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DESCRIPCION

Ratén transgénico que tiene un fenotipo de complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) humano, usos
experimentales y aplicaciones.

Referencia cruzada a solicitud relacionada

Esta solicitud se basa en y reivindica los derechos de la Solicitud Provisional US n® 60/490.945, presentada el 30 de
julio de 2003 (numero de expediente 03495.6093), sobre la que se basa toda la descripcién.

Antecedentes de la invencion

Actualmente se estan desarrollando muchas vacunas para inmunoterapia contra el cancer humano y para el
tratamiento de enfermedades infecciosas, tales como malaria, SIDA, virus de la hepatitis C, y SARS. Dada la rapidez
con la que pueden aparecer nuevos patégenos emergentes, es importante mejorar modelos de animales que se
pudiesen usar para evaluar rapidamente y de forma fiable las estrategias de vacunacion y la capacidad protectora de
diferentes epitopos. Ademas, ya se necesitan estudios in vivo para evaluar variables cruciales del comportamiento
de las vacunas que no se evallan facilmente o son imposibles de medir in vitro, tales como la inmunogenicidad de
las vacunas, la formulacién de las vacunas, la via de administracién, la distribucion tisular, y la implicacion de
organos linfoides primarios y secundarios. Debido a su simplicidad y flexibilidad, los pequefios animales, tales como
los ratones, representan una alternativa atractiva a sistemas de modelos mas farragosos y caros, tales como
primates no humanos, al menos para estudios de desarrollo de vacunas iniciales.

La eficacia moderada observada en varios ensayos clinicos de vacunas, que se encontré que eran protectoras en
estudios de animales de tipo salvaje (McMichael, A.J. y Hanke, T. Nat Med 9, 874-880 (2003)), se puede explicar
parcialmente por la diferente influencia que el MHC humano y animal tiene sobre el resultado de la respuesta
inmunitaria, puesto que las moléculas de MHC animal y HLA humano no presentan los mismos epitopos éptimos
(Rotzschke, O. et al. Nature 348, 252-254 (1990)). De este modo, a pesar de algunas limitaciones, los ratones
transgénicos que expresan HLA humano deberian representar una mejora Util con respecto a ratones de tipo salvaje
como un modelo preclinico para ensayar candidatos de vacunas, evaluar el riesgo potencial de que las vacunas
puedan inducir trastornos autoinmunitarios, y disefiar mejores estrategias terapéuticas basandose en el elemento de
restriccion humano.

Células T citotoxicas

Las células T citotoxicas (CTL) desempefian un papel crucial en la erradicacién de enfermedades infecciosas y, en
algunos casos, cancer (P. Aichele, H. Hengartner, R.M. Zinkernagel y M. Schulz, J Exp Med 171 (1990), p. 1815; L.
BenMohamed, H. Gras-Masse, A. Tartar, P. Daubersies, K Brahimi, M. Bossus, A. Thomas y P. Druhile, Eur J
Immunol 27 (1997), p. 1242; D.J. Diamond, J. York, J. Sun, C.L. Wright y S.J. Forman, Blood 90 (1997), p. 1751).
Las vacunas de proteinas recombinantes no inducen respuestas de CTL de forma fiable (Habeshaw JA, Dalgleish
AG, Bountiff L, Newell AL, Wilks, D, Walker LC, Manca F. 1990 noviembre; 11(11): 418-25; Miller SB, Tse H,
Rosenspire AJ, King SR. Virology. 1992 diciembre; 191 (2):9 73-7). El uso de vacunas de otro modo inmundgenas,
que consisten en patégenos atenuados, en seres humanos, estéd impedido en varias enfermedades importantes, por
problemas de seguridad primordiales. En los Ultimos afios recientes, se han propuesto enfoques a base de epitopos
como una posible estrategia para desarrollar nuevas vacunas profilacticas e inmunoterapéuticas (Melief CJ, Offringa
R, Toes RE, Kast WM. Curr Opin Immunol. 1996 Oct, 8(5):651-7; Chesnut RW, Design testing of peptide based
cytotoxic T-cell mediated immunotherapeutic to treat infiction disease, cancer, en Ppowell, MF, Newman, MJ (eds.):
Vaccine Design: The Subunit, Adjuvant Approach, Plenum Press, Nueva York 1995, 847). Este enfoque ofrece
varias ventajas, incluyendo la seleccion de epitopos procesados de forma natural, que fuerza al sistema inmunitario
a enfocarse en epitopos de un patégeno muy conservados e inmunodominantes (R.G. van der Most, A. Sette, C.
Oseroff, J. Alexander, K. Murali-Krishna, L.L. Lau, S, Southwood, J. Sidney, R.W. Chesnut, M. Matioubian y R.
Ahmed, J Immunol 157 (1996), p. 5543) y la induccion de respuestas multiepitopicas para evitar el escape mediante
mutacién, tal como se observa en infecciones por VIH, virus de la hepatitis B (HBV) y virus de la hepatitis C (HCV).
Esto permite la eliminacion de determinantes de células T supresoras, que pueden provocar preferentemente una
respuesta TH2, en condiciones en las que es deseable una respuesta TH1, o viceversa (Pfeiffer C, Murray J, Madri
J, Bottomly K. Immunol Rev. 1991 octubre;123:65-84; P Chaturvedi, Q Yu, S Southwood, A Sette, y B Singh Int
Immunol 1996 8: 745-755). Finalmente, proporciona la posibilidad de librarse de determinantes de células T
autoinmunes en antigenos, lo que puede inducir enfermedades autoinmunitarias indeseables. La inmunidad antiviral
o antitumoral protectora usando péptidos de epitopos de CTL se ha logrado en varios modelos experimentales (D.J.
Diamond, J. York, J. Sun, C.L. Wright y S.J. Forman, Blood 90 1997, p. 1751; J.E.J. Blaney, E. Nobusawa, M.A.
Brehm, R.H. Bonneau, L.M. Mylin, T.M. Fu, Y. Kawaoka y S.S. Tevethia, J Virol 72 (1998), p. 9567).

La definicion de epitopo de CTL basandose en el uso de linfocitos humanos puede ser engafosa debido a
heterogeneidad medioambiental y genética que conduce a resultados incompletos, y debido a dificultades técnicas
en el aislamiento de clones de CTL. Los ratones transgénicos de HLA clase | o clase Il descritos hasta la fecha han
demostrado ser una herramienta valiosa para superar estas limitaciones, como se ilustra mediante la identificacion
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con tales modelos de animales de nuevos epitopos de CTL y T auxiliares (Hill AV. Annu Rev Immunol. 1998;16:593-
617; Carmon L, EI-Shami KM, Paz A., Pascolo S, Tzehoval E, Tirosb B, Koren R, Feldman M, Fridkin M, Lemonnier
FA, Eisenbach L. Int J Cancer, 1 febrero de 2000;85(3):391-7). Estos ratones también se han usado para demostrar:
i) una buena correlacién entre la afinidad de uniéon de HLA peptidico y la inmunogenicidad (Lustgarten J, Theobald
M, Labadie C, LaFace D, Peterson P, Disis ML, Cheaver MA, Sherman LA. Hum Immunol. 1997 febrero;52(2):109-
18; Bakker AB, van der Burg SH, Huijbens RJ, DRijthout JW, Melief CJ, Adema GJ, Figdor CG. Int J Cancer. 27 de
enero de 1997;70(3):302-9), ii) el solapamiento significativo entre el sistema de CTL murino y humano al nivel de
procesamiento antigénico (se generan los mismos epitopos), y iii) la movilizacién comparable frente a la mayoria de
los antigenos de los repertorios de CTL en ratones transgénicos de HLA y humanos (Wentworth, P. A., A. Vifiello, J.
Sidney, E. Keogh, P, W. Chesnut, H. Grey, A. Sette. 1996. Eur. J. Immunol. 26:97; Alexander, J., C. Oserof, J.
Sidney, P. Wentworth, E. Keogh, G. Hermanson, F. V. Chisari R. T, Kubo, H. M, Grey, A, Sette, 1997. J.Immunol.
159:47583).

Hasta la fecha, se han desarrollado vacunas sintéticas de epitopos de CTL a base de péptidos como agentes
inmunoterapéuticos frente a un nimero de enfermedades humanas [18-20]. Sin embargo, sélo se observd una
eficacia moderada en varios ensayos clinicos (21). Esto se puede explicar en parte por el fracaso de estas vacunas
para inducir respuestas de CTL suficientemente potentes. De hecho, informes recientes sugieren la necesidad de la
ayuda de células T CD4+ para obtener una respuesta de CTL maxima (A.J. Zajac, K. Murali-Krishna, J.N. Blattman y
R. Ahmed, Curr Opin Immunol 10 (1998), p. 444; Firat H, Garcia-Pons F, Tourdot S, Pascolo S, Scardino A, Garcia
Z, Michel ML, Jack RW, Jung 0, Kosmatopoulos K, Mateo L, Suhrbier A, Lemonnier FA, Langlade-Dernoyen P Eur J
Irmnunol 29, 3112, 1999).

