAAGTGT TGCCACAGGG CGCTGAAGCC TATCGCGTGC AGTTGCCGGA TGCCGCCTAT
AGCCTCTACA TGGATGACAT CCTGCTGGCC TCC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 11:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 96 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 11:

TTGGATCCAG TGYTGCCACA GGGCGCTGAAR GCCTATCGCG TGCAGTTGCC GGATGCCGCC
TATAGCCTCT ACGTGGATGA CCTSCTGAAG CTTGAG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n®: 12:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

LONGITUD: 748 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 12:

40

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
741

60

60
96
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TGCAAGCTTC
TTCGATGTAG
CGCCTCGTTG
CAGCAGACCG
GATTTCCGCA
GTTCAGGTAA
GTCGTGATTG
TTCCITGTAG
CATGCCATCT
GGAATATTCG
ACGGGTGACA
ACGGCTGCGC
ARAGCCTATCG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 13:

ACCGCTTGCT

ARAAGCGCCCG
CCATTGGCCA
GCGGCCAGCG
CGACCGCGAT
CCCTGCTTGT
GTGATCCACA
ANGCGCACCA
TTGGCGGCAG
GAGTGGAGAC
CCTTCCGCAA
GGGCAGTTAT
CGTGCAGTTG

ES 2379011 T3

GGATGTAGGC
GAAACACGCG
GCGCCACGCC
GCGCATTCTC
GCTGGTTGGA
CCCGCACCAA
CGTCAGCCCC
GCCCGAAGGC
CCTTGACGGC
GGAGGTGGAC
AGCATTCCGG
AATTTCGGCT
CCGGATGC

CTCAGTACCG
GGACCAATGC
GATATCACCC
ARCGCCGGGC
GAGCCAGGCC
CAGCAGCAGG
GACGATGGGC
ATTGGCGAGA
ATCGTCGAGA
GAAGCGCGGC
ACGTGCCCGA
TACGAATCAA

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Nucleétido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 13:

GCATCCGGCA ACTGCACG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 14:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 14:

GTAGTTCGAT GTAGAAAGCG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 15:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 15:

GCATCCGGCA ACTGCACG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 16:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Nucleodtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

41

GNGTGCCCCG CGCGCTGTAG

GTCGCCAGCT
GCCATGGCGC
TCGTCGAACC
CTGGCCAGCA
CGGGTCGGCT
TTCACGCCCT
TCGGTCAGCG
CGGACATTGC
GAATTCATCC
TTGACCCGGA
CGGGTTACCC

TGCGCGCCAG
CGGAGAGCGC
ATTCGGGGGC
ACTGGCACAG
TGTCGCGCTC
TGCCACGCGC
CCAAGGCGCC
CATCGACGAC
GCGTATTGTA
GCAACCCCGC
CAGGGCGCTG

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
748

18

20

18
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 16:

AGGAGTAAGG AAACCCAACG GAC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 17:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 19 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 17:

TAAGAGTTGC ACAAGTGCG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 18:

@)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 21 pares de bases
TIPO: Nucledtido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 18:

TCAGGGATAG CCCCCATCTAT

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 19:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 24 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 19:

AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 20:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(ix)

(B)
(D)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 15 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
CARACTERISTICAS:

EMPLAZAMIENTOS: 5, 7, 10, 13

OTRAS INFORMACIONES: G representa la insosina (i)

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 20:

GGTCGTGCCG CAGGG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 21:

42
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(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 21:

TTAGGGATAG CCCTCATCTC T
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 22:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 22:

TCAGGGATAG CCCCCATCTAT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 23:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 23:

AACCCTTTGC CACTACATCA ATTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 24:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 24:

GCGTAAGGAC TCCTAGAGCT ATT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 25:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 25:

43
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TCATCCATGT ACCGAAGG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 26:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 26:

ATGGGGTTCC CAAGTTCCCT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 27:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nucleotido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 27:

GCCGATATCA CCCGCCATGG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 28:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 18 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 28:

GCATCCGGCA ACTGCACG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 29:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 29:

CGCGATGCTG GTTGGAGAGC
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 30:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases

(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple

44
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(ii)
(xi)
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CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 30:

TCTCCACTCC GAATATTCCG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 31:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 26 pares de bases
TIPO: Nucledtido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 31:

GATCTAGGCC ACTTCTCAGG TCCAGS

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 32:

(i)

(A)
(B)
(©)

(D)

(ii)
(ix)

(B)
(D)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 23 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
CARACTERISTICAS:

EMPLAZAMIENTO: 6, 12, 19
OTRAS INFORMACIONES: G representa la inosina (i)

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 32:

CATCTGTTTG GGCAGGCAGT AGC

2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 33:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 24 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 33:

CTTGAGCCAG TTCTCATACC TGGA

2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 34:

(i)

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 22 pares de bases
TIPO: Nucledtido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 34:

45
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AGTGYTRCCM CARGGCGCTG AA
2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 35:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 35:

GMGGCCAGCA GSAKGTCATC CA
2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 36:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 36:

GGATGCCGCC TATAGCCTCT AC
2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 37:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 37:

AAGCCTATCG CGTGCAGTTG CC
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 38:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 40 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 38:

TAAAGATCTA GAATTCGGCT ATAGGCGGCA TCCGGCAAGT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 39:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 50 aminoacidos
(B) TIPO: aminoéacidos

(i) TIPO DE MOLECULA: péptido

46
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DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 39:

Asp Ala Phe Phe Cys Ile Pro Val Arg Pro Asp Ser Gln Phe Leu Phe
1 5 10 15
Ala Phe Glu Asp Pro Leu Asn Pro Thr Ser Gln Leu Thr Trp Thr Val
20 25 30
Leu Pro Gln Gly Phe Arg Asp Ser Pro His Leu Phe Gly Gln Ala Leu
35 40 45
Ala Gln
S0

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 40:

(i)

(A)
(B)
(C)
(D)

(ii)
(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 150 pares de bases
TIPO: Nucleétido

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 40:

GATGCCTTTT TCTGCATCCC TGTACGTCCT GACTCTCAAT TCTITGTTTGC CTTTGAAGAT 60
CCTTTGAACC CAACGTCTCA ACTCACCTGG ACTGTTTTAC CCCAAGGGTT CAGGGATAGC 120
CCCCATCTAT TTGGCCAGGC ATTAGCCCAA 150

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 41:

(i)
(A)
(B)

(ii)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 11 aminoacidos
TIPO: aminoéacidos

TIPO DE MOLECULA: péptido
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 41:

Cys Ile Pro Val Arg Pro Asp Ser Gln Phe Leu
5

1

10

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 42:

(i)
(A)
(B)

(ii)

(xi)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 17 aminoacidos
TIPO: aminoéacidos

TIPO DE MOLECULA: péptido
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 42:

Val Leu Pro Gln Gly Phe Arg Asp Ser Pro His Leu Phe Gly Glu Ala

1
Leu
17

5 10 15

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 43:

(i)

(A)
(B)

(ii)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 8 aminoacidos
TIPO: aminoéacidos

TIPO DE MOLECULA: péptido

47
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(xiy DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 43:

Leu Phe Ala Phe Glu Asp Pro Leu
1 5 8

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 44:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 8 aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidos

(i)  TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 44:

Phe Ala Phe Glu Asp Pro Leu Asn
1 5 8

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 45:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 45:

GTGCTGATTG GTGTATTTAC AATCC
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 46:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 1859 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 46:

48
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GTGCTGATTG
AAAGAAAGGG
GAGTTATTGC
CAGAARAGGG
CAGAAAGGAA
CAAAGAGGGA
ARAGAGACAAA
GAGACAGAGA
GAAAGAGAGA
TAAATTTAAA
TACCACCTTG
ACCCATAGCC
TCTTAATTAA
GAAGATAGAT
TGCCAAGGGG
AAGAGTTGTT
ATACCAATTC
AATCCCAAAC
ATGTATTATC
TGATATCTAT
ACCGTCAAGG
AAGAGTGTTG
AGAAAAAGGC
GGGCAACATG
TTGGGCCCTG
AGCTACAGAT
GACCCCTAGA
CTACCACTGC
GCCCAATTCC
AGCTGGACTT
ARATGCAACA

GTGTATTTAC
AGTTCCTAAC
ACACAGTGCA
AAGAGGGGAG
AGAGAGAAAG
GTCAGAGAGA
GAATGAATCA
AAARAGAGGGA
TGGAAGTAGT
ACCTATAATT
TTGTCAAGTG
TTCCTATCAA
TTACCATACA
GCTTCCTCCC
AACACTTGTA
TGCACTCAGC
TAAGTTAATA
TTATAAGGTT
CTACTACCAC
CCTTACTCTA
CCTAGACCTC
TCTTTACACT
TTCTGAAATC
GTTTCTTCCC
TATTTTTAAC
GGTCTTACAA
CCAACCCCCT
AGGGCCCCAT
CAAGAGCAGC
CTGGGTCGGG
ATCAGTGCTC

ES 2379011 T3

AATCCTTTAT
CTCTGGGGGA
AAAACTCARG
ARGAGCAGCA
AGACAGAAAG
GAGAGAGACA
AACAGAGAGA
GTCAGAAAAA
ARAGGAARAA
GATAACTGAA
TARACAAGGG
AATTCCTTAA
ATGGTCCAAC
AGGCGATTAA
GAAGCAAAGT
CAAACCTTGA
TGGACTGARG
TTCAACCAAA
ACACTCTCAA
CARATCCCAARA
CTCACTGCTG
ARCCAGTCAG
AGACAACGCC
TTTCTATGTC
CTCCTTGTCA
ATGGAACCCC
GGCCCTTTCA
CTTTGCCCCT
TGGGGTGTCC
TGGGGACTTG
TGTGTCTAGC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 47:

CTAATCCGAA
ACCCCCATTA
GAGGTGGAAG
TAAGTGGCTA
TCAGAGAGAG
GAGAGTCAGA
CAGAAAGTCA
GAGAGACCAA
CAGTGTACCC
GGTCTTCTCT
CGTAGCCCARA
CCCAGCAGGT
CAGACTTAGG
GGGAGAAAGA
TAGGAAAATT
AGTACTTGCA
GAGGTTTTAT
GTAAAGTTTG
AGGATTTCTC
TAGACTCTTT
AGAAAGGAGG
GGATAGTATG
TTTCAAATTC
CCATGGCTGC
AATTTGTTTC
ARATGAGCTC
CTGGCCTAAA
ATCCAGAAGG
CGTTTAGAGT
GAGAACTTTT
TAAAGGATTG

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

LONGITUD: 23 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)

TGATGTGAAC GGCATACTCA CTG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 48:

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 47:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 24 pares de bases
TIPO: Nucledtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

CCCAGAGGTT AGGAACTCCC TTTC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 49:

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 48:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(C)

LONGITUD: 25 pares de bases
TIPO: Nuclettido
NUMERO DE HEBRAS: simple

49

ATGCCCATGT
AATACCACAA
TCTTACACTG
CAGAGGCAAG
AGAGAGGAAG
GAGARGGAAA
GAGAGAGAGA
AGAAGAAGTC
TATTCCTTTA
GTAACCCTGT
ARGCACTGAG
TTCCTAACAG
AGGAATTCCC
CACAATGGGT
GCCAAATAAT
GAATCAGAAA
TAATACCAAA
CTAAAAGTTA
AGACAGTTTG
GGCAGCAGTG
ACTCTGCACC
AGATGCTGCC
CTATACCAAC
CATCTTGCTA
TTCTAGGATC
AACTATCAAC
GAGTTCCCCT
AAGTAGCTAG
GGGGATTGAG
GTGTCTAGCT
TAAATACACC

TGCAATATGG
GTAAATCATG
CCAAAGCCAT
GAAAGACTAG
AGACAGAGCA
GAGAGAGAGG
GAGAGAGGAA
CAAAGAGAAA
ARAAGCCGGGG
AACACTCCAA
GCCACTAACA
GGGATCTAAR
TTCAGGACGG
ATTCAGTAAG
TGGTTTGCTC
GGAGCCATCT
GAGAAATTAA
ACAGCGTAAC
CAAGAAATAA
ACTCTCCAAA
TTCTTARGGG
CGGCATTTAC
CTCTGGAGTT
TTACTCGCCT
GAGGCCATCA
TTCTACTGAG
CTGGAGGACA
AGCAGTCATT
AGGTGAAGCC
AAAGGATTGT
AATCAGCAC

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
1859

23
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(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 49:

GCTAAAGGAG ACTTGTGGTT GTCAG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 50:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 50:

CAACATGGGC ATTTCGGATT AG

50

25
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(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 51:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

GGCTGCTARAA
ACTTGAGGGA
CCCAGAAGGA
GATGGAAGTT
TARAGCAGTA
CTAGTGGCAC
GATAGCAAGT

GGAGACTTGT
CTGGTGCTTC
TCTTTTAGAG
CGTTTGTAGA
CTTGAAAGTA
TGACCCCGAG
ATGCTTATCT

LONGITUD: 400 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 51:

GGTTGTCAGA
AGATGCGCAC
GTCCCCTTAG
ARAGGGATTA
AGCCTCTTCC
CCTTAGAACT
AATCCGAAAT

CAATCGCCTA
TTGTGCAGCT
CCAACCCTGA
CAAAGGGNAG
CCCCAGGGAC
TGGAAAGGGA
GCCCATGTTG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 52:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(©)
(D)

(ii)
(xi)

LONGITUD: 2389 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 52:

51

CTTAGGTACC
CTTAACCCAA
CCTCAACCTA
GATATNCCAT
CAGCGCCCCC
GGAGGATAAA

AGGCCTTATT
ACTTATGCTG
TATATATACT
AGGTTAGTGA
GTTAGCAGAA
TGTGTATACA

60

120
180
240
300
360
400
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TCAGGGATAG
TTTAAGAGCC
TTGGCTACCA
GCTAATCAAG
TATCTAGGCC
ATACTGGCTT
GGCTTTTTGG
ARTCAAGGAG
CAGCCTTCAA
GACAAAACTT
AGACTCATGG
CAAAAGGCTG
CTATCAAAAT
ACTAGGTGCC
ACTCCTGGAG
CCAGAGGATG
ACCCGAGATG
GAAGTTCATT
TCATACTTGC
CACTTACCTT
AGTATGCTTA
CCCCTGGGGG
CAARAACTCA
GGGAGAACAG
GAGACAACGT
ACAGTTAGTC
GGAAAGAGAG
AAAACATTGT
TGAGTTCTTG
AATTGTGGGT
CGAGGGTGTA
CCTTAACCCA
TCAAACCAGA
GATTARAGAA
AGCAGTTAGG
CAGCCCAAAT
TAATATGGAC
GGTTTTCAAC
CAACACACTC
AGGATAGTAA