CTL son componentes criticos de la inmunidad protectora frente a infecciones viricas, pero no se comprenden
completamente los requisitos para el cebado in vivo de CTL. Ahora se acepta que las células Th son normalmente
esenciales para el cebado de CTL con péptidos sintéticos. Con respecto a péptidos epitdpicos de CTL sintéticos,
varios estudios sefialan una necesidad imperiosa de la estimulacion de linfocitos Th para inducir respuestas de CTL
optimas (C. Fayolle, E. Deriaud y C. Leclerc, J Immunol 147 (1991), p, 4069; C. Widmann, P. Romero, J.L.
Maryanski, G. Corradin y D. Valmori, J Immunol Meth 155 (1992), p. 95; M. Shirai, C.D. Pendkton, J. Ahlers, T.
Takeshita, M. Newman y J.A. Berzofsky, J Immunol 152 (1994), p. 549; J.P. Sauet, H. Gras-Masse, J.G. Guillet y E.
Gomard, Int Immunol 8 (1996). p. 457). Varios de estos estudios mostraron que la activacion de una célula T CD8+
requiere la interaccion simultanea de una célula auxiliar T CD4+ y una célula T CD8+ con la misma célula
presentadora de antigeno que presenta sus epitopos cognatos (Ridge JP, Di Rosa F, Matzinger P. Nature. 4 de junio
de 1998;3 93 (6684):474-8). La importancia de esta interaccion de tres células para el cebado de los CTL se
confirma mediante estudios con epitopos viricos, y modelos de animales, puesto que la induccion in vivo de los CTL
fue la mas eficaz cuando se enlazaron fisicamente epitopos de CTL y Th en lugar de ser administrados como una
mezcla sin enlazar (Shirai M, Pendleton CD, Ahlers J, Takeshita T, Newman M, Berzohky JA. J Immunol. 15 de
enero 1994;152(2): 549-56; Oseroff C, Sette A, Wentworth P, Celis E, Maewal A, Dahlberg C, Fikes J, Kubo RT,
Chesnut RW, Grey BX Alexander J. Vaccine. mayo de 1998;16(8): 823-33). La capacidad de los péptidos
antigénicos de CTL y Th para inducir eficazmente respuestas de CTL se ha demostrado tanto en modelos
experimentales (C. Fayolle, E. Deriaud y C. Leclerc, J Immunol 147 (1991), p, 4069; C. Widmann, P. Romero, J.L.
Maryanski, G. Corradin y D. Valmori, J Immunol Meth 155 (1992), p. 95) como en seres humanos (A. Vitiello, G.
Ishioka, H.M. Grey, R. Rose, P. Famess, R. LaFond, L. Yuan, F.V. Chisari, J. Furze y R. Bartholomeuz, J Clin Invest
95 (1995), p. 341; B. Livingston, C. Crimi, H. Grey, G. Ishioka, F.V. Chisari, J. Fikes, H.M. Grey, R. Chesnut y A.
Sette, J Immunol 159 (1997), p. 1383). Ademas, una respuesta de Th potente desempefia un papel importante no
s6lo para la induccién 6ptima de respuestas de CTL, sino también para el mantenimiento de la memoria de CTL
(E.A. Walter, P.D. Greenberg, M.J. Gilbert, R.J. Finch, K-S. Watanabe, E.D. Tbomas y S.R. Riddell, N Engl J Med
333 (1995), p. 1038; Riddell SR, Greenberg PD, en Thomas ED, Blume KG, Forman SJ (eds): Hematopoietic Cell
Transplantation, 22 ed. Malden, MA: Blackwell Science Inc., 1999). Finalmente, se ha documentado desde hace
tiempo que las células “auxiliares” T CD4+ son cruciales a la hora de coordinar respuestas inmunitarias celulares y
humorales frente a antigenos exégenos.

Recientemente, se establecié un raton transgénico (Tg) que expresa tanto las moléculas de HLA-A*0201 clase |
como HLA-DR1 clase Il (BenMohamed L, Krishnan R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus J, Diamond DJ, Hum,
Immunol. agosto de 2000;61 (8):764-79). Los autores dieron a conocer que ambos transgenes HLA-A*0201 y HLA-
DR1 son funcionales in vivo, que ambas moléculas de MHC clase | y clase |l se utilizaron como elementos de
restriccion, y que el producto del transgén de HLA-DR1 potencia las respuestas de CTL especificas de antigeno
restringidas a HLA-A*0201 (BenMohamed L, Krishnan R, Longmate J, Auge C, Low L, Primus J, Diamond DJ, Hum,
Immunol. agosto 2000;61(8):764-79).

También, el documento WO 03/006639 describe un modelo de raton humanizado transgénico que comprende un
gen murino deficaz de H2 clase | y Il, y un gen humano funcional de HLA clase | y/o clase |l

El documento WO 02/059263 describe un modelo de ratéon humanizado transgénico en el que los genes murinos del
receptor de células T, del receptor de MHC y CD4 y CD8 se han sustituido por sus equivalentes humanos.

Es digno de destacar que estos ratones Tg HLA-A*0201/DR1 expresaron sus propias moléculas de MHC H-2 clase |
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y clase Il. Debido a que los ratones transgénicos de HLA clase | que expresan genes de raton endégenos de MHC
clase | desarrollan preferentemente y a menudo exclusivamente respuesta de CTL restringida a H-2 (C Barra, H
Gournier, Z Garcia, PN Marche, E Jouvin-Marche, P Briand, P Fillipi, y FA Lemonnier J Immunol 1993 150: 3681-
3689; Epstein H, Hardy F., May JS, Johnson MH, Holmes N. Eur J Immunol. septiembre 1989;19(9):1575-83; Le AX;
EJ Bemhard, MJ Holterman, S Strub, P Parham, E Lacy, y VH Engelhard J Immunol 1989 142: 13 66-1371; Vitiello
A, Marchesini D, Furze J, Sherman LA, Chesnut RW., J Exp Med. 1 de abril 1991;173(4):100715), y a que los
ratones transgénicos de HLA clase Il que expresan genes de raton endogenos de MHC clase Il no inducen
respuestas fiables especificas de antigeno restringidas a HLA clase Il (Nishimura Y, Iwanaga T, Inamitsu T,
Yanagawa Y, Yasunami M, Kimura A, Hirokawa K, Sasazuki T., J Immunol 1 de julio de 1990;145(1):353-60), estos
ratones Tg HLA-A*0201/DR1 son de utilidad limitada para evaluar las respuestas especificas de seres humanos
frente a antigenos.

Sin embargo, en ratones nuligénicos de H-2 clase | y transgénicos de HLA clase I, o ratones nuligénicos de H-2
clase Il y transgénicos de HLA clase Il, sélo se producen respuestas inmunitarias de CTL restringidas a HLA
(Pascolo S, Bervas N, Ure JM, Smith AG, Lemonnier FA, Peramau, B., J Exp Med. 16 de junio de
1997;185(12).2043-51; Madsen L, Labrecque N, Engberg J, Dierich A, Svejgaard A, Benoist C, Mathis D, Fugger
L.,Proc Natl Acad Sci U S A 31 de agosto de 1999;96(18):10338-43). De hecho, los ratones nuligénicos (KO) de H-2
clase |y transgénicos de HLA-A2.1 presentan la capacidad para montar respuestas mejoradas restringidas a HLA-
2.1 en comparacion con ratones transgénicos de HLA-AZ2.1, que todavia expresan las moléculas murinas endégenas
de H-2 clase | (Pascolo, S. et al. J Exp Med 185, 2043-2051 (1997); Ureta-Vidal, A., Firat, H., Perarnau, B. y
Lemonnier, F.A. J Immunol 163, 2555-2560 (1999); Firat, H. et al., Int Immunol 14, 925-934 (2002); Rohrlich, P.S. et
al., Int Immunol 15, 765-772 (2003)). Se han hecho observaciones similares con ratones transgénicos de HLA-DR1,
dependiendo de si son deficaces o no en moléculas de H-2 clase Il (A. Pajot, resultados no publicados). Ademas, en
ausencia de competicién de moléculas de MHC murino, los ratones KO de H-2 clase |y transgénicos de HLA-A2.1 0
KO de H-2 clase Il y transgénicos de HLA-DR1 generan solamente respuestas inmunitarias restringidas a HLA
(Pascolo, S. et al. J Exp Med 185, 2043-2051 (1997)) (A. Pajot, resultados no publicados), facilitando la
monitorizacion de respuestas de células T CD8" y CD4" restringidas a HLA. Sin embargo, las respuestas
inmunitarias protectoras frente a patégenos, que a menudo requieren la colaboracion entre células T auxiliares y
células T CD8" citotoxicas, no se puede estudiar en los ratones monotransgénicos de HLA clase | o HLA clase I,
que no permiten la evaluacién simultdnea de respuestas humanas de HLA clase | y Il en el mismo ratén.

En consecuencia, existe la necesidad en la técnica de un sistema de modelo de animal conveniente para evaluar la
inmunogenicidad de candidatos de vacunas humanas que comprenden constructos que contienen epitopos de CTL
humanos y, en algunos casos, con la inclusién de epitopos de Th CD4+ (linfocito T auxiliar) de potencia elevada
para sostener la actividad de células T CD8+ antivirica y antitumoral (A.J. Zajac, K. Murali-Krishna, J.N. Blattman y
R. Ahmed, Curr Opin Immunol 10 (1998), p. 444; Firat H, Garcia-Pons F, Tourdot S, Pascolo S, Scardino A, Garcia
Z, Michel ML, Jack RW, Jung 0, Kosmatopoulos K, Mateo L, Suhrbier A, Lemonnier FA, Langlade-Dernoyen P, Eur J
Irmnunol 29,3112, 1999). Existe también una necesidad de un sistema que permita la evaluacion simultanea de la
coordinacion mutua entre una respuesta de CTL, una respuesta de TH (en particular, respuesta de THy o THy), y,
opcionalmente, una respuesta humoral.

Sumario de la invencion

Se ha satisfecho esta necesidad y mas proporcionando ratones transgénicos tanto para moléculas de HLA-A2.1
como HLA-DR1, en un contexto que es deficaz para moléculas de H-2 tanto de clase | como de clase Il. La materia
objeto de la presente invencion se define en las reivindicaciones 1 a 18. Especificamente, la invencién proporciona
ratones que comprenden (1) moléculas no funcionales de H-2 clase | y clase II; y (2) que expresan moléculas
transgénicas de HLA clase I, o moléculas transgénicas de HLA clase Il, o moléculas transgénicas de HLA clase | y
moléculas transgénicas de HLA clase Il. Estos ratones proporcionan un modelo Util en el desarrollo y optimizacion de
constructos de vacunas con inmunogenicidad in vivo maxima para uso humano. Especificamente, tales ratones
permiten un analisis completo de los tres componentes de la respuesta adaptativa inmunitaria (anticuerpo, auxiliar y
citolitica) en un Unico animal, asi como una evaluaciéon de la proteccion conferida especificamente mediante la
vacunacion frente a una exposicion antigénica.

Los ratones de la invencion, que comprenden una supresion tanto para moléculas de H-2 clase | como clase Il, y
que expresan moléculas transgénicas de HLA clase | y moléculas transgénicas de HLA clase Il, representan un
raton experimental completamente humanizado que se puede usar para detectar simultdneamente la presencia de
anticuerpos especificos de antigenos, una respuesta de célula T, restringida a HLA-DRI especifica de antigenos, y
una respuesta de célula T restringida a HLA-A2 especifica de antigenos. Estos ratones seran utiles para estudiar
como la coordinacién mutua funciona entre una respuesta de CTL, una respuesta de TH (en particular una respuesta
de THy o TH», y, opcionalmente, una respuesta humoral. Estos ratones representan una herramienta optimizada
para estudios de vacunologia basica y aplicada.

Se describe en la presente memoria un ratén transgénico que comprende un gen de H2 clase | interrumpido, un gen
de H2 clase Il interrumpido, y un transgén funcional de HLA clase | o clase II.
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También se describe un ratén transgénico que comprende un gen de H2 clase | interrumpido, un gen de H2 clase Il
interrumpido, un transgén de HLA clase | funcional, y un transgén de HLA clase Il funcional.

En estos casos, el transgén de HLA clase | puede ser un transgén de HLA-A2, y el transgén de HLA clase Il puede
ser un transgén de HLA-DR1. De forma mas precisa, el transgén de HLA-A2 puede comprender la secuencia de
HLA-A2 proporcionada en el listado de secuencias, y el transgén de HLA-DL1 puede comprender la secuencia de
HLA-DR1 provista en el listado de secuencias.

Una forma de realizacién de la invencion proporciona un ratdén transgénico que tiene moléculas endoégenas no
funcionales de H2 clase | y clase Il, que comprende un transgén funcional de HLA clase | y un transgén funcional de
HLA clase Il. En una forma de realizacion, el raton tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB®, en el que el
transgén de HLA-A2 comprenden la secuencia proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n® 1, y el
transgén de HLA-DR1 comprende las secuencias proporcionadas en el listado de secuencias en SEC IDn®2y 3.

Otra forma de realizacién de la invencidén proporciona un método para identificar simultdneamente la presencia de
uno 0 mas epitopos en un antigeno o grupo de antigenos candidato, en el que el uno o mas epitopos provocan una
respuesta humoral especifica, una respuesta de TH restringida a HLA-DR1, y /o una respuesta de CTRL restringida
a HLA-A2. El método comprende administrar el antigeno o grupo de antigenos candidatos a un ratdn transgénico
que comprende un gen no funcional de H2 clase |, un gen no funcional de H2 clase Il, un transgén funcional de HLA-
A2y un transgén funcional de HLA-DR1, y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1°32m°IAB % evaluar una respuesta
humoral especifica en el ratén contra el antigeno; evaluar una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el raton
frente al antigeno; y evaluar una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el raton frente al antigeno. La
observacion de una respuesta humoral especifica en el ratén frente al antigeno identifica un epitopo que provoca
una respuesta humoral en el antigeno. La observacién de una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el raton
frente al antigeno identifica un epitopo que provoca una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el antigeno. La
observacion de una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el ratdn frente al antigeno identifica un epitopo que
provoca una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el antigeno.

En algunas formas de realizacion, el método incluye evaluar una respuesta especifica de Th1 en el ratén frente al
antigeno, y evaluar una respuesta especifica de Th2 en el raton frente al antigeno. En este caso, la observacion de
una respuesta especifica de Th1 en el raton frente al antigeno identifica un epitopo que provoca una respuesta
especifica de Th1 en el raton frente al antigeno; y la observacién de una respuesta especifica de Th2 en el ratén
frente al antigeno identifica un epitopo que provoca una respuesta especifica de Th2 en el ratén frente al antigeno.

Se describe en la presente memoria un método para identificar la presencia de un epitopo de T auxiliar restringido a
HLA DR1 en un antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos, comprendiendo el método administrar el
antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos a un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de
H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase I, un transgén funcional de HLA-2 y un transgén funcional de HLA-DR1,
y que tiene el genotipo HLA-A2'HLA-DR1°B2m°lAB° y evaluar para una respuesta de epitopo de T auxiliar
restringida a HLA-DR1 de TH en el ratén frente al antigeno. La observacién de una respuesta de epitopo de T
auxiliar restringida a HLA-DR1 de TH en el ratén frente al antigeno identifica un epitopo que provoca una respuesta
de epitopo de T auxiliar restringida a HLA-DR1 de TH en el antigeno.

Ademads, se describe en la presente memoria un antigeno aislado que comprende un epitopo de T auxiliar
restringido a HLA DR1 identificado mediante el método del parrafo anterior. Este antigeno aislado puede incluir un
epitopo que provoca una respuesta mural y/o un epitopo que provoca una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL.
El antigeno que comprende un epitopo de T auxiliar restringido a HLA DR1 puede comprender un polipéptido. El
antigeno que comprende un epitopo de T auxiliar restringido a HLA DR1 puede comprender un polinucleétido.
Eventualmente, el antigeno que comprende un epitopo de T restringido a HLA DR1 puede comprender ADN, ARN, o
ADN y ARN.

También se describe en la presente memoria un método para identificar la presencia de un epitopo de linfocito T
citotoxico (CTL) restringido a HLA-A2 en un antigeno candidato o un grupo de antigenos candidatos, comprendiendo
el método a administrar el antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos a un ratén transgénico que
comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase I, un transgén funcional de HLA-A2,
y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2'HLA-DR1*B2m°IAB; y ensayar para una
respuesta de T citotoxico (CTL) restringida a HLA-A2 en el ratén al antigeno o grupo de antigenos. La observacion
de una respuesta de T citotoxico (CTL) restringida a HLA-A2 en el raton frente al antigeno o grupo de antigenos
identifica un epitopo que provoca una respuesta de T citotdxico (CTL) restringida a HLA-A2 en el antigeno o grupo
de antigenos.