CCCCCATCTA
ATTTCTCAAG
GTTCAGTAGC
GGTACAAGGC
TAATCTTAGC
ATCCTCACCC
TGACTATGGA
ACTCACGAGG
AACCTTAARAG
CTCTTTATAC
GACTACCCCA
GCCTCACTGT
AATACAAGGA
AAAAGAAGTT
GATTGGGCTT
GAGAGCCGCT
ATCTCTTAGA
TGTGGAARAC
AAGTAAGCCT
AACCTTAGAA
TCTAATCCTA
ARACCCCCATT
AGGAGGTGGC
CAGCATAAGT
CAACGACAGA
CARGAGAGAG
GAAGAGACCA
ACCCTATTCC
CACCCTCCTC
CGTCCCTATG
GAGCGCAGAC
GCAGGTTTTC
TCTAGGAGGA
AATARAAAGA
AGAAGTTGCC
CTTAAAGTAC
TGGATGAGGT
TAAAGTAAAT
TCANAGGATT
CTACARTCCC

ES 2379011 T3

TTTGGTCAGG
TCCAGGTACT
CTCATGCCAG
ATCTAGGTTG
CAGAGGGACC
TAAGACATTA
TTCCCAGATA
GCAAGTACTC
CAGGCCCTAG
ATCACAGAGA
CAACCAGTGG
TTATGGGTAG
AAGGATCTCA
TATGGGTATC
CARGTGCGTT
TGAGCATGCT
GTACCCTTAG
GGGATATGAA
CTTACCCCAG
CTGGGAAAGG
CATGCCCATG
AARTACCACA
AGTCTTACAC
GGTTGGCAGA
AGGAAAGAAG
ACAGAGAGAG
AGGAGTCCNA
TTTAAAAGCC
CAGGGGATYG
TCTCAATTAC
AGGGAGACCT
TARAAGGGGA
ACTTCCTTCA
CACATGGGCA
TAATAATTGG
TTACAGAATT
TTTATTAATA
TTTACTAAAA
CCTCAGACAG
AAATACATTC

CACTGGCCCA
CTGGTCCTTC
CAGGCTACTC
ARGGCCCAGC
AGGGCACTCA
AMACAGTTGC
CAGCAAGATT
ATCTAGTAGA
TACAATCTCC
GGGCAGAGAT
CACACCTAAG
CTGTGGTGGT
CTGTCTGGAC
AGACAACCAC
TTTTGTGGCC
TGCCAACAGG
CTAATCCTGA
GGGCAGGTTA
GGGCCAGCAC
GAAAAAGAAT
CTGCAATATG
AGGYAAATCA
TGCCGAAGCY
GGCAGTGAAA
AGGAGGAGAC
GARGAGACAG
GAGAGAGAAA
GGGGTATATT
CTGGGAGGAA
CAGCCAATAC
CTGACAATCC
TCTAAATCTT
GGACAGGATG
GCCAGTAAGT
TCTACTCCAA
AGGGAGGAGC
GCGAAGGAGA
GCTAACAGTG
TTTACAAGAA
TTTGGCAGCA

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 53:

(i)
(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

LONGITUD: 2448 pares de bases
TIPO: Nucledtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MO'LECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 53:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

52

AGATCTAGGG
GGTATGTGGA
TAGATCTCTT
TTTGCCTACA
GCAAGGAACA
GGGGGTTCCT
GGCAGGCCCC
ATGGGAACTA
AGCTTTAAGC
AGCTCTTGGT
TAAGGAAATT
GGCTGTCTTA
TACTCATGAT
CTGCTTAGAT
TCAACCCTGC
TTGTAGGCCA
CCTTAACCTA
TGTCATAGTT
TCAGTTAGCA
AAATATGTAT
GAAGGAAAGG
TGGAGTTATT
ATCARAAAGG
GACCAGCAGA
AGAGAGGAAG
ACAGAAAGTC
GAGATAGAAG
TAAARACCTAT
ACCCTCAACC
CCCCTTGTTT
ATACCCTTCC
AATTAATTAC
ATAGATGGTT
GATAAGGGAA
ATGTGTGAGT
CATTTACACC
ATTARATCCT
TAACATGCAT
ATAACARAAT
GTGACTCTC

ACATGCCACT
TGATTTACTT
GAACTTTCTA
GCAGGTCAAA
AATACAGCCT
TGGAATCACT
TCTATACTGT
GGGACAGARAA
CTTCCCACAG
GTCCTTATTC
GATGTAGTAG
GTGTCAGAAG
GTAATGGCAT
ACCAGGGACT
CACTTTTCCT
GAATTATTCC
TATACCAATG
AGTGATGTAA
GAACTAGTCA
ACAGATAGTA
GAGTTCCTAA
GCACGCAGTG
GGAAGGAGAG
GAGAAGGAGA
AGACAGAGAG
CAAGAGAGAA
TAGTAAAGAA
AATTGATAAT
GATATGTGARA
TTAGTGTGAA
TATCCAAAAT
CATACAAAGG
CCTCCCAGGC
CACTAGTAGA
TGTTCGCACT
AATTCTAAGT
AAACTNACAA
TATCCTACTA
CTATCTGGTA

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
2280
2340
2389
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TCAGGGATAG
GTCCAGGCAT
CCTCATGCCA
CATCTAAATT
ATAGAAGAAC
CTARGACATT
TCCCTGGATA
GGCARATACT
GGAGACCCTA
TGTCACAGAG
CGGCCAGTGG
TTATGGGTAG
AAGGATTTCA
TTTTGGCTAT
CTTTAAATAT
AGAACCAATG
TCTCTTAGAA
TGTGGAGAAT
AAGTAAGCCT
AGCCTTAGAA
TCTAATCCTA
AACCCCCATT
AGTAGGTGGC
TAAGTGGCTA
AGTCARAGAA
AAAAGAGAGA
AGTTAAGAAA
TTTAAAAGCC
CCCTATAACA
CTGAGGCCAC
AACAGGGGAT
CTCCCCTCAG
TGGGTATTCA
TTTGGTCTGC
ATTAGGAAGG
ATAGCAAAGA
GAAAGTTAGC
TCAGTGCCCC
ATAGGGTTAG
TCCTATTACC
ATCCTTACTC

CCCCCATCTA
TCTAGTCCTT
GCAGGCTACT
GARAGTCCAG
CAGGGCCCTC
AARACAATTG
GAGTGAGATA
TATCTAGTAT
GTACAAGCTC
AGAGCAGGARA
CRTACCTARG
TTGCGGCTGT
CTATCTGGAC
CAGACAACCA
GTATGTGTGT
AAGCATTACT
GTCCCCTTAG
GGGATACGAA
ATTCCCCCAT
CTAGGAAAGG
CATGCCCATG
ARATACCACA
AGTTTTACAC
GCAGAGGCAG
ARAGAAGTCAA
ACGAAAGAGA
GTGAGAAAGA
AGGGTAAATT
TTAAAATACC
TGACARCCCA
CTAAATCTCA
GACAGAAGGA
GTAAGTGATA
TCAAATGTGC
AGCCATCTAT
ATCATTGARA
AGTGTAACAT
TCAAAGCTGA
GAATGGCCAC
ACACACTCTT
TNTARTCCCA

ES 2379011 T3

TTTGATCAGG
CAGTATGTGG
TGAGATCTCT
CTCTGCCTAC
AGCAAGGAAT
TGGGGGTTCC
GCCAGGCCCC
TATGGGNACC
CAGCTTTAAG
TAGCTCCTGG
TARGGAAATT
GGCAGTCTTA
TACTCATGAG
CCTGCTCAGA
GTGTGGCCCT
GTCAACAAAT
CTAATCCTGA
AAGCACATTA
GGACCAGAGC
GAAAAATAAT
CTGCAGTATG
AGGCAAATCA
TGCCTGAAGC
CGAAAGACTA
AGACAGACAG
CAGAATGTCA
GAGATGGAAA
TAAAACGTAT
ACCTTGTTGT
TAGCCTTCCT
ACTAATCACC
TGGATGGTTC
AGGGAACTCT
CAGCTGTTTG
ACCAATTCTG
TCTCAAACTT
GTATTATCCT
AGTCCATCAG
TGCTACAGGA
AAAGGATTTC
AATAGRTTCT

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 54:

CACTAGCCCA
ATGATTTACT
TGAACTTTCT
ARCAAGTCAA
GAATAAAGCC
TTGGAATCAC
CTCTATTACT
AGAGGCAGAA
CCTTCCCACA
AGTCCTTACT
GATGTAGTAG
CTGTCAAAGG
GAAAATGGCA
TTCCAGGCAC
CAACCCTGCC
TAGAGTCCAG
CCTTAACCTA
TGCCATAGTT
CCAGTTAGCA
AAATGTGTAT
GARAGARAGG
TGGAGTTATT
TATGGGGAAG
GCAGAGAGGA
AGAARGAGAC
AAGAACAGAA
TAGTAAARGAA
AATTTTATAA
CAGTGTAAAC
ATCAAARATC
ATACAATGGT
CTCCCAGGCC
TGTAGAAGCA
CACTCAGCTA
AGTTAATATG
GCAAAGTTTT
AACTTCTAAT
CATATGGCCA
ATGGGAGTAA
TCAGACAGTT
TTGGCAGCAG

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
(C)
(D)

Nucleétido

LONGITUD: 21 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)

CCTGAGTTCT TGCACTAACC C

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 55:

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 54:

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

Nucleétido

LONGITUD: 23 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)

DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 55:

53

AGATCTAGGC
TTTGGCTACC
AGCTAATCAA
ATATCTAGGC
TATGCTGGCT
TGGCTTTTGC
CTTATCARGG
AAAGCCTTCC
GGACAAANCT
CAGACTTTTG
CAAAAGGCTG
CTATCAAAAT
TATTAGGTGC
TACTGATTGA
ACTGTTCTCC
AGTTATGCTG
TATGCTGATG
AGTGAGGTARA
GAACTAGTGG
ACAGATAGCA
GAGTTCCTAA
GCATGTAGTG
GAGAGAGGAG
GAGGTAGGGG
AGAGGGAGCC
GAGAGAGGCA
ARAACAGTGT
TTGGAAGGTC
AAGAGCATAG
CTTAACTCTG
CCGACCAGAC
ATTAAGGGAA
GTTAGGAAGA
AACCTTAAAT
AGCTGAACAA
CAACARARAGT
CTTGTGGAAA
TACAACTAAT
CAGGTTTATC
TACAAGAAAT
TGACTCTC

CACTTCTGAA
AGTTTGGAAG
GGGTGTATGG
CTAATCTTAG
TATCGGCACC
CGACTATGGA
AGACCCAGAG
AAACCTTAAA
TCTCTTTATA
GACGACCCCA
GCCTCACTGT
AATACAAGGA
CAAAGGAAGT
GAGACCAGTG
CAGAAGATGG
CCTGAGAGGA
GAAGTTCACT
CAGTACTTGA
CACTTACCCA
AGTATGCTTA
CCTCTGGGGG
CARAAACCTCA
AACAGCAGCA
AAAGACAGARA
AGAGAGAAAG
GCGCCAGAAG
ACCCTATTCC
TTCTCCATAA
CCCAAAAGCA
CAGGTTTCCT
CTAGGAGCGA
AGAGACACAA
TTGCCTAATA
TACTTACAGA
GTTCTTATTA
ARAGTTTGCT
TCAGACCCTA
ACCCCTATTT
TACTTCATTA
AACRAAATCT

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2448

21
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GTCCGTTGGG TTTCCTTACT CCT23

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 56:

(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

TTCCTGAGTT
GTTTGGCGAT
ATGATTCCCC
AGARCATGGA
AACTAGGAAG
TCCTACTGCC
CATTGGAGGC
CCAGTGTGGT
CGTCCATGCC
TCCTCTGAGT
CAAGCGCCRAG
CAGAAGGGTA
ACAACTGTCC
CTTCTCCCAG
ATGCCTGAAA
TATACATGTG
TAATCCTGAA
TCAAGTTAAA
CGAGACCCAA
ACCAAGCAAT

Nucleétido

CTTGCACTAA
CCCTGGTATC
ACAGGCCAGC
GATTGGTGCC
ATATGAATTA
TTTCTGGAGA
TCTGGAAAAG
CTACAAGGAC
CCTTATGTCA
CAGAAGCCAC
CCCATGCCAT
CTGTCTCCTG
TCCAGATCTG
CCACTAAGTT
GCCCCACTCT
AATATAGGAG
GTCCGGGCAA
CTARAGGATT
CAAGAACTCC
AGCCCTTGCA

LONGITUD: 1196 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MO'LECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 56:

CCTCAAATGA
TCAGTCAGGT
AGGCAGTTCC
GCAGACATTT
TTCAATGATG
GACTAAGGGA
GGARAAGTTG
ACTTTAAAAA
AGGGAATCAC
TAACCAGATG
CACCCTCACA
GACACTGGCG
TCACTGTCCG
GTGACTGGGG
CTTGTTAGGG
AAGGAACARAC
CAGAAGGACA
CCACCTCCTT
ARAAGATTGT
AGACTCCAAT

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 57:

GAGAAGTGCC
CAATGACAGG
CAGTGTAGAC
GCTAACTTGC
TCCACTATAA
GGCATTGAGG
GGAAAAGTAT
AGATTGTCCA
TGGAAGGCCC
ATCCAGCAGC
GAGCCCCAGG
GGCCTTCTCA
AGGGGTCCTA
AACTTTACTC
GAGAGACATT
TGTTTGTTGT
ATATGGACAA
TCCCTACCAR
ARAGGACCTA
TTTAGGAGTA

(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

Nucleétido

LONGITUD: 2391 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 57:

54

GCCATAACTG
ATGACAACAG
CCTCATTAGG
GTGCTAGAAG
CACAGGGGARA
ARGCATACCA
ATGTCTAATA
ATAGAAATAA
ACTGCCCCAG
AGGACTGAGG
TATGCTTGAC
GTCTTACTTT
GGACAGCCAG
TTCCACATGC
CTAGCAAARG
CCCCTGCTTG
GCAAAGAATG
AGGCAGTACC
AAAGCCCAAG
AGGARACCCA

CARCCCAAGA
AGGAAAGATA
ACACAGAATC
GACTAAGGAA
AGGAAGAAAA
GGCAAGTGGA
GGGCTTGCTT
GCCACCACCT
GGGATGAAGG
GTGCCCGGGG
CATTGAGGGT
CCTGTCCTGG
TCACTAGATA
TTTTCTAATT
CAGGGGCCAT
AGGAAGGAAT
CCCGTCCTGT
CCCTCAGACC
GCCTAGTAAA
ACGGAC

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960

1020
1080
1140
1196
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15

ATGATCCAGC
ACAGAGCCCC
GGCGGNGCCT
GTCCGAGGGG
TGGGGAACTT
TTGGGGAGAG
ACAACTGTTT
GGACAATATG
TCCTTTCCCT
ATTGTAAAGG
CCAATTTTAG
ATCAATGAGG
CAAATACCAG
ATCCCTGTAC
TCTCAACTCA
CAGGCATTAG
ATGGATGATT
CTCTTAACTT
TCACAGGAGA
GAACGTATCC
TTCCTTGGCA
CCATTATATA
CCTACAGAAG
TTGCCAACAG
GTCCTTACGC
GATGTAGTGG
GTATCTGAAG
GTGAACGGCA
TATCAGGCTC
CCCAAACTTA
AACTATATAT
NCCATAGGTG
GCGCCCCCGT
AGGAGGATAA
GTTTATCTAA
GGGGGAACCC
CTCAAGGAGG
CAGCATAAGT
GAAAGTCAGA
AGACAGAGAG

AGCAGGACNG
AGGTATGCTT
TCTCAGTCTT
TCCTAGGACA
TACTCTTCCC
ACATTCTAGC
GTTGTCCCCT
GACAAGCAAA
ACCAAAGGCA
ACCTAAAAGC
GAGTAARGGARA
CTGTTGTTCC
AGGAAGCAGA
GTCCTGACTC
CCTGGACTGT
CCCAAGACTT
TACTTTTAGT
TCCTCRACTAC
TTAGATACTN
AGCCTATACT
TAACAGGTTT
CACTAATTAN
TGGCTTTCCA
GGCAAGATTT
AGGTCTCAGG
CARAGGGTTG
CAGTTAAAAT
TACTCACTGC
TATTACTTGA
TGCTGCCCAG
ATACTGATGG
TTAGTGATAA
TAGCAGAACT
ATGTGTATAC
TCCGRAATGC
CCATTAAATA
TGGAAGTCTT
GGCTACAGAG
GAGAGAGAGA
TCAGAGAGAA

ES 2379011 T3

AGGGTGCCCG
GACCATTGAG
ACTTTCCTGT
GCCAGTCACT
ACATGCTTTT
AARAAGCAGGG
GCTTGAGGAA
GAATGCCCGT
GTACCCCCTC
CCAAGGCCTA
ACCCAACGGA
TCTATACCCA
GTGGTTTACA
TCAATTCTTG
TTTACCCCAA
GAGTCAATTC
CGCCCGTTCA
CTGTGGCTAC
AGGGCTAAAA
GGCTTATCCT
CTGCCGAARAA
GGAAACTCAG
GGCCCTAAAG
TTCTTTATAT
GATGAGCTTG
GCCTCATNGT
AATACAGGGA
TAARGGAGAC
AGAGCCAGTG
AAGGATCTTT
AAGTTCGTTT
AGCAGTACTT
AGTGGCACTG
AGATAGCAAG
CCATGTTGCA
CCACAAGTTA
ACACTGCCAA
GCAAGGAARG
GGAAGAGACA
GGAAAGAGAG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 58:

(i)
(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

TIPO:

TGGAGAATAG
AAAAARGAGA
GAGAAAGAAG
TCTGTCTACC
CCACTAACTG
CAGGAAATCA

Nucleétido

CAGCATAAGT TGGCTGGCAG

LONGITUD: 1722 pares de bases

NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 58:

GGGCAAGCGC
GGTCAGAAGG
CCTGGACAAC
AGATACTTCT
CTAATTATGC
GCCATTATAC
GGAATTAATC
CCTGTTCAAG
AGACCCGAGA
GTAAAACCAA
CAGTGGAGGT
GCTGTACCTA
GTCCTGGACC
TTTGCCTTTG
GGGTTCAGGG
TCATACCTGG
GAAACCTTGT
AAGGTTTCCA
TTATCCAAAG
CATCCCAAAA
CAGATTCCCA
ARAGCCAATA
RAAGGCCCTAA
GCCACAGAAA
CAACCCGTGG:
TTATGGGTAA
AGAGATCTTN
TTGTGGTTGT
CTGNGACTGC
NTAGAGGTCC
GTAGAAAAGG
GAAAGTAAGC
ACCCCGCGAG
TATGCTTATC
ATATGGAAAG
ATCATGGAGT
AGCCATCAGA
ACTAGCAGAA
GAGCACAAAG
AGAGGAAGAG

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

AAGTAGGGAA

AAGTCAGAGA AAGAARAAAAA GAGAGGAAGA

TAGTAAAGAA AAAACAGTAT
TAGCCAAGGC ATATTCTTCT
GACAGGCACC TGAACCTTAG
GACCCTATTG GTACCTGTCA

ACCCTATTCC
TATGTGGAAC
TCTTTCTARG
AAGCTAAAGT

55

CAGCCCATGC
GTNACTGTCT
TGTCCTCCAG
CCCAGCCACT
CTGAAAGCCC
ATGTGAATAT
CTGAAGTCCG
TTAAACTAAA
CCCAACAAGA
GCAATAGCCC
TAGTGCAAGA
ACCCTTATAC
TTAAGGATGC
AAGATCCTTT
ATAGCCCCCA
ACACTCTTGT
GCCATCAAGC
AACCARAGGC
GCACCAGGGC
CCCTAAAGCA
GGTACASCCC
CCTATTTAGT
CCCAAGCCCC
AAACAGGAAT
TATACCTGAG
TGGNGGCAGT
CTGTGTGGAC
CAGACAACCA
GCACTTGTGC
CCTTAGCCAA
GATTACAARG
CTCTTCCCCC
CCTTAGAACT
TAATCCGAAA
AAAGGGAGTT
TATTGCACAC
AAAGGGAAAG
AGGAAAGAGA
AGGGAGTCAG
ACAAAGAATG

AGACAGCAAG
AACARAGAAG
TTTAAAARGCC
ATCAACCTAT
TCCCAACATT
CCCGTCAGTG

CATCACCCTC
CCTGGACACT
ATCTGTCACT
AAGTTGTGAC
CACTCTCTTG
AGGAGAAGGA
GGCAACAGAA
GGATTCCACC
ACTCCAAAAG
TTGCAAGACT
ACTCAGGATT
AGTGCTTTCC
CTTTTTCTGC
GAACCCAACG
TCTATTTGGC
CCTTCAGTAC
CACCCAAGAA
TCGGCTCTGC
CCTCAGTGAG
ACTAAGAGGG
AATAGCCAGA
AAGATGGACA
AGTGTTCAGC
AGCTCTAGGA
TAAGGAAATT
AGCAGTCTNA
ATCTCATGAT
TTTACTTAAN
AACTCTTAAA
CCCTGACCTC
GGNAGGATAT
CCAGGGACCA
TTGGAAAGGG
TGCCCATGTT
CCTAACCTCT
AGTGCAAAAA
GGGAGAAGAG
GAAAGAGACA
AGAGAGAGAG
A

AAGTAAAGAA
AACTTGAAGA
AGGGTAAATT
ATCTGCCTCC
AACATTGCCC
CAGAGCCATA

1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2391

60
120
180
240
300
360
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15

20

25

CAACTAATAT
GGTTTATCTA
CAAGAAATAA
ACTCTCCARA
TTCTTAGGGG
TGGCATTTAC
CTCTGGAGTT
TTACTCACCT
GAAGCCATCA
TTCTACCAAG
TGGARGACAC
GCGGTCATCG
GAGGTGACAG
TGGTGCCCAC
TCTTTCTGGG
AGAGATGCAG
TGGGCGTGGG
CAGATGCTGT
CGGGAACMTG
CCAAGCTTCC
AGGGTTGAGG
GTGCGGGATC
CTTTATGTCT

CCCTATTTAT
CTTCATTATC
TGAAATCTAT
ACCGCCGAGG
AAGAGTGTTG
AGGAAAGGGC
GGGCAACATG
TTGGGCCCTG
AGCTACAGAT
GACCCCTGGA
TACAACTGCA
GCCAAATTCC
CCTGCTGGCA
TCTGGCCGTG
CTGGACAAGG
GCGGGAACCA
CTCGGCGGGC
GCTCAACTTC
CAGCCTGCCC
CGGACAAGCA
AGTGCGGGCA
CACTGCGTGA
AGCTAAGGGA

ES 2379011 T3

AGGGTTAGGA
CTACTACCAT
TCTTACTTTA
CCCACACCTC
TTTTTACACT
TTCTGATATC
GCTTCTTCCA
TATTTTTAAG
GGTCTTACAA
ACGATCCACT
GGGCCCCTTC
CAACAGCAGT
GCCTCACAGC
CTTGAGGAGC
CCGGAGCCAG
GGGCTGCGCA
CCCACACTCG
TTCGCTGGGC
ATGCTTGAGC
CCACCCCTTA
CACAGCGCGG
AGCCAGCTGG
TTGTAAATAC

ATGGCTACTG
ACACTCTCAA
CAATCCCAAT
CTCACTGCTG
AACCAGTCAG
AGACAATGCC
TTTCTAGGTC
CTTCTTGTCA
ATGGAACCCC
GGCACTTCCA
TTTGCCCCTA
TGGGGTGTCC
CCTCGTTGGY
CCTTCAGCCT
CTCCCTCAGC
TGGCGCTTGC
GGCAGTGAGG
CTTAGCTGCC
CCCCCACCCC
TCCACGGTGC
GATTGGCAGG
GCTCCTGAGT
ACCAATCAGC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 59:

(i)

(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

CTTCCCCARC
GGAGTAAACA
GGAGAAGAAT
ATTAAAATAG
GGATTAGGAC
CTAACCTCAA
TATCTCAGTC
CAGCAGGCAG
TGCCGCAGAC

TAATAAGGAC
ATGAACCAAA
TCGGCCCAGC
ACNTAGGTNA
AATCCTTTGA
ATGAGAGAAG
AGGTCAATGA
TTCCCAGTGT
ATTTA

LONGITUD: 495 pares de bases
TIPO: Nucledtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 59:

CCCCCTTTCA
GAGTGCCAAT
CAGAGTGCAT
ATTNTCAGAT
TCTGACATGG
TGCTGCCATA
TAGGATGACA
AGCTCCTCAT

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

ACCCARAACAG
ATTCCCTGGT
GTACCTTTTT
AGCCCTGATG
AGAGATATAR
ACTGGAGCCC
ACGGAGGAAA
TGGGACACAG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 60:

LONGITUD: 2503 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 60:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

56

CTACAGGAAC
AGAATTTCTC
TAGACTCTTT
AGARAAGGAGG
GGATAGTACG
TTTCAAARCTC
CCATGGCAGC
AATTTGTTTC
AAATGAGTTC
CTAGCCTAGA
TCCAGCAGGA
TGTTTAGAGG
TCTCAGTGCC
GCCACTGCAC
TTGCAGGGAG
GGGCCAGCAT
GGCTTAGCAC
TTCCCCGTGG
GCCGTGGGTT
CCAGTCCCAT
CAGTTCCACT
CTGGTGGGGA
AC

TCCAAAAGGA
TATGCACCCT
CTCTCTCACA
GYTATATTGA
TATTACTGCT
GAGAGTTTGG
GAGAACGATT
AATCAGAACA

TGGAATAGCC
AGACAGTTTG
GGCAGCAATG
ACTCTGCACC
AGATGCCACC
TTATACCRAC
CATCTTGCTG
CTCTAGGATC
AACTAACAAC
GATTCCCCTC
AGTAGCTAGA
GGGGATTGAA
TCCTCAGCCT
TGTGGGAGCC
GTATGGAGGG
GAGTTCCAGG
CTGGGCCAGA
GGCAGGGCTY
CYTGCACAGC
CAACCACCCA
TGCGGCCTTG
CTTGGAGAAT

CATAGACAAA
CCAAGCGGTG
CTTGARGCAA
TGTTTTACAA
AAATCAGACG
CAATCTCTGG
CCCCACAGGG
TGGAGATTGG

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1722

60
120
180
240
300
360
420
480
495
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CCAAGAACCC
CCAAGCGGTG
CATCAGACCC
ACCGGGCATC

GTCAAGCTTT
GGTTTGCCTA
GTGAAGGAAA
GAGTGGAACT
TGACCCTTGC
TGAAGCTAGA
CTATAAAGAA
GGCTCACCAA
GGAATTTTAG
ATATGGGGAG
ACTCTTCCAA
GTGGCATAAC
ACTCTAACAG
GGTCCTCCTT
TAAGGACCAC
TTTCTGCTGC
AGGTTCTTGG
CAGGGTCCCA
GTGGGCGGTT
TGCATCCTAA
TTTTCCTGCA
GAGGGARGCA
AAATGGAGTG
GCAAAGCTTG
TCCCTATAGC
ARATAAGCAA
TCAAGYTGTA
GATTTAAAGC
GATGTCCTAC
TTAGATCAAA
GGAGATACCT
TTCCTTACTG
CATGGGGACT
GGGAAAAAGC
CCTTCTGCCT
GAATCACTCG
ATCAGGAGAA
ACCTGGCAAC

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°:

ACCAATTCCG
AGACAATAGC
CTTTCACTTG
TGTCAGCCAT

CTGGGARAGG
GAACCAGCTT
GCCATGCATC
CTCAARAGCA
CCTCTGGGTC
ACCGCTTCTA
TGAWTTCTAG
TCAGAAAGAC
GATCCCTCCT
CCTCAGARAAT
CCCTGAAGAT
ATCTTTATAG
GTTTTTGAGA
GTGGTCTAGG
TAAATCCGAC
TGCGTCGGTG
GCAGGGGTTG
GGACCATTGC
TTGTCTITTCA
GCCATTGGGA
CTACGGCTTG
CARAATTACAA
AATACCTTAT
CAATTTACAT
TTCCCTTCCT
AGARATCTCC
GGGGGAGGGG
AGATCAAGGC
AGGGTCTAGG
CCCTGGCCTT
GGTATCCTAG
GTCAGCAACC
GGAGTCGTARA
CCATGAATTA
TCCTCGAGCG
AGGGTCAATT
AGCTCCAARA
CTTGGTGTTC