Un antigeno aislado que comprende un epitopo de T citotéxico (CTL) restringido a HLA-A2 se puede identificar
mediante el método del parrafo anterior. Este antigeno puede comprender ademas un epitopo que provoca una
respuesta humoral y/o un epitopo que provoca una respuesta de epitopo de T auxiliar restringida a HLA-DR1 de TH.
El antigeno que comprende un epitopo de T citotoxico (CTL) restringido a HLA-A2 puede comprender un polipéptido.
El antigeno que comprende un epitopo de T citotéxico (CTL) restringido a HLA-A2 puede comprender un

5



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381 109 T3

polinucleétido. El antigeno que comprende un epitopo de T citotdxico (CTL) restringido a HLA-A2 puede comprender
ADN, ARN, o ADN y ARN.

También se describe un método para comparar la eficacia de una respuesta de célula T auxiliar inducida por dos o
mas vacunas. Este método comprende administrar una primera vacuna candidata a un ratén transgénico que
comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase I, un transgén funcional de HLA-A2,
y un transgén funcional de HLA-DR1, y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°lABe, y medir la respuesta de
célula T auxiliar inducida en el ratén por la primera vacuna candidata; administrar una segunda vacuna candidata a
un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase Il, un
transgén funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"'HLA-
DR1°B2m°IAB?, y medir la respuesta de célula T auxiliar inducida en el raton por la segunda vacuna candidata;
administrar cada vacuna candidata adicional a comparar a un ratdn transgénico que comprende un gen no funcional
de H2 clase |, un gen no funcional de H2 clase Il, y un transgén funcional de HLA-A2, un transgén funcional de HLA-
DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1"B2m AR, y medir la respuesta de célula T auxiliar inducida en el
raton por la vacuna candidata adicional, y determinar la eficacia de cada vacuna candidata para inducir una
respuesta de célula T comparando las respuestas de T auxiliares a cada una de las vacunas a comparar entre si. La
respuesta de célula T auxiliar puede ser una respuesta restringida a HLA-DR1.

Ademas, también se describe un método para comprar la eficacia de respuestas de células T citotéxicas inducidas
por dos 0 mas vacunas. El método incluye administrar una primera vacuna candidata a un ratén transgénico que
comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase Il, un transgén funcional de HLA-A2,
y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2mAB?, y medir la respuesta de
célula T citotéxica inducida en el ratén por la primera vacuna candidata; administrar una segunda vacuna candidata
a un raton de un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase |, un gen no funcional de H2
clase Il, un transgén funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-
DR1*B2m°IABS, y medir la respuesta de célula T citotdxica inducida en el ratdén por la segunda vacuna candidata;
administrar cada vacuna candidata adicional a comparar a un raton transgénico que comprende un gen no funcional
de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase I, un transgén funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-
DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB?, y medir la respuesta de célula T citotéxica inducida en el
raton por la vacuna candidata adicional; y determinar la eficacia de cada vacuna candidata para inducir una
respuesta de célula T citotdxica comparando las respuestas de célula T citotdxica a cada una de las vacunas a
comparar entre si. La respuesta de célula T citotdxica puede ser una respuesta restringida a HLA-A2.

Ademas, se describe en la presente memoria un método para comparar simultdneamente la eficacia de la respuesta
de célula T auxiliar y la respuesta de célula T citotéxica, inducidas por dos o0 mas vacunas. El método comprende
administrar una primera vacuna candidata a un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase |,
un gen no funcional de H2 clase Il, un transgén funcional de HLA-A2 y un transgén funcional de HLA-DR1 y que
tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB°, y medir la respuesta de T auxiliar y la respuesta de célula T citotdxica
inducidas en el raton por la primera vacuna candidata, administrar una segunda vacuna candidata a un ratén
transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase 2, un transgén
funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2melABe, y
medir la respuesta de la célula T auxiliar y la respuesta de la célula T citotdxica inducidas en el raton por la segunda
vacuna candidata; administrar cada vacuna candidata adicional a comparar a un raton transgénico que comprende
un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase Il, un transgén funcional de HLA-A2, y un
transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB°, y medir la respuesta de célula
T auxiliar y la respuesta de célula T citotéxica inducidas en el raton por cada vacuna candidata adicional; y
determinar la eficacia de cada vacuna candidata para inducir una respuesta de célula T auxiliar y una respuesta de
célula T citotoxica comparando la respuesta de célula T auxiliar y la respuesta de célula T citotéxica a cada una de
las vacunas a comparar entre si. La respuesta de célula T auxiliar puede ser una respuesta restringida a HLA-DR1, y
la respuesta de célula T citotoxica puede ser una respuesta restringida a HLA-A2.

La presente invencion también proporciona un método para determinar simultdneamente la respuesta humoral, la
respuesta de célula T auxiliar, y la respuesta de célula T citotoxica de un ratdn tras su inmunizaciéon con un antigeno
0 una vacuna que comprende uno o mas antigenos. El método comprende administrar el antigeno o la vacuna que
comprende uno 0 mas antigenos a un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen
no funcional de H2 clase Il, un transgén funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el
genotipo HLA-A2'HLA-DR1*B2m°IAB°, y ensayar para determinar una respuesta humoral especifica en el raton
frente al antigeno o vacuna que comprende uno 0 mas antigenos, ensayar para determinar una respuesta de célula
T auxiliar en el raton frente al antigeno o vacuna que comprende uno o0 mas antigenos, y ensayar para determinar
una respuesta de célula T citotoxica en el raton frente al antigeno o vacuna que comprende uno o mas antigenos.
En algunas formas de realizacion, la respuesta de célula T auxiliar es una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH.
En algunas formas de realizacion, la respuesta de célula T citotoxica es una respuesta restringida a HLA-A2 de
CTRL.

La presente invencién también proporciona un método para optimizar dos 0 mas composiciones de vacunas
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candidatas para la administracion a un ser humano, basandose en criterios preseleccionados. EI método incluye
determinar simultaneamente la respuesta humoral, la respuesta de célula T auxiliar, y la respuesta de célula T
citotoxica de un raton tras su inmunizacién con las dos o mas composiciones de vacunas candidatas, usando un
método que comprende administrar el antigeno o la vacuna que comprende uno o mas antigenos a un raton
transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase I, un gen no funcional de H2 clase Il, un transgén
funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1"B2m°lAB°,
ensayando para determinar una respuesta humoral especifica en el raton frente al antigeno o vacuna que
comprende uno o mas antigenos, ensayando para determinar una respuesta de célula auxiliar T en el ratén frente al
antigeno o vacuna que comprende uno 0 mas antigenos, ensayando para determinar una respuesta de célula T
citotoxica en el ratdon frente al antigeno o vacuna que comprende uno 0 mas antigenos, y seleccionar una vacuna
optimizada aplicando criterios preseleccionados a los resultados. En algunas formas de realizacion, las dos o mas
vacunas candidatas difieren solo en la relacién de antigeno a adyuvante presente en la vacuna. En algunas formas
de realizacion, las dos 0 mas vacunas candidatas difieren sélo en el tipo de adyuvante presente en la vacuna.

En otro aspecto, la invencién proporciona un método para determinar si una vacuna presenta un riesgo de induccion
de una enfermedad autoinmunitaria cuando se administra a un ser humano. El método comprende administrar la
vacuna a un ratén transgénico que comprende un gen no funcional de H2 clase |, un gen no funcional de H2 clase I,
un transgén funcional de HLA-A2, y un transgén funcional de HLA-DR1 y que tiene el genotipo HLA-A2"HLA-
DR1°B2m°IAB°, y ensayar para determinar una respuesta autoinmunitaria en el raton, en el que la observacion de
una respuesta autoinmunitaria en el ratén indica que la vacuna presenta un riesgo de inducciéon de una enfermedad
autoinmunitaria cuando se administra a un ser humano.

También se describe una célula de ratdn transgénico aislada que comprende un gen interrumpido de H2 clase I, un
gen interrumpido de H2 clase Il, y un transgén funcional de HLA clase | o clase Il

Ademas, se describe una célula de ratén transgénico aislada que comprende un gen interrumpido de H2 clase |, un
gen interrumpido de H2 clase I, un transgén funcional de HLA clase | y un transgén funcional de HLA clase II.

El transgén de HLA clase | puede ser un transgén de HLA-A2, y el transgén de HLA clase Il puede ser un transgén
de HLA-DR1. El transgén de HLA-A2 puede comprender la secuencia de HLA-A2 proporcionada en el listado de
secuencias, y el transgén de HLA-DR1 puede comprender la secuencia de HLA-DR1 proporcionada en el listado de
secuencias.

Ademas, la presente invencion proporciona una célula de ratén transgénico aislada que tiene genes endégenos no
funcionales de H2 clase | y clase Il, en la que la célula de ratdn transgénico comprende un transgén funcional de
HLA clase | y un transgén funcional de HLA clase Il. En algunas formas de realizacion, la célula de raton transgénico
tiene el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB°, en el que el transgén de HLA-A2 comprende la secuencia de HLA-A2
proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n® 1, y el transgén de HLA-DR1 comprende las secuencias
proporcionadas en el listado de secuencias en SEC IDn?2y 3.

Breve descripcion de los dibujos
La invencion se describira de forma mas completa con referencia a los dibujos, en los que:

La figura 1 muestra un andlisis de citometria de flujo de la expresion de la superficie celular de las moléculas
transgénicas indicadas (a) Se tifieron esplenocitos de ratones KO de H-2 clase Il transgénicos de HLA-DR1 (DR1*
CII', panel izquierdo), KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1 (A2*'DR1*CI'CII", panel central),
y KO de H-2 clase I transgénicos de HLA-A2.1 (A%*CI’, panel derecho) con m.Ab W6/32 marcado con FITC (anti-
HLA-ABC, en abscisas) o 28-8-6S biotinilado (anti-H-2K°/D° en ordenadas), revelando este Gltimo con anti-lgG de
raton marcado con BE. (b) Se tifieron linfocitos B del bazo B220+ de la misma raza de ratones con m.Ab L243
marcado con FITC (anti-HLA-DR1, paneles superiores) y AF6-120.1 marcado con PE (anti-H-2IABb paneles
inferiores).

La figura 2 muestra los nimeros de células T esplénicas CD8" y CD4" y el uso del segmento BV (basandose en
andlisis inmunoscdpico) en ratones de los genotipos indicados. (a) Se tifieron esplenocitos procedentes de ratones
KO de H-2 clase Il transgénicos de HLA-DR1 (DR1* CII', panel izquierdo), KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de
HLA-A2.1/HLA-DR1 (A2* DR1* CI'CII', panel central), y KO de H-2 clase | transgénicos de HLA-A2.1 (A2* CI', panel
derecho) con m.Ab CT-CD4 marcado con PE (anti-CD4 de raton, en ordenadas) y 53-6.7 marcado con FITC (anti-
CD8 de raton en abscisas). Los nimeros corresponden a los porcentajes de células T CD4" (cuadrado izquierdo
superior) o CD8" (cuadrado derecho inferior) en esplenocitos totales. (b y ¢) Analisis inmunoscépico de RT-PCR de
células T esplénicas purificadas CD8" (b) y CD4" (c) para el uso de la familia del segmento BV (1-20) usando
cebadores BC especificos e inversos de la familia BV directos (1-20). Un perfil tipico para una familia de segmento
BV reordenada productivamente incluye una serie de picos con una distribucién de tipo Gausiano que difiere en
longitud en 3 nucleétidos. La figura ilustra los resultados obtenidos con un ratén representativo KO de H-2 clase
I/clase Il transgénico de HLA-A2.1/HLA-DR1.
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La figura 3 muestra respuestas citolitica, proliferativa y de anticuerpos, especificas de HBs. Los ratones KO de H-2
clase Il/clase Il transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DRT1 se inmunizaron o no mediante inyeccién intramuscular de AD
plasmidico que codifica HBsAg, y después se ensayaron individualmente. (a) Respuesta humoral (panel superior),
citolitica (panel central) y proliferativa (panel inferior), y controles especificos de un ratdn representativo inmunizado
con ADN que codifica HBsAg. El titulo de anticuerpos (IgG) frente a las particulas de HBsAg que contienen proteinas
de cubierta de HBV tanto medias como pequeias y frente al péptido preS2109.134 Se determinaron en el ensayo
ELISA. La actividad citolitica a diferentes relaciones efector/diana (E/T) se evalu6 usando células diana RMAS-HHD
pulsadas con péptido relevante (HBsAQsass-357, restringido a HLA-A2.14) o de control (HBsAgszi-37s, restringido a H-2
KPA, y MAGE-3271-279, restringido a HLA-A2.1[]). Las respuestas proliferativas se detectaron usando péptido relevante
(HBsAg1so-195, restringido a HLA-DR1) o de control (HBsAg126.13s, restringido a H-2 IAby HIV 1 Gaggss-27s, restringido
a HLA-DR1). (b) Evaluacién similar de las respuestas de anticuerpos (IgG, panel superior), citolitica (panel central) y
proliferativa (panel inferior) de 6 ratones inmunizados con ADN que codifica HBsAg (1-6), segin se compara a
respuestas medias de 6 ratones sin tratamiento (0). La actividad citolitica a una relacion de E/T 30/1 se evalud en
células diana RMAS-HHD pulsadas con péptido HBsAQsss-357, inmunodominante (barras en negro) o HBsAQgsss-a4s,
subdominante (barras en gris).

La figura 4 muestra resultados de ensayos de proteccién. Ratones KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-
A2.1/HLA-DR1 se inmunizaron o no dos veces con ADN plasmidico que codifica HBsAg. Quince dias después de la
dltima inmunizacion, se expusieron intraperitonealmente a 10’ PFU de rVV que expresa HBsAg o la proteina HBx.
Cuatro dias después, los animales se ensayaron individualmente para determinar los titulos viricos en los ovarios.
Los resultados (rVV PFU/ovario en log10) se dan para los ratones inmunizados con ADN que codifica HBsAg
expuestos a rVV-HBsAg (I, n=10), ratones sin tratar expuestos a rVVHBsAg (N, n=6), ratones inmunes a HBsAg
expuestos a rVV-HBx (Ix, n=6) y ratones sin tratar expuestos a rVV-HBsAg (I, n=10).

La figura 5 muestra la respuesta AC anti-Pre S2 en ratones HLA-A2+DR1+CI-Cll tras una inmunizacién con pcmv
S2/8S.

La figura 6 muestra la respuesta proliferativa de T CD4 a epitopos restringidos a HLA-DR1 tras la inmunizacién de
ratones HLA-A2+DR1+CI-CIl con pcmv S2-S.

La figura 7 muestra a respuesta citotoxica T CD8 frente al péptido HBS (348-357) restringido a HLA-A2 tras una
inmunizacion de ratones HLA-A2+DR1+CI-Cll con pcmv S2/S.

Secuencias

SEC ID n%1 contiene las siguientes subpartes: Los nucleétidos 1-1205 comprenden el promotor de HLA-A2; los
nucleétidos 1206-1265 la secuencia lider de HLA-A2; los nucle6tidos 1266-1565 el ADNc de microglobulina 2
humana; los nucleétidos 1566-1610 un ligador (Gly4Ser)s; los nucleotidos 1611-2440 un segmento que contiene el
exon 2 y parte del intron 3 de HLA-A2; y los nucleétidos 2441-4547 un segmento que contiene parte del intrén 3, los
exones 4 a 8, y parte de la regién no codificante de 3’ del gen de H2 D".

SEC ID n%:2 es la secuencia nucleotidica del gen DRA*0101. Los nucle6tidos 1-15279 son el promotor localizado 5’
al gen HLA-DR alfa, los nuclettidos 15280-15425 son el ex6n 1, los nucleétidos 15344-15346 son el codén de
partida ATG, los nucle6tidos 17838-18083 son el exdn 2, los nucle6tidos 18575-18866 son el exdn 3, los nucledtidos
19146-19311 son el exdn 4, y los nucledtidos 20008-20340 son el exdn 5.

SEC ID n%3 es la secuencia nucleotidica del gen de DRB1*010101. Los nucleétidos 7391-7552 son el exén 1, los
nucleétidos 7453-7455 son el coddn de partida ATG, los nucledtidos 15809-16079 son el exén 2, los nucleétidos
19536-19817 son el exdn 3, los nucleoétidos 20515-20624 son el exén 4, los nucledtidos 21097-21121 son el exén 5,
y los nucledtidos 21750-22085 son el exén 6.

Descripcion detallada de la invencion
La materia objeto de la presente invencién se define en las reivindicaciones adjuntas 1 a 18.

La practica de la presente invencion empleara, excepto que se indique de otro modo, técnicas convencionales de
biologia celular, cultivo celular, biologia molecular, biologia transgénica, microbiologia, ADN recombinante, e
inmunologia, que estan dentro de la pericia de la técnica. Tales técnicas se explican de forma completa en la
bibliografia. Véanse, por ejemplo, Molecular Cloning A Laboratory Manual, 22 ed., ed. por Sambrook, Fritsch y
Maniatis (Cold Spring Harbor Laboratory Press:1989); DNA Cloning, Volumes | and Il (D. N. Glover ed., 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M. J. Gait ed., 1984); Mullis et al. patente US n® 4.683.195; Nucleic Acid Hybridization (B.
D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Transcription And Translation (B. D. Hames & S. J. Higgins eds. 1984); Culture
Of Animal Cells (R.l. Freshney, Alan R. Liss, Inc., 1987); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, 1986); B.
Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); the series, Methods In ENZYMOLOGY (J. Abelson and M.
Simon, eds.-in-chief, Academic Press, Inc., New York), specifically, Vols.154 and 155 (Wu et al. eds.) and Vol. 185,
“Gene Expression Technology” (D. Goeddel, ed.); Gene Transfer Vectors For Mammalian Cells (J. H. Miller and M.
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P. Calos eds., 1987, Cold Spring Harbor Laboratory); Immunochemical Methods In Cell And Molecular Biology
(Mayer and Walker, eds., Academic Press, Londres, 1987); Handbook Of Experimental Immunology, Volimenes I-1V
(D. M. Weir and C. C. Blackwell, eds., 1986); y Manipulating the Mouse Embryo, (Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, N.Y., 1986).