GANCACATTT
CGAGCGGTGA
CTATTCTGTC
TTAAAAGTGA

GCTCTCTARAC
CCGCTTTTCC
TCCGGGGTCT
TGTCGCCCAA
CTAATGCCTG
AAAATTGCTA
TATTAAACTC
ACAGTTTTTG
CAGACTAACA
TGTATCCCTC
CCCCTCCCTC
GATGGGGTAR
ATGCGTCAGT
AGGACAGGCA
CTTCCTCGGT
AGCGCAACTA
TTTCTGCTGC
AGGTCCTTGG
TATGGGARAC
CCAATTTGAC
GCCCCAATAT
TAYTATCCTA
GTCCAAGCTT
CCCACAGGAG
ATTGATGATA
ARAGGTCCAC
AATTTGGCCC
AGACCTGGGG
GCAAACCTTT
TAATGAAAAG
TCAAGTAAAT
CATCCCCAGT
ACATCTGTTG
TTCAATGATA
GCTACAAGAG
GATTCTAAAA
GCAAGCCCTG
TATAATAGGG

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 61:

ES 2379011 T3

TGGCGACCAC
GACCTTTCCC
CTATCTTTCT
CTAGCGGGCC

ARCCCCCAAC
TGTACTTCTG
CGMCAACATG
GCGACACTCG
CCAGACAAAC
CCTGGTCTCT
CAGGACTCTG
CCCAAGGCCC
GGCCTAACARA
CTATTCATAT
CCTCAGGGTA
AGTCCCAATA
AAGGGCCACT
AGGTTGTGCA
CCTCCATGTG
TTCAAGTCAG
TGCATTGGTG
GCAGGGAGAG
ACTCAGGCAT
CCACAAACCC
TCTCTTTYTG
CAGCYTGATC
TCTTTTCATT
GACCCTTCAG
CTCCTCCTCT
AAAARCCCCC
ARACCCGGGTG
ARGTTTTCAG
GACCTCACTT
AATGCGGCTT
GAAAGAATGA
ATGGATCCCC
ATCTGTGTTC
TCCACCATAA
GCCTTAAGAA
GATAAGTTTA
AGCCTGAACA
ACCAAGAGGA

61:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 1167 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

GAAGGGACTT
AATCGCCAAG
TTAGAATTCG
GCCGGACTAA

TCTTTGGAGT
GGCTGAGCCG
TTGGTTGACC
CCTATCTATC
TTCCTCTCGC
GGTGCTTTTC
TTACCTTCTT
CATCGTAGTG
AAGTTATTCC
AAGTGAGARC
TGGCCCTCCA
CTAACAGGAG
AAATCTGATT
GGTTTTCGAG
GTCTGGGAGG
CAGGGTCCAG
AATGCAACTA
AAACAAAACA
CAACAGGTTC
TGAARAAGAG
ATGGGGAAAA
TTTTCTGTAA
GAGGGAGAAT
CTTACCCCCA
AATCTCCCCT
GGGCTATCGG
CATGTCCCTT
ATGATCCTGA
GGAGAGACGT
TAGCTGCAGC
CAGCCGAAGA
ACTGGGACTT
TGGARGGACT
CCCAGGGARAA
AATATACTCC
TTACCCAATC
AAATCTAGAG
ACA

57

TCGCATATCG
CAGTGAGTAC
GGGGCTAAAT
AGACACGGGT

TGGGACCGTT
TGGGTTGACA
CTGCGGCCAT
CTATCTATCC
CTCTCTTCTC
CTARTTTCTC
TAGGCACCCG
GGGACTACCT
TGAAGCTAGG
AARAGGTGTC
TTTCATTTTT
AATGCTTAGG
TTTCTCAGTC
AATGCGTCAG
AAAACTAGTG
GGACCGTTGC
TTCTGATCAG
AACCAAAACT
ACCCTTGAAA
GAGGCTCATT
ATGGCCACCT
GAGGGAAGGC
ACACRAACTAT
TATCCTAGCC
GCCCAGARGG
TTATGTCCCT
CTCCCTCTCT
TAGGTACATA
CATGCTACTG
CTGAGAGTTT
AAGGGACAAC
TGACTCAGAT
AAGGAGAATT
GGAAGAAAAT
CCTGTCACCC
AGCCACAGAT
ACATTATTAA

60
120
180
240

300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
S00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2503
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35

AAGGARACTC
TTCCAGGCCC
GACTTTTCTT
ARGGGACAAG
GTTGGCCTCA
AATAATACAG
TGCTAAAGAG
TGAAGTGCCA
AGACAATGAA
TCGAGGGGAC
AAGTTCCTTG

AATACTTGAA
CCTCACTTGG
GTATGCTTAC
TTCTGAGGGA
AGAAACCTAR
AAATAGAAGG
CATTAGAAAT
CCCAGTACTC
CCAGATGGCT

AGAAAGCCARA
TAAARGARAATC
TATATGTCAC
CTTGCAACCT
TTGTTTACAG
GGARAGAGATC
GACTTGTGGC
GTGCTGCGAC
GAAAAGATAG
CTTCTAGAGG
GCAGAAAAAG

AGTAATCGCC
GCACTAGAAT
CTAGTCCTCC
ACACCTATCA
AGAGGTGGCA
CAATCGCCAA
GCTTATAGAA
AGCAGGARAA
AGCCACTGAG

ES 2379011 T3

TACCCATTTA
CCTAACCCAA
AGARRAACAG
GTGGCATACC
GTAGGGCAGC
TTACTGTGTG
TGTCAGACAA
TGCACATTTG
AACATAACTG
TTCCCTTGAC
GACTTTGAAA

TCACTCCAGG
TAGGAGAAGG
ATGCCCATGC
ACCATCAGGG
GTCTTACACT
GCGGATATTG
GGACCCCTAG
ATAGAATAGG

GARGGAA

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 62:

(i)

(A)
(B)
()
(D)

(ii)
(xi)

Nucleétido

LONGITUD: 78 pares de bases
TIPO:
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MQLECULA: ADNc
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 62:

GTAAGATGGA
GCCCCAGTGT
GAATAGCTCT
TGAGTAAGGA
AGTAGCAGTC
GACATCTCAT
CCATTTACTT
TGCARACTCTT
TCAACAAGTA
TGATCCCGAC
AGCGGGGTAT

AACTAGTGCT
AAAAAGGGTA
AGCAATATGG
AAGCCATTAG
GCCAGGGTCA
ARGCAAAAAA
TATGGGGTAA
ARACCTCACA

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

CACCAGAAGC
TAAGCTTGCC
AGGAGTCCTT
ARCTGATGTA
TTAGTTTCTG
GATGTGAACG
AAATAGCAGG
ARCCCAGCCA
ATTGCTCAAA
CTCAACTTGT
GCAGTGATCA

CACCTGGCAG
AATATATATT
AGAGAGAGGG
GAGATTATTA
TCAGGAAGAR
AGCCGCAAGG
TCCCCTCTGG
AGGACATACT

AGAAGCAGCT
AACGGGGCAA
ACACAGGTCC
NTGGCAARGG
ARACAGTTAA
GCATACTCAC
TTCTATTACT
CATTTCTTCC
CCTATGCTGC
ATACTGATGG
GTGATAATGG

AACTAATAGC
CAGACTCTAA
AATTCCTAAC
TTGGCTGTAC
GAGGAAAGGG
CAGGACTCTC
GAAACCAAGC
TTCCTCCCCT

TCCARRGGCA CCAGGGCCCT CAGTGAGGAA CGTATCCAGC CTATACTGGC TTATCCTCAT
CCCARAACCC TAAAGCAA

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 63:

(i)
(A)
(B)

(ii)

(xi)

Ser Lys Gly Thr Arg Ala Leu Ser Glu G
1 S

LONGITUD: 26 restos de aminodacidos
TIPO: aminoéacidos

TIPO DE MOLECULA: péptido
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 63:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

10

Ala Tyr Pro His Pro Lys Thr Leu Lys Gln

20

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 64:

(i)

(A)
(B)
()
(D)

(ii)

LONGITUD: 28 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

25

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

58

lu Arg Ile Gln Pro Ile Leu

15

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660

720
780
840
900

1020
1080
1140
1167

60
78
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(xiy DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 64:

AAATGTCTGC GGCACCAATC TCCATGTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 65:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 65:

AAGGGGCATG GACGAGGTGG TGGCTTATTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 66:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 21 pares de bases
(B) TIPO: Nucleotido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 66:

GGAGAAGAGC AGCATAAGTG G
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 67:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 67:

GTGCTGATTG GTGTATTTAC AATCC
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 68:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 68:

GACTCGCTGC AGATCGATTT TTTTTTTTT TTTTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 69:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido

59

28

30

21

25

34
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(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 69:

GCCATCAAGC CACCCAAGAA CTCTTAACTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 70:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 30 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 70:

CCAATAGCCA GACCATTATA TACACTAATT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 71:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 71:

GCCATAACTG CAACCCAAGA GTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 72:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 23 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 72:

GGACGAGGTG GTGGCTTATT TCT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 73:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 73:

AACTTGCGTG CTAGAAGGAC TAAGG

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 74:

60

30

30

23

23

25
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0] CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 74:

AACTTTTCCC TTTTCCAGAT CCTC
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 75:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 75:

GCATACCAGG CAAGTGGACATT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 76:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucleotido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 76:

CTGTCCGTTG GGTTTCCTTA CTCCT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 77:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 77:

GAGGCTCTGG AAAAGGGAAA AGTT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 78:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 78:
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CTGTCCGTTG GGTTTCCTTA CTCCT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 79:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n®: 79:

AGGAGTAAGG AAACCCAACG GACAG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 80:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 80:

TGTATATAAT GGTCTGGCTA TTGGG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 81:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xiy  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 81:

AGGAGTAAGG AAACCCAACG GACAG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 82:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc
(x) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 82:

TTCGGCAGAA ACCTGTTATG CCAAGG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 83:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 22 pares de bases
(B) TIPO: Nucleodtido

(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal
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(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 83:

CTCGATTTCT TGCTGGGCCT TA
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 84:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nuclettido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i) TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xiy DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 84:

GTTGATTCCC TCCTCAAGCA
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 85:
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 20 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 85:

CTCTACCAAT CAGCATGTGG
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 86:
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 19 pares de bases
(B) TIPO: Nucledtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
(D) CONFIGURACION: Lineal

(i)  TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 86:

TGTTCCTCTT GGTCCCTAT
(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 87:
(1) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A) LONGITUD: 433 restos de aminoacidos
(B) TIPO: aminoacidos

(i)  TIPO DE MOLECULA: péptido

(xi)  DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 87:

63

22

20

20

19



10

15

Met
Ser
Ile
Ala
Lys
65

Asn
Ala
Ser
Leu
Phe
145
Met
Glu
Thr
Ala
Phe
225
Pro
Cys
Trp
Gly
Ala
305
Gly
ser
Xaa
His

ser
385

Asp
Glu

Val
433

Ala
Tyxr
Met
Met
Gly
Gln
Ser
Txp
Leu
130
vVal
Glu
Arg
Leu
Arg
210
Arg
Arg
Leu
Ala
Gly
290
Ser
Ser
Ser
Ala
Ser

370
Pro

Trp

Ala

Thr
Tyr
Lys
35

Thr
Gly
Ser
Asp
Ala
115
Leu
Ser
Pro
ser
Gln
195
Ala
Gly
Trp
Arg
Gly
275
Arg
Met
Glu
Leu
Ala
355

Pro

Ile

Gln

Ser

Ala
His
20

Ser
Leu
Leu
Gly
Ile
100
Thx
Leu
Ser
Gln
Thr
180
Leu
val
Gly
Xaa
Ser
260
Gln
Asp
ser
Gly
Gly
340
Cys

Ser

Asn

Ala

Trp
420

Thr
Thr
Ile
Gln
Cys
Ile
85
Rrg
Trp
Thr
Arg
Met
165
Gly
Gln
Ile
Ile
Ser
245
Pro
Gly
Ala
Ser
Leu
325
Leu
Pro
Phe
His
val

405
Ala

Gly
Leu
Leu
Asn
Thr
70

val
Gln
Leu
Phe
Ile
150
Ser
Thr
Gly
Gly
Glu
230
val
Ser
Arg
Gly
Arg
310
Ser
Ser
Cys

Pro

Pro
390

Pro

Pro

Thr
Ser
Thr
Arg
Phe
Arqg
Cys
Leu
Gly
135
Glu
Ser
Ser
Pro
Gln
218
Glu
Pro
Ala
Ser
Gly
295
Trp
Thr
Cys
Leu
Asp

375
Arg

Leu

Glu

ES 2379011 T3

Gly
Lys
Leu
40

Arg
Leu
AsSp
Leu
Pro
120
Pro
Ala
Thr
Thr
Phe
200
Ile
Val
Pro
Cys
Gln
280
Asn
Ala
Trp
Leu
Ser
360
Lys

vVal

Ala

Ser

Ile
Asn
Gln
Gly
Gly
Ala
Ser
105
Phe
Cys
Ile
Asn
Ser
185
Phe
Pro
Thr
Gln
His
265
Leu
Gln
Trp
Ala
Pro
345
Pro
His

Glu

Ala

Gly
425

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 88:

(i)

Ala
Phe
Ser
Pro
Glu
Thr
90

Asn
Leu
Ile
Lys
Asn
170
Leu
Ala
Asn
Ala
Pro
250
Cys
Pro
Gly
Ala
Arg
330
Arg

Pro

Glu

Leu
410
Gly

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(ii)

TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 88:

LONGITUD: 693 pares de bases
TIPO: Nucleodtido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

Gly
Ser
Gln
His
Glu
Trp
Ser
Gly
Phe
Leu
158
Phe
Glu
Pro
Ser
Cys
235
Trp
Thr
Gln
Cys
Arg
315
Gln
Gly
Pro

Pro

Cys
395

vVal

Asp

64

Leu

Leu
Leu
Cys
His
Tyr
Pro
Lys
140
Gln
Tyr
Ile
Ile
Ser
220
Trp
Cys
val
Leu
Ala
300
Arg
Met
Ala
Arg
Leu

380
Gly

Arg

Leu

Met
125
Leu
Met
Gln
Pro
Gln
205
Trp
Gln
Pro
Gly
Ala
285
Trp
Ala
Leu
Gly
Arg
365
Ser

His

Asp

Glu

Asn
110
Ala
Leu
Val
Gly
Leu
190
Gln
Gly
Pro
Leu
Ala
270
Gly
Arg
Pro
Cys
Leu
350
Gly
Thr