Se describen en la presente memoria ratones que comprenden (1) moléculas mutadas de H2 clase | y clase Il; y (2)
que expresan moléculas transgénicas de HLA clase | o moléculas transgénicas de HLA clase Il, o moléculas
transgénicas de HLA clase | y moléculas transgénicas de HLA clase Il. Otros ratones comprenden una supresion de
ambas moléculas e H-2 clase | y clase Il, y expresan moléculas transgénicas de HLA clase | y moléculas
transgénicas de HLA clase Il, y representan un ratén experimental completamente humanizado que se puede usar
para detectar simultdneamente la presencia de anticuerpos especificos de antigenos, una respuesta de célula T
restringida a HLA-DR1 especifica de antigeno, y una respuesta de célula T restringida a HLA-A2 especifica de
antigeno. Estos ratones son Utiles para estudiar como la coordinacion mutua opera entre una respuesta de CTL, una
respuesta de TH (en particular, una respuesta de THy o THy), y, opcionalmente, una respuesta humoral. Estos
ratones representan una herramienta optimizada para estudios de vacunologia basica y aplicada.

De forma mas precisa, se describe un ratén transgénico que tiene genes no funcionales endégenos de H2 clase | y
H2 clase Il, y que comprende un transgén funcional de HLA clase | o clase Il.

Se puede afirmar que tal ratén es un ratdén experimental completamente humanizado, debido a que se puede usar
para detectar simultdneamente la presencia de anticuerpos especificos de antigenos, una respuesta de célula T
restringida a HLA-DR1 especifica de antigeno, y una respuesta de célula T restringida a HLA-A2 especifica de
antigeno.

Como se muestra en parte en los Ejemplos proporcionados en la presente memoria, y como estéa generalmente claro
para un experto en la materia a partir de la descripcion, los ratones KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-
A2.7/HM-DR?7 tienen la capacidad para desarrollar respuestas de anticuerpos especificos de HBsAg, de célula T
auxiliar CD4" y de célula T citolitica CD8" tras la inmunizacion con ADN. Estas respuestas, observadas en cada
raton individual ensayado, se dirigieron a los mismos epitopos inmunodominantes como las respuestas humanas, y
confirieron a los animales inmunizados una proteccién especifica frente al virus de la vacuna recombinante de
HBsAg.

Las células auxiliares T son esenciales para la maduracién completa de las respuestas de anticuerpos (Katz, D.H. y
Benacerraf, B., Adv Immunol 15, 1-94 (1972)), el cebado de CTL frente a muchos epitopos (von Boehmer, H. y
Haas, W., J Exp Med 150, 1134-1142 (1979); Keene, J.A. y Forman, J., J Exp Med 155, 768-782 (1982)) y el
mantenimiento a largo plazo de CTL (Matloubian, M., Concepcion, R.J. y Ahmed, R., J Virol 68, 8056-8063 (1994)).
Tanto los anticuerpos (Lefrancois, L., J Virol 51, 208-214 (1984)) como CTL (Zinkernagel, R.M. y Welsh, R.M., J
Immunol 117, 1495-1502 (1976)) son componentes criticos de la inmunidad protectora frente a infecciones viricas.
De hecho, se observaron respuestas potentes de anticuerpo especifico de HBsAg y de CTL en ratones KO de H-2
clase lI/clase Il transgénicos dobles de HLA-A2.1-/HLA-DR1, pero no en ratones KO de H-2 clase Il/clase Il
monotransgénicos de HLA-A2.1. De este modo, el auxilio de la célula T CD4" especifica de HBsAg es esencial para
generar respuestas de CTL y de anticuerpos especificos de HBsAg eficaces. Estos resultados son consistentes con
estudios sobre ratones inmunizados con HBsAg (Milich, D.R., Semin Liver Dis 11, 93-112(1991)) y seres humanos
vacunados con HBsAg (Celis, E., Kung, P.C. y Chang, T.W., J Immunol 132, 1511-1516 (1984)), lo que sugiere que
la produccion de una respuesta de anticuerpo anti-HBs depende de células T CD4".

Ya se han obtenido ratones transgénicos que expresan tanto moléculas de HLA-A2.1 clase | como de HLA-DR1
clase Il (BenMohamed, L. et al. Hum Immunol 61, 764-779 (2000)). Los autores dieron a conocer que tanto las
moléculas de HLA-A2.1 como de HLA-DR1 son elementos de restriccion funcionales in vivo, y que el producto del
transgén de HLA-DR1 potencia las respuestas de CTL especificas de antigeno restringidas a HLA-A2.1. Sin
embargo, la importancia humana de las respuestas inmunitarias en estos ratones se hace pequeria proyecto el
hecho de que todavia expresan sus propias moléculas de H-2 clase | y clase Il, que se usan habitualmente de forma
preferente y a menudo de forma exclusiva como elementos de restriccién en respuesta a antigenos (Ureta-Vidal, A.,
Firat, H., Perarnau, B. y Lemonnier, F.A., J Immunol 163, 2555-2560 (1999); Rohrlich, P.S. et al., Int Immunol 15,
765-772 (2003)) (A. Pajot, resultados no publicados). La invencién descrita en la presente memoria supera esta
limitacion proporcionando ratones KO de H-2 clase I/clase Il, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1.

Como se describe en la presente memoria después, los ratones KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-
A2.1/HLA-D1 expresan, en un contexto de KO de f2m, una monocadena de HLA-A2.1 en la que la f2m humana
esta enlazada covalentemente mediante un brazo peptidico a la cadena pesada de HLA-A2.1. Carecen ademas de
la expresiéon de superficie celular de moléculas convencionales de H-2 IA y IE clase Il como resultado de la
inactivacion del gen H-2 IAf, puesto que H-2 IEa es un pseudogen en el haplotipo H-2°. Los resultados
proporcionados en la presente memoria demuestran que tales ratones estan privados de la expresion de superficie
celular de moléculas de H-2 clase | y clase Il. Sin embargo, se dio a conocer en un caso que puede existir una
cadena pesada de clase | libre, en particular H-2 D°, sobre la superficie de un ratén KO de 32b, y podria inducir una
respuesta de alorreactividad. Si esto es asi, debido a que tales ratones estan vacios de péptidos, no deberian
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interferir en la respuesta inmunitaria especifica de antigeno (Bix, M. y Raulet, D., J Exp Med 176, 829-834 (1992)).
Esto esta soportado por el informe de Allen et al (Allen, H., Fraser, J., Flyer, D., Calvin, S. y Flavell, R., Proc Natl
Acad Sci U S A 83, 7447-7451 (1986)), en el que confirmaron que H-2 D° es expresada en la superficie celular
incluso cuando no hay B2m en la célula, pero que tal antigeno D° no es reconocido por linfocitos D citot6xicos
aloespecificos para D° o restringidos a D°. Ademas, los antigenos de D® no son reconocidos por la mayoria de los
anticuerpos monoclonales del D™ nativo.

No obstante, en ratones monotransgénicos de HLA-DR1, se dio a conocer que se pueden expresar en cierto grado
sobre la superficie celular complejos hibridos de HLA-DRo/H-2 /EB” no convencionales, al menos en ausencia de la
cadena de HLA-DRp (Lawrance, S.K. et al., Cell 58, 583-594 (1989)). A pesar de esta observacion, estas moléculas
no convencionales no se detectaron seroldgicamente sobre superficies celulares en ratones KO de H-2 clase I/clase
Il, transgénicos de HLA A2.1 /HLA-DR1, incluso con mAb (17-3-3S), que se sabe que reacciona con tales moléculas
hibridas (Ozato, K., Mayer, N. y Sachs, D.H., J Immunol 124, 533-540 (1980)) (figura 1a y datos no mostrados).
Ademas, los resultados obtenidos al estudiar respuestas de células T especificas de HBsAg y especificas de HIV 1-
Gag de estos ratones fueron todos indicativos del uso exclusivo de las moléculas de HLA-A2.1 y HLA-DR1 como
elementos de restriccion. Esto argumenta que los hibridos de HLA-DRa/H-2 IEBb no convencionales fueron
probablemente inestables en comparacién con las moléculas convencionales de HLA-DRo/HLA-DRB, y que sélo
pueden existir en ausencia de la cadena de HLA-DRp. Las razas de raton en las que toda la region de H-2 (H-2 IA,B",
AP, IEﬁ’b) se ha suprimido (Madsen, L. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 96, 10338-10343 (1999)), asi como el gen
de H-2 D°, estan siendo analizadas para excluir completamente esta posibilidad. Los andlisis preliminares de
esplenocitos obtenidos de los primeros animales revelaron una restauracion de conjunto de células T CD4" similar a
la observada en ratones KO de H-2 clase Il (/ap’“? transgénicos de HLA-DR1, sugiriendo que las respuestas de
células T CD4" restringidas a HLA-DR1 de estos nuevos ratones deberian ser equivalentes a las de los ratones KO
de H-2 clase I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1.