Thr

Pro

Asn
430

Ala
TYyr
Glu
Leu
Ala
Val
Leu
Pro
175
Trp
Glu
Val
His
Trp
255
Ser
Arg
Leu
His
Ser
335
Arg
Phe
Val

Ala

Leu
415
Leu

Leu
Glu
Ala
Glu
Thr
80

Arg
Trp
Ile
Lys
Gln
160
Leu
Lys
vVal
Leu
Ser
240
Pro
Phe
Tyr
Arg
Ser
320
Thr
Glu
Leu
Pro

Arg
400

Arg

Tyr



CTTCCCCAAC
GGAGTAAACA
GGAGAAGAAT
ATTAAAATAG
GGATTAGGAC
CTAACCTCAA
TATCTCAGTC
CAGCAGGCAG
TGCCGCAGAC
AATTATTCAA
GGAGAGACTA
AAAAGGGARAA

TAATAAGGAC
ATGAACCAARA
TCGGCCCAGC
ACNTAGGTNA
AATCCTTTGA
ATGAGAGAAG
AGGTCAATGA
TTCCCAGTGT
ATTTACTAAC
TGATGTCCAC
AGGGAGGCAT
AGTTGGGCAA

ES 2379011 T3

CCCCCTTTCA
GAGTGCCAAT
CAGAGTGCAT
ATTNTCAGAT
TCTGACATGG
TGCTGCCATA
TAGGATGACA
AGCTCCTCAT
TTGCGTGCTA
TATAACACAG
TGAGGAAGCA
ATTGAATGCC

ACCCRAAACAG
ATTCCCTGGT
GTACCTITTT
AGCCCTGATG
AGAGATATAA
ACTGGAGCCC
ACGGAGGARAA
TGGGACACAG
GAAGGACTAA
GGGAAAGGAA
TACCAGGCAA
TAA

TCCAAAAGGA
TATGCACCCT
CTCTCTCACA
GYTATATTGA
TATTACTGCT
GAGAGTTTGG
GAGAACGATT
AATCAGAACA
GGAAAACTAG
GAAAATCCTA
GTGGACATTG

CATAGACAAA
CCAAGCGGTG
CTTGAAGCAA
TGTTTTACAA
AAATCAGACG
CAATCTCTGG
CCCCACAGGG
TGGAGATTGG
GAAGACTATG
CTGCCTTTCT
GAGGCTCTGG

60
120
180

300
360
420
480
540
600
660
693

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 89:

10

15

20

25

(i)
(A)

(B)

)

(D)

(ii)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 1577 pares de bases
TIPO: Nucleétido
NUMERO DE HEBRAS: simple
CONFIGURACION: Lineal

TIPO DE MOLECULA: ADNc

(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 89:

AACTTGCGTG
CACTATARCA
CATTGAGGAA
CAAATTGAAT
ATTGTCCAAG
GAAGGCCTAC
CCAGCAGCAG
CCCGGGTATG
CCTTCTCAGT
GGGTCCTAARG
CTTTACTCTT
GAGACATTTT
TTTGCTGTCC
ATGGACARGC
CCTACCAAAG
GGACCTAAAA
AGGAGTAAGG
GGCTGTTTTT

AGAGGAAGCA
ACATCCTGAT
CACCTGGACT
AGCCCAAGAC
TAATTTTAGC
TCCTCACTCC
TTAAATACTT
AACCTGTACT
AACAGGTTTC

(i)
(A)
(B)

(i)

(xi)

CTAGAAGGAC
CAGGGGARAAG
GCATACCAGG
GCCTAATAGG
TAGAAATAAG
TGCCCCAGGG
GACTGAGGGT
TTTGACCATT
CTTACTTTCC
ACAGCCAGTC
TTCACATGCT
AGCAARAGCA
CCTGCTTGAG
ARAGAATGCC
GAAGTACCCT
GCCCAAGGCC
ARACCCAACG
CCTCTATACC

GAGTAGTTTA

TAAGGAAAAC
GAAGAAAATC
CAAGTGGACA
GCTTGCTTCC
CCGCCCCTCG
GACGAAGGTC
GCCCGGGGCA
GAGAGCCAGG
TGTCCCAGAC
ACTACATACT
TTTCTAATTA
GGGGCCATTA
GAAGGAATTA
CGTCCTGTTC
CTTAGACCCG
TRAGTAARACC
GACAGTGGAG
CAGCTGTATC

CAGTCCTGGA

TCTCAATTCT
GTTTTACCCC
TTGAGCCAAT
CACCCGTTCA
GTGTGGCTAC
AGGGTTAAAA
GGCTTATCTT
TGCCGAA

TGTTTGTCTT
AGGGGTTCCG
TCTCATACCT
GAAACCTTGT
AAGGTTTCCA
TTATCCAAAG
CATCCCAAAA

TAGGAAGACT
CTACTGCCTT
TTGGAGGCTC
AGTGCAGTCT
TCCATGCCCC
CTCTGAGTCA
AGTGCCAGCC
AAGTTAACTG
AATTGTCCTC
TCTCTCAGCC
TGCCTGAAAG
TACACCTGAA
ATCCTGAAGT
AAGTTAAACT
AGGCCCTACA
ATGCAGTAGC
GTTAGTGCAA
TAGCCCTTAT

CCTTAAGGAT
TGAAGATCCT
GGATAGCCCC
GGACATCTTG
GCCATCAAGC
AACCAAAGGC
GCACCAGGGC
CCCTAAAGCA

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 90:

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

LONGITUD: 182 restos de aminoacidos
TIPO: aminoacidos

TIPO DE MOLECULA: péptido
DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 90:

ATGAATTATT
TCTGGAGAGA
TGGAAAAGGG
ACAAGGACGC
TTATGTCAAG
GAAGCCACTA
CATGCCATCA
TCTCCTGGAC
CAGATCTGTC
ACTAAGTTGT
CCCCACTCCC
CATAGGAARAR
CTGGGCAATA
AAAGGATTCT
AGGACTCAAA
CCCTGCAATA
GATCTCAGGA
ACTCTGCTTT

GCCTCTTTCT
TTGAACCCAA
CATCTATTTG
TCCTTCGGTA
CACCCAAGCG
TCAGCTCTGC
CCTCTGTGAG
ACTAAGAAGG

65

CAATGATGTC
CTAAGGGAGG
AAAAGTTGGG
TTTAGAARAG
GGAATCACTG
ACCTGATGAT
CCCTCAGAGC
ACTGGCGCAG
ACTATCCGAG
GACTGGGGAA
TTGTTAGGGA
GGAATACCCA
GARGGACAAT
GCCTCCTTTC
AGATTGTTAA
CTCCAATTTT
TTATTAATGA
CCCTAATACC

GCATCCCTGT
TGTCTCAATT
GCCAGGCATT
TGGGATGATT
TTCTTARATT
TCACAGCAGG
GAATGTATCC
TCCTTGGCAT

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
1577
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30

Ser
1
Ser
Asn
Pro
Gln
65
Thr
Pro
Leu
Gly
Lys
145
Pro

Lys

Ser
Pro
Cys
Arg
S0

Pro
Leu
Leu
Asn
Ile
130
Asn

Tyr

Arg

Ser
Ser
Leu
35

Gln
val
Leu
Leu
Ile
115
Asn
Ala
Gln

Leu

Arg
Glu
20

Leu
Leu
Thr
Phe
Gly
100
Gly
Pro
Arg
Arg

Leu
180

Thr
Pro
Asp
Ser
Thr
Ser
85

Arg
Lys
Glu
Pro
Lys

165
Arg

Glu
Arg
Thx
Ser
Tyr
70

His
Asp
Gly
val
Vval
150
Tyr

Thr

Gly
val
Gly
Arg
Phe
Ala
Ile
Ile
Trp
135
Gln

Pro

ES 2379011 T3

Ala
Cys
Ala
40

Ser
Ser
Phe
Leu
Pro
120
Ala
val

Leu

Arg
Leu
25

Ala
val
Gln
Leu
Ala
105
Iie
Ile
Lys

Arg

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 91:

Gly
Thr
Phe
Thr
Pro
Ile
90

Lys
Cys
Glu

Leu

Pro
170

() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

(A)
(B)

(

(i) TIPODE MQLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 91:

LONGITUD: 36 pares de bases
TIPO: Nucleodtido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
D) CONFIGURACION: Lineal

Lys
Ile
Ser
Ile
Leu
Met
Ala
Cys
Gly
Lys

155
Glu

AGATCTGCAG AATTCGATAT CACCCCCCCC ccccce

(2) INFORMACIONES PARA LA SEC ID n°: 92:

AGATCTGCAG AATTCGATAT CA

(i)

(i)

CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:

TIPO DE MQLECULA: ADNc
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA: SEC ID n°: 92:

) LONGITUD: 22 pares de bases
) TIPO: Nucleétido
(C) NUMERO DE HEBRAS: simple
) CONFIGURACION: Lineal

66

Cys
Glu
val
Arg
Ser
Pro
Gly
Pro
Gln
140
Asp

Ala

Gln
Ser
Leu
Gly
Cys
Glu
Ala
Leu
125
Tyr
Ser

Leu

Pro
Gln
30

Leu
Val
Asp
Ser
Ile
110
Leu
Gly
Ala

Gln

Met
Glu
Ser
Leu
Trp
Pro
Ile
Glu
Gln
Ser

Gly
175

Pro
Val
Cys
Arg
Gly
Thr
His
Glu
Ala
Phe

160
Leu

36

22
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido antigénico reconocido por sueros de pacientes infectados por un retrovirus cuyo genoma comprende
una secuencia nucleotidica seleccionada de entre SEC ID n°® 1 y SEC ID n° 89, y/o en los cuales se ha reactivado

dicho retrovirus, cuya secuencia peptidica consiste en una secuencia seleccionada de entre SEC ID n° 39, SEC ID
n°41aSECIDn°44 y SEC ID n° 63.

2. Polipéptido segun la reivindicacion 1, caracterizado porque posee una secuencia peptidica que consiste en una

secuencia seleccionada de entre SEC ID n° 39 y SEC ID n° 63.

3. Secuencia nucleica que codifica para un polipéptido segun la reivindicacién 1 é 2, seleccionada de entre SEC ID

n° 40, SEC ID n°® 62, sus fragmentos y las secuencias complementarias de éstos.

4. Anticuerpo mono- o policlonal dirigido contra un agente patolégico y/o infeccioso asociado a la esclerosis en
placas, caracterizado porque se obtiene mediante reaccion inmunoldgica de un organismo humano o animal, con un
agente inmundgeno constituido por un polipéptido segun la reivindicacion 1 6 2.

5. Agente reactivo de deteccién de un agente patolégico y/o infeccioso asociado a la esclerosis en placas, o de una
exposicion a dicho agente, caracterizado porque comprende, a titulo de sustancia reactiva, un polipéptido segun la
reivindicacion 1 6 2, o un anticuerpo segun la reivindicacion 4.

6. Composicién diagnostica, profilactica o terapéutica, que comprende un polipéptido segun la reivindicacion 1 6 2,
0 un anticuerpo segun la reivindicacién 4.

7. Composicion inmunoterapéutica activa, en particular composicién vacunal, segun la reivindicacion 6.

8. Procedimiento para detectar la presencia o la exposicion a un agente patolégico y/o infeccioso asociado a la
esclerosis en placas, en una muestra bioldgica, caracterizado porque se pone en contacto dicha muestra con un
polipéptido segun la reivindicacion 1 6 2, o un anticuerpo segun la reivindicacion 4.

9. Dispositivo de deteccion de la presencia o de la exposiciéon a un agente patolégico y/o infeccioso asociado a la
esclerosis en placas, en una muestra biolégica, comprendiendo dicho dispositivo un agente reactivo segun la
reivindicacion 5, que consiste en un polipéptido, soportado por un soporte sélido, inmunolégicamente compatible con
dicho agente reactivo, caracterizado porque comprende un medio de puesta en contacto de dicha muestra bioldgica
con dicho agente reactivo, en condiciones que permiten una eventual reaccion inmunolégica, y unos medios de
deteccién del complejo inmune formado con dicho agente reactivo.

10. Procedimiento de deteccion de anticuerpo dirigido contra un agente patoldgico y/o infeccioso asociado a la
esclerosis en placas, en una muestra bioldgica, caracterizado porque se pone en contacto dicha muestra y un
agente reactivo segun la reivindicacién 5, que consiste en un anticuerpo, en condiciones que permiten una eventual
reaccion inmunoldgica, y se detecta a continuacién la presencia de un complejo inmune formado con dicho agente
reactivo.

11. Procedimiento segun la reivindicacion 10, caracterizado porque la muestra es una muestra de sangre o de
liquido cefalorraquideo.

12. Utilizacion de una regidon inmunodominante seleccionada de entre SEC ID n° 41 a SEC ID n°® 44, para preparar
unos péptidos antigénicos reconocidos por sueros de pacientes infectados por un retrovirus cuyo genoma
comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de entre SEC ID n° 1 y SEC ID n° 89, y/o en los cuales se ha
reactivado dicho retrovirus.
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FIG. T

GTTTAGGGAT ANQCCTCATC TCTTTGGTCA GGTACTAIX CARGATCTIAG

GCCACTTICTC FGGTOCAGIN ACTCTCYTC TTCAG 8

SECIDN°3 (POL MSRV-iB3)

GTTCAGGGAT AMXOOCATC TATTIGECA GGCACTRGTT CARINCTTGA

GOCAGTICTIC ATROCTGGRAC AYTCIYGTOC TITOGGT 85

SEC ID n°4 (POL MSRV-1B)

GTTCARRGAT AGCOOCATC TATTIGGOON RGYATTRAOC CARGACTIGA
GYCARTITCIC ATROCTGGAC ACICTTIGTIOC TIYRG &

SECID n°®5 (POL MSRv-iB)
GTTCAGGAT ATTOXCATC TATTIGGCT GECATTRAC OGEGACTIRA
GOCZGTICTY AINIGTORC IOTCTIGTOC TITSG &

SEC ID n° 6 (POL MSRV-1B)

GIGTTGXAC AGGGGTTTAR RGATANDYCY CATCIMITIG GYORRGYAYT
RECYCRAIAY YTRRGYCAVT TCTYAKRYSY BGSMNAYTCTB KYOCTTYRGT

ACATERATGA C

SECID n°7 (POL MSRV-1B)
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—
G2

CONSENSO A SECIDn°3
GTTTAGGGATAGCCC TCATCTCTTTIGGTCA GGTACTGGCCCAAGA TCTAGGCCACTT(TC
\Y G P S S L w s ¢ 7T ¢ ¢ R S R P UL

F R 0O S P HULF GCGQ VvV LAQDOD L G H F g

t ¢ I AL I S ULV R Y VY PKI AT S Qq
AGGTCCAGGCACTCT GTTCCTTCAG
R S R H S Vv P S

¢G P G T L F L Q

v Q A L C S F
CONSENSOB SECIDn° 4
GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATITGGCCA GGCACTAGCTCAATA CTTGAGCCAGTTCTC
vV G . P P S I WP G T S S I L E P Vv L

F RDSP HULFGQ A LAQY UL S QF S

S G I A P I Y L A R H . UL N T - A S S H

ATACCTGGACACTCT TGICCTTCGGT
I PG HS CPS
Y Lt O T L VvV LR
T w T ULL S F G

CONSENSOC SECIDn°$S

GTTCAGGGATAGCCC CCATCTATTTGGCCA GGCATTAGCCCAAGA CTTGAGTCAATTCTC
VQG.P PSIWP GISPR LETSTIHL
FRDSP HLFGQ ALAQD L S QF S
S G I AP I YULAR H.PKT . V NSH

ATACCTGGACACTCT TGUCCITCAG
I P GHS CPS
Y L DT L V U Q
T w T L L S F

GTTCAGGGATAGCTC CCATCTATTTGGCCT GGCATTAACCCGAGA CTTAAGCCAGTTCTC

V QG . L PSI WP GINPR L KUPUV L

F RDS S HUF GUL ALTRD L S Q F S
S ¢CG1 AP I Y LAW H.PET . A S S H

ATACGTGGACACTCT TGTCCATTTIGG
I R G H S C P L
Y v 0 T ( v L ¥
r o v S r
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FIG. 3

Consenso TIGGATICAG TGYTGOCACA GOGOGECTGARA QCTATOOG TGCAGTIOC

Consenso GEATGOOGC TATAGOCICT ACGTGGAIGA (CTSCIGAAG CTTGAG

SECIDn° 11
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~1G 6

CAEGOCACCC  ARGAACTCTT AAATTTCCTICU ACTACCTGTG GOTACAAGGT
TTCCAAACCA AADGCTCAGC TCTGCTCACA GGAGATTAGA TACTTAGGSGT
TAAAATTATC CARAGGCACC AGGGGOCTCA GTGAGGAAG TATCCARCCT
ATACTGSGTT ATCCTCATCC CAAAACCCTA AAGCAACTA? GAGGGTICOCT
TAGCATGATC AGGTTICTGC OGAAAACARG ATTOCCAGGT ACAACCAAAA
TAGOCAGACC ATTATATACA CTAATTAAGG AAACTCAGAA AGOCAATACC
TATTIAGTAA GATGGACACC TAAACAGAAG GCTTTCCAGG CCCTAAAGAA
GGOCCTAACC CAAGOOCCAG TGTTCAGCTT GOCAACAGGG CAAGATTTTT
CTTIATATGG CACAGAAARA ACAGGAATOG CTCIAGGEGT CCTTACACAG
GTOOGAGGGA TGAGCTTGCA ACCOGTGGCA TACCTGARTA AGGAARTIGA
TGTAGTGGCA ARGGGTTGGC CTCATNGTTIT ATGGGTAATG GNGGCAGTAG
CAGTCINAGT ATCTGAAGCA GTTAAAATAA TACAGGGAAG AGATCTINCT
GIGTGGACAT CTCATGATGT GAAOGGCATA CTCACTGCTIA AAGGAGACTT
GTGGTTGTCA GACAACCATT TRCTTAANTA TCAGGCTCTA TIACTIGAAG
AGCCAGTCCT GNGACTGOGC ACTTGTGCAA CTCTTAAACC C

SECIDn°9 (PS3 17)
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TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGACTTGAGTC
AATTCTCATACCTGGACACTCTTGTCCTTCAGTACATGGATGATTITACTTT
TAGTCGCCCGTTCAGAAACCTTGTGCCATCAAGCCACCCAAGAACTCTTAA
CTTTCCTCACTACCTGTGGCTACAAGGT TTCCAAACCAAAGGCTCGGCTCY
GCTCACAGGAGATTAGATACTNAGGGCTAAAATTATCCAAAGGCACCAGG
GCCCTCAGTGAGGAACGTATCCAGCCTATACTGGCTTATCCTCATCCCAAA
ACCCTAAAGCAACTAAGAGGGTTCCTTGGCATAACAGGTTTCTGCCGAAA
ACAGATTCCCAGGTACASCCCAATAGCCAGACCATTATATACACTAATTA
NGGAAACTCAGAAAGCCAATACCTATTTAGTAAGATGGACACCTACAGAA
GTGGCTTTCCAGGCCCTAAAGAAGGCCCTAACCCAAGCCCCAGTGTTCAGC
TTGCCAACAGGGCAAGATTTTICTTTATATGCCACAGAAAAAACAGGAAT
AGCTCTAGGAGTCCTTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCT TGCAACCCGTGGT
ATACCTGAGTAAGGAAATTGATGTAGTGGCAAAGGGTT

SECIDNn°8 (MOO3-POQOU)

FIG. 7
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FIG. 8

SECIDN°2 (Fii-1)
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FIG.9a

SECIDn®1 (MSRV-1 pol)
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FIG. %9b
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SEC ID NO 1 (MSRV-1 pol.)
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FiG. 13

SEC ID n° 46 (FBd3)

GTGCTGATTGGTGTATTTACAATCCTTITATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG
CAATATGGAAAGAAAGGGAGTTCCTAACCTCTGGGGGAACCCCCATTAAA
TACCACAAGTAAATCATGGAGTTATTGCACACAGTGCAAAAACTCAAGGA
GGTGGAAGTCTTACACTGCCAAAGCCATCAGAAAAGGGAAGAGGGGAGAA
GAGCAGCATAAGTGGCTACAGAGGCAAGGAAAGACTAGCAGAAAGGAAA
GAGAGAAAGAGACAGAAAGTCAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGACAGAGCA
CAAAGAGGGAGTCAGAGAGAGAGAGAGACAGAGAGTCAGAGAGAAGGAA
AGAGAGAGAGGAAGAGACAAAGAATGAATCAAACAGAGAGACAGAAAGT
CAGAGAGAGAGAGAGAGAGGAAGAGACAGAGAAAAAGAGGGAGTCAGAA
AAAGAGAGACCAAAGAAGAAGTCCAAAGAGAAAGAAAGAGAGATGGAAG
TAGTAAAGGAAAAACAGTGTACCCTATTCCTTITAAAAGCCGGGGTAAATTT
AAAACCTATAATTGATAACTGAAGGTCTTCTCTGTAACCCTGTAACACTCC
AATACCACCTITGTTGTCAAGTGTAAACAAGGGCGTAGCCCAAAAGCACTG
AGGCCACTAACAACCCATAGCCTTCCTATCAAAATTCCTTAACCCAGCAGG
TTTCCTAACAGGGGATCTAAATCTTAATTAATTACCATACAATGGTCCAAC
CAGACTTAGGAGGAATTCCCTTCAGGACGGGAAGATAGATGCTTCCTCCCA
GGCGATTAAGGGAGAAAGACACAATGGGTATTCAGTAAGTGCCAAGGGGA
ACACTTGTAGAAGCAAAGTTAGGAAAATTGCCAAATAATTGGTTTGCTCAA
GAGTTGTTTGCACTCAGCCAAACCTTGAAGTACTTGCAGAATCAGAAAGGA
GCCATCTATACCAATTCTAAGTTAATATGGACTGAAGGAGGTTTTATTAAT
ACCAAAGAGAAATTAAAATCCCAAACTTATAAGGTTTTCAACCAAAGTAA
AGTTTGCTAAAAGTTAACAGCGTAACATGTATTATCCTACTACCACACACT
CTCAAAGGATTTCTCAGACAGTTTGCAAGAAATAATGATATCTATCCTTAC
TCTACAATCCCAAATAGACTCTTTGGCAGCAGTGACTCTCCAAAACCGTCA
AGGCCTAGACCTCCTCACTGCTGAGAAAGGAGGACTCTGCACCTTICTTAAG
GGAAGAGTGTTGTCTTTACACTAACCAGTCAGGGATAGTATGAGATGCTGC
CCGGCATTTACAGAAAAAGGCTTCTGAAATCAGACAACGCCTTTCAAATTC
CTATACCAACCTCTGGAGTTGGGCAACATGGTTTCTTCCCTTTCTATGTCCC
ATGGCTGCCATCTTGCTATTACTCGCCTTTGGGCCCTGTATTTTTAACCTCC
TIGTCAAATTTGTTTCTTCTAGGATCGAGGCCATCAAGCTACAGATGGTCTT
ACAAATGGAACCCCAAATGAGCTCAACTATCAACTTCTACTGAGGACCCCT
AGACCAACCCCCTGGCCCTTTCACTGGCCTAAAGAGTTCCCGTCTGGAGGA
CACTACCACTGCAGGGCCCCATCTTITGCCCCTATCCAGAAGGAAGTAGCTA
GAGCAGTCATTGCCCAATTCCCAAGAGCAGCTGGGGTGTCCCGTTTAGAGT
GGGGATTGAGAGGTGAAGCCAGCTGGACTTCTGGGTCGGGTGGGGACTTG
GAGAACTTTTGTGTCTAGCTAAAGGATTGTAAATGCAACAATCAGTGCTCT
GTGTCTAGCTAAAGGATTGTAAATACACCAATCAGCAC

80
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F1G. 15

SECIDn° 51 (tpo)

GGCTGCTAAAGGAGACTTGTGGTTGTCAGACAATCGCCTACTTAGGTACCA
GGCCTTATTACTTGAGGGACTGGTGCTTCAGATGCGCACTTGTGCAGCTCT
TAACCCAAACTTATGCTGCCCAGAAGGATCTTITAGAGGTCCCCTTAGCCA
ACCCTGACCTCAACCTATATATATACTGATGGAAGTTCGTTTGTAGAAAAG
GGATTACAAAGGGNAGGATATNCCATAGGTTAGTGATAAAGCAGTACTTG
AAAGTAAGCCTCTTCCCCCCAGGGACCAGCGCCCCCGTTAGCAGAACTAGT
GGCACTGACCCCGAGCCTTAGAACTTGGAAAGGGAGGAGGATAAATGTGT
ATACAGATAGCAAGTATGCTTATCTAATCCGAAATGCCCATGTTG

82
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SEC ID n° 52 (LBc))
TCAGGGATAGCCCCCATCTATITGGTCAGGCACTGGCCCAAGATCTAGGGA
CATGCCACTTTTAAGAGCCATTTCTCAAGTCCAGGTACTCTGGTCCTTCGGT
ATGTGGATGATTTACTTTTGGCTACCAGTTCAGTAGCCTCATGCCAGCAGG
CTACTCTAGATCTCTTGAACTTTICTAGCTAATCAAGGGTACAAGGCATCTA
GGTTGAAGGCCCAGCTTTGCCTACAGCAGGTCAAATATCTAGGCCTAATCT
TAGCCAGAGGGACCAGGGCACTCAGCAAGGAACAAATACAGCCTATACTG
GCTTATCCTCACCCTAAGACATTAAAACAGTTGCGGGGGTTCCTTGGAATC
ACTGGCTTTTTGGTGACTATGGATTCCCAGATACAGCAAGATTGGCAGGCC
CCTCTATACTGTAATCAAGGAGACTCACGAGGGCAAGTACTCATCTAGTAG
AATGGGAACTAGGGACAGAAACAGCCTTCAAAACCTTAAAGCAGGCCCTA
GTACAATCTCCAGCTTTAAGCCTTCCCACAGGACAAAACTTCTCTTTATAC
ATCACAGAGAGGGCAGAGATAGCTCTTGGTGTCCTTATTCAGACTCATGGG
ACTACCCCACAACCAGTGGCACACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGC
AAAAGGCTGGCCTCACTGTTTATGGGTAGCTGTGGTGGTGGCTGTCTTAGT
GTCAGAAGCTATCAAAATAATACAAGGAAAGGATCTCACTGTCTGGACTA
CTCATGATGTAATGGCATACTAGGTGCCAAAAGAAGTTTATGGGTATCAGA
CAACCACCTGCTTAGATACCAGGGACTACTCCTGGAGGATTGGGCTTCAAG
TGCGTTTTTITGTGGCCTCAACCCTGCCACTTITTCCTCCAGAGGATGGAGAG
CCGCTTGAGCATGCTTGCCAACAGGTTGTAGGCCAGAATTATTCCACCCGA
GATGATCTCTTAGAGTACCCTTAGCTAATCCTGACCTTAACCTATATACCA
ATGGAAGTTCATTTGTGGAAAACGGGATATGAAGGGCAGGTTATGTCATAG
TTAGTGATGTAATCATACTTGCAAGTAAGCCTCTTACCCCAGGGGCCAGCA
CTCAGTTAGCAGAACTAGTCACACITACCTTAACCTTAGAACTGGGAAAGG
GAAAAAGAATAAATATGTATACAGATAGTAAGTATGCTTATCTAATCCTAC
ATGCCCATGCTGCAATATGGAAGGAAAGGGAGTTCCTAACCCCTGGGGGA
ACCCCCATTAAATACCACAAGGYAAATCATGGAGTTATTGCACGCAGTGC
AAAAACTCAAGGAGGTGGCAGTCTTACACTGCCGAAGCYATCAAAAAGGG
GAAGGAGAGGGGAGAACAGCAGCATAAGTGGTTGGCAGAGGCAGTGAAA
GACCAGCAGAGAGAAGGAGAGAGACAACGTCAACGACAGAAGGAAAGAA
GAGGAGGAGACAGAGAGGAAGAGACAGAGAGACAGTTAGTCCAAGAGAG
AGACAGAGAGAGGAAGAGACAGACAGAAAGTCCAAGAGAGAAGGAAAGA
GAGGAAGAGACCAAGGAGTCCNAGAGAGAGAAAGAGATAGAAGTAGTAA
AGAAAAAACATTGTACCCTATTCCTTTAAAAGCCGGGGTATATTTAAAACC
TATAATTGATAATTGAGTTCTTGCACCCTCCTCCAGGGGATYGCTGGGAGG
AAACCCTCAACCGATATGTGAAAATTGTGGGTCGTCCCTATGTCTCAATTA
CCAGCCAATACCCCCTITGTTTTTAGTGTGAACGAGGGTGTAGAGCGCAGAC
AGGGAGACCTCTGACAATCCATACCCTTCCTATCCAAAATCCTTAACCCAG
CAGGTTTTCTAAAAGGGGATCTAAATCTITAATTAATTACCATACAAAGGTC
AAACCAGATCTAGGAGGAACTTCCTTCAGGACAGGATGATAGATGGTTCCT
CCCAGGCGATTAAAGAAAATAAAAAGACACATGGGCAGCCAGTAAGTGAT
AAGGGAACACTAGTAGAAGCAGTTAGGAGAAGTTGCCTAATAATTGGTCT
ACTCCAAATGTGTGAGTTGTTCGCACTCAGCCCAAATCTTAAAGTACTTAC
AGAATTAGGGAGGAGCCATTITACACCAATTICTAAGTTAATATGGACTGGAT
GAGGTTTTATTAATAGCGAAGGAGAATTAAATCCTAAACTNACAAGGTTTT
CAACTAAAGTAAATTTTACTAAAAGCTAACAGTGTAACATGCATTATCCTA
CTACAACACACTCTCANAGGATTCCTCAGACAGTTTACAAGAAATAACAA
AATCTATCTGGTAAGGATAGTAACTACAATCCCAAATACATTCTTTGGCAG
CAGTGACTCTC