Los linfocitos CD8" periféricos de ratones KO de H-2 clase I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1, en
comparacion con los ratones de KO de H-2 clase | transgénicos de HLA-A2.1 progenitores, son cuantitativa y
cualitativamente similares con la completa diversificacién, al menos en términos del uso el segmento BV del
repertorio de TCR. La restauracion parcial comparada con animales de tipo salvaje, especialmente del conjunto de
células T CD8*, ha sido una observacion constante en los ratones monotransgénicos de HLA que expresan una
molécula de HLA-A2.1 quimérica (dominio a3 de origen murino) (Pascolo, S. et al., J Exp Med 185, 2043-2051
(1997)). Independientemente de la sustitucion del dominio a3, la interaccion sigue siendo subdptima entre moléculas
CD8y HLA-A2.1 de ratén, puesto que el andlisis de co-cristal ha documentado que CD8 humano también contacta
con el dominio a2 de la cadena pesada de HLA-A2.1 (Gao, G.F. et al., Nature 387, 630-634 (1997)). La cooperacién
subdptima también se puede producir en el reticulo endoplasmico, en el que muchas moléculas (TAP, tapasina, ERp
57) ayudan a la biosintesis de la molécula de MHC clase I. Sin embargo, en esta etapa, la Unica diferencia funcional
documentada entre estas moléculas del reticulo endoplasmico de ratones y de seres humanos, a saber, el
transporte eficaz por TAP humano pero no de ratén de péptidos citosolicos cargados positivamente del término
COOH (Momburg, F., Neefjes, J.J. y Hammerling, G.J., Curr Opin Immunol 6, 32-37 (1994)), no es relevante para
moléculas de HLA-A2.1 que une péptidos con un término C hidréfobo, puesto que estos péptidos son transportado
eficazmente por TAP de ratén y humano. Incluso aunque el nimero de linfocitos T CD8" es menor tanto en ratones
KO de H-2 clase | monotransgénicos de HLA-A2.1 como en ratones KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-
A2.1/HLA-DR1, responden eficazmente frente a HBsAg y, de forma importante, estos Ultimos ratones desarrollan
respuestas de anticuerpo, de células auxiliares y de células citoliticas similares a seres humanos.

Una de las dificultades que impiden el disefio de vacunas a base de epitopos T dirigidas a linfocitos T es el
polimorfismo de las moléculas de HLA clase l/clase Il. Las moléculas de HLA-A2.1 y HLA-DR1 son expresadas por
una proporcion significativa de individuos en poblaciones humanas (30 a 50% para HLA-A2.1, 6 a 18% para HLA-
DR1). Incluso aunque el agrupamiento funcional de moléculas de HLA clase | en superfamilias se basa en la
redundancia significativas de los conjuntos presentados de péptidos®, sigue siendo deseable el analisis individual de
las respuestas provocadas por cada variante isotipica o alélica de HLA clase | para identificar los epitopos éptimos
que presentan. Esto es particularmente importante para idear un nuevo reactivo, tal como un tetramero (HLA clase |
o HLA clase Il) para monitorizar la respuesta inmunitaria. Por la misma razén, seria de ayuda obtener razas de
ratones que coexpresen moléculas de HLA-A2.1 con otras moléculas de HLA clase Il, incluso si la unién de los
péptidos a las moléculas de HLA clase Il es menos restrictiva que a las moléculas de clase |. Basandose en la
presente descripcion, para estos y otros fines se pueden construir ratones KO de H-2 clase I/clase Il, transgénicos
de HLA clase I/clase Il, adicionales.

Mientras que los ratones KO de H-2 transgénicos de HLA permiten un analisis detallado y una optimizacion de la
inmunogenicidad de péptidos antigénicos con excelente transposabilidad a seres humanos (Rohrlich, P.S. et al., Int
Immunol 15, 765-772 (2003); Loirat, D., Lemonnier, F.A. y Michel, M.L., J Immunol 165, 4748-4755 (2000); Scardino,
A. et al., Eur J Immunol 3I, 3261-3270 (2001)), esto es menos evidente para estudios de formulacién de adyuvantes
de vacunas. Esto podria ser debido a diferencias entre las dos especies en los diversos efectores que se movilizan
tempranamente en respuesta a una exposicion antigénica. El incremento del conocimiento fundamental de la
inmunidad innata puede conducir, en el futuro, a una humanizacion mas completa del sistema inmunitario del raton.
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En conclusion, la presente descripcion describe un modelo de raton transgénico humanizado, optimizado, cuyos
genes de H-2 clase | (f2m de ratén) y de clase Il (H-2 IAﬂb) se han suprimido y sustituido por genes humanos
equivalentes HHD (HLA-A*0201), HLA-DR.4*0101 y HLA-DRB1*0101. La inmunidad celular en los ratones de KO de
H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1 esta completamente restringida por las moléculas de HLA
humano, con una ausencia completa de respuestas inmunitarias restringidas por las moléculas de MHC murino. La
ausencia de competicién entre respuestas inmunitarias de MHC murino y HLA (transgénico) humano permite usar
estos ratones para caracterizar epitopos en vacunas humanas que requieren la colaboracion entre células T
auxiliares CD4" restringidas a HLA y células T citoliticas CD8" restringidas a HLA.

“HLA” es el completo de MHC humano, y “H-2” es el complejo de MHC de ratén. El complejo humano comprende
tres genes de cadena o de clase I, HLA-A, HLA-B, y HLA-C, y tres pares de genes de cadenas a y  de MHC clase
Il, HLA-DR, -DP, y -DQ. En muchos haplotipos, el agrupamiento de HLA-DR contiene un gen de cadena 3 extra cuyo
producto puede emparejarse con la cadena de DRa, y, de este modo, los tres conjuntos de genes dan lugar a cuatro
tipos de moléculas de MHC clase II. En el raton, los tres genes de cadena o de clase | son H-2-L, H-2-D, y H-2-K.
Los genes de MHC de clase Il de raton son H-2-A y H-2-E.

Es sabido en la técnica que existe diversidad genética entre los genes de HLA de diferentes individuos como
resultado tanto de antigenos de HLA polimérficos como de alelos de HLA distintos. En consecuencia, las formas de
realizacién de la invencién descritas en la presente memoria, pueden sustituir un antigeno de HLA polimorfico por
otro, o un alelo de HLA por otro. Los ejemplos de polimorfismos y alelos de HLA se pueden encontrar, por ejemplo,
en http://www.anthonynolan.org.uk/HIG/data.html y http://www.ebi.ac.uk/im-gt/hla, y en Genetic diversity of HLA:
Functional and Medical Implication, Dominique Charon (Ed.), EDK Medical and Scientific International Publisher, y
The HLA FactsBook, Steven G.E. Marsh, Peter Parham y Linda Barber, AP Academic Press, 2000.

Un gen “interrumpido” es el que se ha mutado usando recombinacién homéloga u otros enfoques conocidos en la
técnica. Un gen interrumpido puede ser un alelo hipomérfico del gen, o un alelo nulo del gen. Un experto en la
materia reconocera que el tipo de alelo a usar se puede seleccionar para cualquier contexto particular. En muchas
formas de realizacién de la invencién, se prefiere un alelo nulo.

“Recombinaciéon homodloga” es un enfoque general para dirigir mutaciones a una secuencia génica deseada,
preseleccionada, de una célula, a fin de producir un animal transgénico (Mansour, S. L. et al., Nature 336:348-352
(1988); Capecchi, M. R., Trends Genet. 5:70-76 (1989); Capecchi, M. R., Science 244:1288-1292 (1989); Capecchi,
M. R. et al., In: Current Communications in Molecular Biology, Capecchi, M. R. (ed.), Cold Spring Harbor Press, Cold
Spring Harbor, N.Y. (1989), pp. 45-52; Frohman, M. A. et al., Cell 56:145-147 (1989)).