FiG. 16
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SEC ID n° 63 (LB
TCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGATCAGGCACTAGCCCAAGATCTAGGCC
ACTTCTGAAGTCCAGGCATTCTAGTCCTTCAGTATGTGGATGATTITACTITT
GGCTACCAGTTITGGAAGCCTCATGCCAGCAGGCTACTTGAGATCTCTTGAA
CITTCTAGCTAATCAAGGGTGTATGGCATCTAAATTGAAAGTCCAGCTCTG
CCTACAACAAGTCAAATATCTAGGCCTAATCTTAGATAGAAGAACCAGGG
CCCTCAGCAAGGAATGAATAAAGCCTATGCTGGCTTATCGGCACCCTAAGA
CATTAAAACAATTGTGGGGGTTCCTTGGAATCACTGGCTTITTGCCGACTAT
GGATCCCTGGATAGAGTGAGATAGCCAGGCCCCCTCTATTACTCTTATCAA
GGAGACCCAGAGGGCAAATACTITATCTAGTATTATGGGNACCAGAGGCAG
AAAAAGCCTTCCAAACCTTAAAGGAGACCCTAGTACAAGCTCCAGCTTTAA
GCCTTCCCACAGGACAAANCTTCTCTTTATATGTCACAGAGAGAGCAGGAA
TAGCTCCTGGAGTCCTITACTCAGACTTITTGGACGACCCCACGGCCAGTGGC
RTACCTAAGTAAGGAAATTGATGTAGTAGCAAAAGGCTGGCCTCACTGTTIT
ATGGGTAGTTGCGGCTGTGGCAGTCTTACTGTCAAAGGCTATCAAAATAAT
ACAAGGAAAGGATTTCACTATCTGGACTACTCATGAGGAAAATGGCATATT
AGGTGCCAAAGGAAGTTITTITGGCTATCAGACAACCACCTGCTCAGATTCCA
GGCACTACTGATTGAGAGACCAGTGCTTITAAATATGTATGTGTGTGTGTGG
CCCTCAACCCTGCCACTGTTCTCCCAGAAGATGGAGAACCAATGAAGCATT
ACTGTCAACAAATTAGAGTCCAGAGTTATGCTGCCTGAGAGGATCTCTTAG
AAGTCCCCTTAGCTAATCCTGACCTTAACCTATATGCTGATGGAAGTTCAC
TTGTGGAGAATGGGATACGAAAAGCACATTATGCCATAGTTAGTGAGGTA
ACAGTACTTGAAAGTAAGCCTATTCCCCCATGGACCAGAGCCCAGTTAGCA
GAACTAGTGGCACTTACCCAAGCCTTAGAACTAGGAAAGGGAAAAATAAT
AAATGTGTATACAGATAGCAAGTATGCTTATCTAATCCTACATGCCCATGC
TGCAGTATGGAAAGAAAGGGAGTTCCTAACCTCTGGGGGAACCCCCATTA
AATACCACAAGGCAAATCATGGAGTTATTGCATGTAGTGCAAAACCTCAA
GTAGGTGGCAGTTTTACACTGCCTGAAGCTATGGGGAAGGAGAGAGGAGA
ACAGCAGCATAAGTGGCTAGCAGAGGCAGCGAAAGACTAGCAGAGAGGA
GAGGTAGGGGAAAGACAGAAAGTCAAAGAAAAGAAGTCAAAGACAGACA
GAGAAAGAGACAGAGGGAGCCAGAGAGAAAGAAAAGAGAGAACGAAAGA
GACAGAATGTCAAAGAACAGAAGAGAGAGGCAGCGCCAGAAGAGTTAAG
AAAGTGAGAAAGAGAGATGGAAATAGTAAAGAAAAAACAGTGTACCCTAT
TCCITTAAAAGCCAGGGTAAATITAAAACGTATAATTITATAATTGGAAGG
TCTTCTCCATAACCCTATAACATTAAAATACCACCTTGTTGTCAGTGTAAAC
AAGAGCATAGCCCAAAAGCACTGAGGCCACTGACAACCCATAGCCTICCT
ATCAAAAATCCTTAACTCTGCAGGTTTCCTAACAGGGGATCTAAATCTCAA
CTAATCACCATACAATGGTCCGACCAGACCTAGGAGCGACTCCCCTCAGG
ACAGAAGGATGGATGGTTCCTCCCAGGCCATTAAGGGAAAGAGACACAAT
GGGTATTCAGTAAGTGATAAGGGAACTCTTGTAGAAGCAGTTAGGAAGATT
GCCTAATATTTGGTCTGCTCAAATGTGCCAGCTGTTITGCACTCAGCTAAAC
CTTAAATTACTTACAGAATTAGGAAGGAGCCATCTATACCAATTCTGAGTT
AATATGAGCTGAACAAGTTCTTATTAATAGCAAAGAATCATTGAAATCTCA
AACTTGCAAAGTTTTCAACAAAAGTAAAGTTITGCTGAAAGTTAGCAGTGTA
ACATGTATTATCCTAACTTCTAATCTTGTGGAAATCAGACCCTATCAGTGC
CCCTCAAAGCTGAAGTCCATCAGCATATGGCCATACAACTAATACCCCTAT
TTATAGGGTTAGGAATGGCCACTGCTACAGGAATGGGAGTAACAGGTTTAT
CTACTTCATTATCCTATTACCACACACTCTTAAAGGATTTCTCAGACAGTTT
ACAAGAAATAACAAAATCTATCCTTACTCTNTARTCCCAAATAGRTTCTTIT
GGCAGCAGTGACTCTC

FIG. W/
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FIG 20
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FIG. 22
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TTCCTGAGTT
GTTTGGCGAT
ATGATTCCCC
AGAACATGGA
AACTAGGAAG
TCCTACTGCC
CATTGGAGGC
CCAGTGTGGT
CGTCCATGCC
TCCTCTGAGT
CAAGCGCCAG
CAGAAGGGTA
ACAACTGTCC
CTTCTCCCAG
ATGCCTGAAA
TATACATGTG
TAATCCTGAA
TCAAGTTAAA
CGAGACCCAA
ACCAAGCAAT

CTTGCACTAA
CCCTGGTATC
ACAGGCCAGC
GATTGGTGCC
ATATGAATTA
TTTCTGGAGA
TCTGGAAARG
CTACAAGGAC
CCTTATGTCA
CAGAAGCCAC
CCCATGCCAT
CTGTCTCCTG
TCCAGATCTG
CCACTAAGTT
GCCCCACTCT
AATATAGGAG
GTCCGGGCAA
CTAAAGGATT
CAAGAACTCC
AGCCCTTGCA

ES 2379011 T3

CCTCAAATGA
TCAGTCRGGT
AGGCAGTTCC
GCAGACATTT
TTCAATGATG
GACTAAGGGA
GGAAAAGTTG
ACTTTAARAA
AGGGAATCAC
TAACCAGATG
CACCCTCACA
GACACTGGCG
TCACTGTCCG
GTGACTGGGG
CTTGTTAGGG
AAGGAACAAC
CAGAAGGACA
CCACCTCCTT
AAAAGATTGT
AGACTCCAAT

SEC ID n° 56

GEGAAGTGCC
CAATGACAGG
CAGTGTAGAC
GCTAACTTGC
TCCACTATAA
GGCATTGAGG
GGAAAAGTAT
AGATTGTCCA
TGGAAGGCCC
ATCCAGCAGC
GAGCCCCAGG
GGCCTTCTCA
AGGGGTCCTA
AACTTTACTC
GAGAGACATT
TGTTTGTTGT
ATATGGACAA
TCCCTACCARA
AAAGGACCTA
TTTAGGAGTA

(GMm3)

FiG. 23

90

GCCATAACTG
ATGACAACAG
CCTCATTAGG
GTGCTAGAAG
CACAGGGGAA
AAGCATACCA
ATGTCTAATA
ATAGAAATAA
ACTGCCCCAG
EGGACTGAGG
TATGCTTGAC
GTCTTACTTT
GGACAGCCAG
TTCCACATGC
CTAGCAAAAG
CCCCTGCTTG
GCARAGAATG
AGGCAGTACC
RAAGCCCAAG
AGGRAACCCA

CAACCCAAGA
AGGAAAGATA
ACACAGAATC
GACTAAGGAA
AGGAAGAAARA
GGCAAGTGGA
GGGCTTGCTT
GCCACCACCT
GGGATGAAGG
GTGCCCGGGG
CATTGAGGGT
CCTGTCCTGG
TCACTAGATA
TTTTCTAATT
CAGGGGCCAT
AGGAAGGAAT
CCCGTCCTGT
CCCTCAGACC
GCCTAGTAAA
ACGGAC
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FIG.

27a

SEC ID n° 57 (POL)
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FIG. 27b

SEC ID n° 57 (POL)
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FIG. 27¢
SEC ID n° 57 (POL)
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FIG. 28

GATGCCTTTTTCTGCATCCCTGTACGTCCTGACTCTCAATTCT TG TTTGCCTTTGAAG
ATCCTTTGAACCCAACGTCTCAACTCACCTGGACTGTTTTACCCCAAGGGTTCAGGGA
TAGCCCCATCTATTTGGCCAGGCATTAGCCCAAGATGCCTTTTGCATCCCTGTACGTS
ACTCTCAATTCTTGTTTGCCTTTGCCTTTGAAGATGCTTTGAACCCAACGTCTCAACT
CACCTGGACTGTTTTACGCCAAGGGTTCAGGGATAGCCCCCATCTATTTGGC
CAGGCATTAGCCCAR SEC ID n° 40

Asp-Ala-Phe-Phe-Cys~-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-
Leu-Phe-Ala-Phe-Glu-Asp-Pro-Leu-Asn-Pro~Thr-Ser-Gln-Leu-
Thr-Trp-Thr-vVal-Leu-Pro-Gln-Gly-Phe~Arg-Asp-Ser-Pro-His-
Leu-Phe-Gly-Gln-Ala-Leu-Ala-Gln

SEC ID n° 39 (POL2B)
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FIG. 31
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FIG. 33
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FiG. 34

Cys-Ile-Pro-Val-Arg-Pro-Asp-Ser-Gln-Phe-Leu SECID n° 41

Va l—Leu-—Pro-Gln—Gly—Phe—Arg—-Asp—Ser—Pro-His—Leu—Phe—-Gly—
Gln-Ala-~Leu-Ala SEC ID n° 42

Leu-Phe—~-Ala-Phe~-Glu-Asp-Pro-Leu SECIDnNn® 43
Phe-Ala-Phe-Glu~-Asp-Pro-Leu-Asn SECIDn® 44
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CTTCOOCAAC TAATAAGGAC COCCCTTTCA ACCCAAACAG TOCAAANTCA 50
LPQL IRT PLS TQTUV QKD

F P N . . GP PFQ PKQ SKRT

S PT NKD PPFN PNS P KG

CATAGACAAA GGAGTAAACA ATGAACCAAA GAGTGOCAAT ATTCCCTGGT 100
I DK GV NN EPK SAN I PWL

. T K E . T MNQR VPI F PG
H R QR S KOQ .. T XK ECQY S LV

TATGCACCCT CCAAOGGTG GGAGAAGAAT TCOGCCCACC CAGAGTOCAT 150
cTL QAV GEEF GPA RVH
Y A PS KRW EKN SAQFP ECM
M HP PSGG RRI RPS QS A C

GTACCTTTTT CTCTCTCACA CTTGAAGCAA ATTAAAATAG ACNTAGGINA 200
vV PFS L SH L KOQ I KTIUD X GX

Y L. F L S H T .. S K LK . T . VN

T FPF S L T L EAN . NR X R X

ATINTCAGAT AGOCCTGAIG GYTATATIGA TGTTITACAA CGATTAGGAC 250
X 8D s PDG Y ID VLQ GL G Q

X QI A LM X ILM FY K D . D

I X R . P . W L Y . CFTUR IRT

AATCCTTTGA TCTGACATGG AGAGATATAA TATTACTGCT AAATCAGACG 300
S FD L TW RDTITI L LL NQT

N P L I . HG E I . Y Y C . I R R
I L . S DME RYN ITA KSUDA

CTAACTCAA ATGAGAGRAG TGCTGCCATA ACTGGARXC GAGAGTTTGG 350
LTSN ERS A AI TGAR ETFG
PQ MREWV L P . LEP ESULA
N L K . EK CCHN WS P RVW

CAATCTCTGG TATCTCAGIC AGGTCAATGA TAGGATGACA AOCGAGGAAA 400
NLW YLSQ VND RMT TETER
I1 SG I SV RSMTI G.Q RRK
Q SLV SQS GQ . .DDN GG K

GAGAACGATT COCCACAOGG CAOCACEAG TICCCAGTGT AGCTOCTCAT 450
ERF PTG QQAV P SV APH
ENDS PQG SRQ FPV ., LLTI

R TI PHRA AGS SQC SSs SL

TOGRACACAG AATCAGAACA TGGAGATTGG TOOOCAGAC ATTTA 495
WDTE S EH GDW CRIRH L

G TQ NQONM EIG AAD I

GHR IRT WRILV PQT F
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CTIOCCCAAL TAATAMGGAC CCOCCTTTCA ACCCARACAG TCCARAAGGA
L PQ¢L I RT PLS TTQ TV QKD

CATAGACAAA GEFGIAAMCA ATGAACCAAA GAGTGOCART ATTOCCTGET
I DK GVNN EP¥ SAN I PWL

TATGCAOOCT OCAAGOGATG GGAGAAGAAT TOGGOCCAGC CAGARGTGCAT
CTL Q AV GEEF G P A RV H

GIACCTTTIT CTCTCTCACA CTTGAAGCAA ATTAMAATAG ACCTAGGTRA
vV PFS L 3SHE LK I KTIDULGK

ATTCTCAGAT AGCTIGATG GYTATATIGA TGTTTTACAA GRATTAGGAC
F S D s PDG YIUD VLOQ GLGZQ

AATCCTTTGA TCTGACATGG AGAGATATAA TATTACTGCT AMATCAGAOG
S FD LTW RDTITI LLL NQT

CTARCCTCAR ATGARGAGAAG TECTOCATA ACTGGAGOCCT GAGAGTITGG
LTSN EPRS AATI TGAR ETGC

CAATCICTSG TATCTCAGTC AGGTCAATGA TAGGATGACA ACGGARGGRAR
N LW YL S Q VND RMT TTETER

GAGRRCGAHTT OOCCACAGGEG CAGCATIICHG TTOCCAGTGT AGCTCCTCAT
= 2R F PTG QQAV P SV A PH

C PL XHR GKEE NPT AVFL

GAGAGACTAA GOGAGGCATT GAGGARGCAT AXAGIANG TERCATIGG
ERLR EAL RKH TRQV DIGcG

AGCTCTAGA. AARGAGHAAA GTTAUIGCAMA, TTATATGOCT AATRGIECTT
G S G KGKS WAN YMMP NRATC

GCTTOCAGTG CAGTCTACAA GGAOGCTTTA GAAAAGATTG TCCASGTAGA
FQC SLQ GRFR KDC P SR

AATAHOOOEC QOCTOGTOCA TOOOCCTIAT GICAKMGAGAA TCACTGGMAG
NX PP LVH APY VKGI TGHR

CXCTACTAOC CCAGEIACG AAGGTOCTCT GAGTCAGAAG CCACTAACCT
PTA PGDE GPL S QK PLT
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AMCGAAACTC AGAARGOCAA TAOCCATTTA GTAAGATGGA CACCAGAAMGC

K ETQ KAN THL VRWTT P E A
R KL RKU&PI PTI . .. DG H Q K Q
G NS ESQ Y PFS KMD TR S

AGAGCAGCT TTOCAGGOCOC TAAAGAAATC CCTAACCCAA GOOOCAGIGT
EAA FQAL KXS L TOQ A PVL
K QL S RP . R NP . P K P QC

R S SF PGP KEI PNPS P SV

TAAGCTTGOC AACGTEGCAA GACTTTICTT TATATGTCAC AGPAAAACAG
S LP TGQ DFSL YV T EKZQ
A CQ RGK TFL YMSQ K NR
K LA NGAR LVFVF I CH RKTG

GAAT2CCTCT AGGAGTCOCTT ACACAGGTCC AMGGGACAAG CTTGCARCCT
E . L . E S L HRS KGQWA CNL
N §S S RS PY TGP RDIK L ATTC
I AL GVL TQRQVQE GTS L QP

GIGGCATACC TGAGTAAGGA AACTGATGTA NTGOCAAAGG GTTGGOCTCA
W H T . VR K L MX WQUR V GULTI
G 1 P E . G N.CX G KOG L A S
VAYL S KE TDV X A KOG W PH

TIGTTIACAG GTAGGGCAGC AGTAOCAGTC TTAGTTTCIG AAACAGTTAA
vV Y R .G S §SSSL SF . NS .
L FTG RAA VAV L VSE T VK
cC LQ VG OQQ . QS . FL K QUL K

AATAATACAG GGARGAGATC TIACTGIGIG GACATCTCAT GATGTGAAG
N NTG KRS YCV DIZS . CER
I I Q GRDL TVW TSH DVNG

YR EEI LLCG HLM M. T

GCATACTCAC TOCTAAAGAG GACTIGIGGC TGTCAGACAA CCATTTACTT
HTH C. RG LVA VRQ PFT,
I LT AKE DLWL SDN HLTL
AYSL LKR TCG CQTT I YL

AAATAGCACG TTCTATTACT TGAAGTGCCA GIGCTGOGAC TGCACATTIG
I AG SIT . S AS AAT A HL

K .QV LLL EVP VLRL HTIC
N SR FY YL KCQ C€CD CTFWV

TGCAACTCTT AACCCAGOCA CATTICTICC AGACAATGAA GAAMAGATAG
C NS . PSH ISS RQ . R K DR
A TL NPAT FLP DNE EKTIE
Q LL TQP HFFQ TMZ K KR
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ANCATAANCTG TCAACAAGTA ATTGCTCAAA OCTATGCTGC TOGAGEOGAC
T L §TSN CSN LCC SRGEP
HNC QQV I AQT YA A RGD

N I TV NK . LLK PMLL EGT

CTTCTAGAGG TTQCCTTGAC TGATCCCGAC CTCAACTIGT ATACTGATGG
S RG S L D .. S RP QL'V Y . W
LLEV PLT DPD LNILY TUDSG
F . R FP . L IPT STC I LME

AAGTTCCTTG GCAGAAAAAG GACTTTGAAA AGOQGGGTAT GCAGTGATCA
K FLG RKR TLEK SGVC S DOQ
S SL AEKG L . K AGY AVTIS
VPW QKK DFEZK RGM Q . S

GTGATAATGAS AATACTTGAA AGTAATCORCC TCACTCCAGG AACTAGIGCT

W N T . K .. S P HSR N . CS
DNG I LE S NRUL TPG TS A
vV IME YLK VIA SLQE L VL

CACCTOGCAG AACTAATAGC CCTCACTIGG GCACTAGAAT TAGGAGAMGG
P GR TNS PHLG TRTI R RR

HLAE LIA LTW AL EL G EG
T W Q N . . P S§SL G H . N . E K E

ADAANGGGTA AATATATATT CAGACTCTAA GTATGCTTAC CTAGITCCTCOC
K K G K Y IVF RL . vV CcCLP S PP
K RV NI VY S DSK YAY L VILH
K G . I ¥y I O TLS MLT . S S

ATCOCCATGC AGCAATATGS AGAGAGAOOG AATTOCTAAC TTCTGAGGGA
cpC SNME REG I PN F . GN
A HA A I W RERE FLT S EG

MPMQ QYG ERG NS .L L RE

ACAOCTATCA ACCATCAGGS AMGCCATTAG GAGATTATTA TTGGCIGTAC
T YQ P SG KPLG DY Y WL Y
T P I N HQG S H . EI I I G CT
HLS TIIRE AIR RLUL LAVOQ Q

AGAANCTAA AGAGGTGECA GTCTTACACT GOCAGGGTCA TCAGGAAGAA

R NL K RWQ S YT ARVI RIKK
E T . RGGS LTL PGS S GRR
K PK EVA VLHC QGH QEE

GAGGAAAGGG AAATAGAAGG CAATOGCCAA GOGGATATTG AAGCAAAMAA
RKG K. KA I AK RIUL KOQIKK
G KG NRR QSPS GY . S K K

E ERE I EG NROQ ADIZE A KK
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AOOQCAANSG CAGGACTCTC CATTAGAAAT GCTTATAGAA GGACCCCTAG
PQG RTL H . KC L . K DUP .

S RKA GLS I RN AYRUR TUPS

A AR QDSP L EM L I E G PILV

TATGIGTAA TOOCCTCTGG GAAROCAAGC COCAGTACTC AGCAGGAAAA

Y G v I P SG KPS P STOQ QE K

M G . S PLG NQA PVIL S RKN
WGEGN P LW ETI KZP QY S A G K

ATAGAATAGG AAACCTCACA AGGACATACT TTCCTOCCCT QCAGATACT
N R KPHK DIUL S S P P DG .

R I G NLT RTYVF PPL QMMA

I E. E T SQ GHT FLPS RWL

AOCACTGAG GAAGGAA
P LR K E
S H . G R
A T E E G
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ARCTTGOGTG CTAGAAOGAC TAAGGAARPAC TAOGAAGPCT ATGAATTATT
N LRA RRT KEN . EDY ELF
T CV L EGUL RKT RKTT MNY S

F|G3@ LAC .KD .GKL GRUL . I I

mmmmm
N DV HYNT G ER KIKI L L PF
MMS TIT QGIKOG RK S Y CL

Q .Cc p L . H RGK EENWUP T ATF

TCTGGAGAGA, CTAAGGGAGG CATTGAGGAA GCATACCAGS CAAGTGGACA
WRD . GR H.GS I PG KWT
S GET XKGG I EE A Y QA S GMH
LER LREAILRIEK HTR QVDI

TTGGAGGCTC TGGAAMAGEG AAAAGTTAEG CRAAATTGAAT GCOCTAATAGG
LEAL EKG KVG QI EC L IG
W RUL W EKRE KLG KLN A . . G
G GS GKG KSWA N . M P N R

GCTTGCTTCOC AGTGCAGTCT ACAAGGAGC TTTAGAAAAG ATTGTCCAAG
L AS S A VY KDA L E K I vQUuV
LLP VQS TRTL . K R L S K

A CFQ CSL QGUR FRKUD CU&PS

TAGAAATANG (CCGCOCCTOG TCCATCOCCC TTATGTCAAG GGAATCACTG
E LI § RPS S MPL M SR ESL

. K . A A PR PCP LCQG NHW
R N K P PLV HAP Y VK GITSG

GAMGEOCTAC TAOOCCAGGG GACGAAGGTC CTCTIGAGTCA GAAGCOCACTA
EGLL P QG TKV L . VR S H .
K AY CPRG RRS SES EATN
RPT A PG DEGP L SQ KUPL

ACCTGATGAT CCAGCAGCAG GACTGAGGGT GOOUGGGCA AGTGOCAOCT
PDD PAAG LRV PGA S ASP
LMI QQQ D.GC PGQ VPA

T . . S S SR TEG ARGI K COQFP

CATGOCATCA CCCTCAGAGC COOGGGTATG TTTGACCATT GAGAGCCAGG
CHH PQS PGYV . PL RAR
HAIT LRA PGM F DH . E P G
M PS PSEP RVC LTI ESQE

AAGTTAACTG TCTCCTGGAC ACTGOOGCAG CCTTCTCAGT CTTACTTTCC
KL TV sSsWT LAQ P S5Q S Y FP
S . L S PGH WRS L L S L TTFUL
VNC LLD TGAA F SV L LS
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TGTOOCAGAC AATTGTCCTC CAGATCTGIC ACTATCOOGAG GOGTCOCTAMS
VPD NCPP DLS L SE GS . D
S QT I VL QICH Y PR G P K

C PRQ LSS RSV TIUZRG VLR

ACANOOCAGTC ACTACATACT TCTCTCAGCC ACTAAGTTGT GACTGIGGAA
S QS LHT S L SH .. V.V TG E
T A SH Y I L L SA T KL . L G N
Q PV TTYVF SQFP L SC DWGT

CTTTACTCTT TTCACATACT TTITCTAATTA TGOCTGAAAG COCCACTOCC

LY SF HMIL F . L CLIKWA A PL P
FTL FTCVF S NY A . K PHS L
LLF §HA FLIM PEZS PTUP

TTGTTAGGGA GRGACATTTT AGCAAAMGCA GOGOOCATTA TACACCTGAA
¢ .G BETPF . QKQ GPL YT .T
VRE RHF S KSR GHY TUPE

LLGR DIUL AKA GATITI HULN

CATAGGAARA GGAATACCCA TTTGCTGICC OCTGCTTGAG GAAGGAATTA
E K E Y P F AV P CLZR KZEL

{H RXR NTH L LS PA . G RN .

I GK 6 I PI CCP L LE EGTIN

S .S LGNIR RTI WT S KET CUP
PEV WAaAI EGQY G QA KNA

CGTCCTGTIC AAGTTAAACT AAMGGATICT OOCTCCTTTIC CCTACCAARG
VLF KLN. RIL PPF PTIKG
s ¢Cs . T KGFC LL S L P K
R PVQ VXL KDS A SFUZP Y QR

GAAGTACCCT CTTAGACXOG AGGOCCTACA AGGACTCAAA AGATTGTTAA
S TL L DP RPYK DS K DC .

E V P S .. TR GPT RTOQI K I V K
K YP LRPE ALQ GL K RLIULR

CTCCAATTTT AGGAGTAAGG AAACXXAACG GACAGTGGAG GTTAGICCAA
S NF RSKE TQR TVE VS AR
P I L GVR KPNG QWUR L V Q
L Q F . E . G NPT DSGG . CK
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TOCAGCAQCA GERACTGAGGG TOCCOGEEEC AAGTGOCAGC CCATGCCATC
S S SR TEG ARG KCQUP MUPS

AQCCTCAGAG CCCOGEGTAT GTTTCACCAT TGAGAOCCAG GAAGTTAACT
P S E PRVC LTI ESQ EVNTZ C

GTCTOCTUGA CACTOGOCCA QOCTTCTCAG TCTTACTTTC CTGTOUCAGA
LLD TGA A F SV LL S CUPR

CANTTGTCCT CCAGATCTGT CACTATCOGA GAGGTCCTAA GACAGOCAGT
QLSS RSV TIR GVLTZ R QFPUV

CACTACATAC TTCTCTCAGC CACTAAGTTG TGACTGGGGA ACTTTACTCT
T T Y F S QP L SC DWG T UL L F

TTTCACATGC TTTICIAATT ATOCCTGAAA GOOCCACTCC CTTGTTAGGG
S HA FLI MPES PTUP L L G

AGAGACATTT TACCAAANSC AGCGCEOCATT ATACACCTGA ACATAGGAAA
R DIL A KA GAI I HLN I G K

AGGAATACCC ATTTIGCTGTC CCCTCCTTGA GGAAGGAATT AATOCTGRAG
G I P 1 CCP L LE EGI NUPEWV

TCTGGGCAAT AGANGGACAA TATGGACAAG CAAAGAATOC COGTCCTGIT
W AI EGQ YG QA KNA RPV

CAAGTTAAAC TAAAGATTC TGCCTCCTTIT OCCTACCAAA GGAAGTACCC
Q VKL KDS A SF PYQR KYUP

TCTTAGAOCC GAGCCCTAC AAQGACTCAA AMGATTGTTA AGGACCT
LRP EALQ GLK RLUL RT
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