Ahora es factible alterar deliberadamente cualquier gen en un ratén (Capecchi, M. R., Trends Genet. 5:70-76 (1989);
Frohman, M. A. et al., Cell 56:145-147 (1989)). La seleccion de dianas génicas implica el uso de técnicas de ADN
recombinante estandar para introducir una mutacion deseada en una secuencia de ADN clonada de un locus
escogido. Esa mutacion se transfiere entonces mediante recombinacion homoéloga al genoma de una célula madre
derivada de embrién (ES), pluripotente. Las células madre alteradas se microinyectan en blastocitos de ratén y se
incorporan en el embrién de ratdén en desarrollo para desarrollarse finalmente en animales quiméricos. En algunos
casos, las células de la extirpe germinal de los animales quiméricos derivaran de las células ES genéticamente
alteradas, y los genotipos mutantes se pueden transmitir a través de la reproduccion.

La seleccion de dianas génicas se ha usado para producir ratones quiméricos y transgénicos en los que se ha
insertado un gen nptll en el locus de la f2-microglobulina (Koller, B. H. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA.) 86:8932-
8935 (1989); Zijlstra, M. et al., Nature 342:435-438 (1989); Zijlstra, M. et al., Nature 344:742-746 (1989); DeChiaba
et al., Nature 345:78-80 (1990)). Experimentos similares han permitido la producciéon de animales quiméricos y
transgénicos que tienen un gen c-abl que se ha interrumpido mediante la inserciéon de un gen nptll (Schwartzberg, P.
L. et al., Science 246:799-803 (1989)). La técnica se ha usado para producir ratones quiméricos en los que el gen
en-2 se ha interrumpido por la insercion de un gen nptll (Joyner, A. L. et al., Nature 338:153-155 (1989)).

A fin de utilizar el método de “seleccién de dianas génicas”, el gen de interés se ha debido de clonar previamente, y
se han debido de determinar las fronteras de intron-exén. EI método da como resultado la insercion de un gen
marcador (por ejemplo un gen nptll) en una region traducida de un gen particular de interés. De este modo, el uso
del método de seleccién de dianas génicas da como resultado la destruccién masiva del gen de interés.

De forma significativa, el uso de la seleccion de dianas génicas para alterar un gen de una célula da como resultado
la formacién de una alteracion masiva en la secuencia de ese gen. La eficacia de la seleccidon de dianas génicas
depende de un numero de variables, y es diferente de un constructo a otro.

Las células del animal quimérico o transgénico de la presente invencion se preparar introduciendo una o mas

moléculas de ADN en una célula, que puede ser una célula pluripotente precursora, tal como una célula ES, o
equivalente (Robertson, E. J., In: Current Communications in Molecular Biology, Capecchi, M. R. (ed.), Cold Spring
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Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), pp. 39-44). El término “precursora” pretende significar solamente que
la célula pluripotente es un precursor para la célula pluripotente deseada (“cortada transversalmente”), que se
prepara segun las ensefianzas de la presente invencion. La célula pluripotente (precursora o transfectada) se puede
cultivar in vivo de una manera conocida en la técnica (Evans, M. J. et al., Nature 292:154-156 (1981)) para formar un
animal quimeérico o transgénico.

Se puede usar cualquier célula ES segun la presente invencion. Sin embargo, se prefiere aislar aislados primarios
de células ES. Tales aislados se pueden obtener directamente de embriones, tales como la extirpe celular CCE
descrita por Robertson, E. J., en: Current Communications in Molecular Biology, Capecchi, M. R. (ed.), Cold Spring
Harbor Press, Cold Spring Harbor, N.Y. (1989), p. 39-44), o del aislamiento clonal de células ES de la extirpe celular
CCE (Schwartzberg, P. A. et al., Science 246:799-803 (1989), cuya referencia se incorpora en la presente memoria
como referencia). Tal aislamiento clonal se puede lograr segun el método de E. J. Robertson (En: Teratocarcinomas
and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, (E. J. Robertson, Ed.), IRL Press, Oxford, 1987), cuya referencia y
método se incorporan en la presente memoria como referencia. El fin de tal propagacion clonal es obtener células
ES, que tienen una mayor eficacia para diferenciarse en un animal. Las células ES seleccionadas de forma clonal
son aproximadamente 10 veces mas eficaces produciendo animales transgénicos que la extirpe celular progenitora
CCE. Para los fines de los métodos de recombinacion de la presente invencion, la seleccién clonal no proporciona
ninguna ventaja.

Un ejemplo de extirpes celulares ES, que se han derivado de forma clonal a partir de embriones, son las extirpes
celulares ES AB1 (hprt*) o AB2.1 (hprt). Las células ES se cultivan preferentemente en células estromicas (tales
como células STO (especialmente células SNC4 STO) y/o células de fibroblastos embriénicas primarias) como se
describe por E. J. Robertson (En: Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, (E. J.
Robertson, Ed., IRL Press, Oxford, 1987, p. 71-112), cuya referencia se incorpora en la presente memoria como
referencia. Los métodos para la produccién y andlisis de ratones quiméricos estan descritos por Bradley, A. (En:
Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, (E. J. Robertson, Ed.), IRL Press, Oxford, 1987,
p. 113-151), cuya referencia se incorpora en la presente memoria como referencia. Las células estrémicas (y/o de
fibroblastos) sirven para eliminar el sobrecrecimiento clonal de células ES anormales. Lo mas preferible, las células
se cultivan en presencia del factor inhibidor de leucocitos (“lif”) (Gough, N. M. et al., Reprod. Fertil. Dev. 1:281-288
(1989); Yamamori, Y. et al., Science 246:1412-1416 (1989), las cuales se incorporan en la presente memoria como
referencia. Puesto que el gen que codifica lif se ha clonado (Gough, N. M. et al., Reprod. Fertil. Dev. 1:281-288
(1989)), se prefiere especialmente para transformar células estrémicas con este gen, por medios conocidos en la
técnica, y después cultivar las células ES en células estromicas transformadas que segregan lif en el medio de
cultivo.

Como se usa en la presente memoria, el término “transgén” se refiere a una secuencia de acido nucleico, que es
parcial o completamente heterdloga, es decir, extrafia, al animal transgénico o célula en el que se introduce, o es
homologa a un gen enddgeno del animal transgénico o célula en el que se introduce, pero que se disefia para ser
insertada, o es insertada, en el genoma del animal de tal manera para alterar el genoma de la célula en el que se
inserta (por ejemplo), se inserta en una localizacién que difiere de la del gen natural, o su inserciébn da como
resultado un desactivacion). Un transgén se puede enlazar operablemente a una o mas secuencias reguladoras
transcripcionales y a cualquier otro acido nucleico, tal como intrones, que pueda ser necesario para la expresion
6ptima de un acido nucleico seleccionado. Los transgenes ejemplares de la presente invencion codifican por ejemplo
un polipéptido de H-2. Otros transgenes ejemplares estan dirigidos a interrumpir uno o mas genes de HLA mediante
recombinacion homologa con secuencias gendémicas de un gen de HLA.

Un “transgén funcional” es el que produce un transcrito de ARNm, que a su vez produce una proteina procesada
apropiadamente en al menos una célula del ratdn que comprende el transgén. Un experto notara que el conjunto
diverso de elementos y secuencias reguladores transcripcionales conocidos que dirigen el procesamiento
posttranscripcional proporciona una libreria de opciones a partir de la cudl dirigir la expresion de un transgén en un
raton hospedante. En muchas formas de realizacion de la invencién, se puede preferir la expresion de un transgén
de HLA bajo el control de un elemento regulador el gen de H-2.

En algunas formas de realizacion, el transgén de HLA clase | es un transgén de HLA-A2, y el transgén de HLA clase
Il es un transgén de HLA-DR1. Un ejemplo de un transgén de HLA-A2 es el que comprende la secuencia de HLA-A2
proporcionada en SEC ID n®1 del listado de secuencias. Un ejemplo de un transgén de HLA-DR1 es el que
comprende las secuencias de HLA-DR1 proporcionadas en SEC ID n° 2 y 3 del listado de secuencias.

En una forma de realizacion, la invencion proporciona un raton transgénico que tiene genes enddgenos no funcional
de H2 clase | y clase Il, en el que el ratdn transgénico comprende un transgén funcional de HLA clase | y un
transgén funcional de HLA clase Il. En otras formas de realizacion, el raton tiene el genotipo HLA-A2*HLA-
DR1*B2m°IAB®, en el que el transgén de HLA-A2 comprende la secuencia proporcionada en el listado de secuencias
en SEC ID n® 1, y el transgén de HLA-DR1 comprende las secuencias proporcionadas en el listado de secuencias en
SECIDn%2y 3.

Se describen en la presente memoria células de raton transgénico aisladas. En algunos casos, la célula comprende
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un gen interrumpido de H2 clase |, un gen interrumpido de H2 clase Il, y un transgén funcional de HLA clase | o
clase Il. En otros, la célula comprende un gen interrumpido de H2 clase |, un gen interrumpido de H2 clase Il, un
transgén funcional HLA clase |, y un transgén funcional de HLA clase Il. El transgén de HLA clase | puede ser un
transgén de HLA-A2, y el transgén de HLA clase Il puede ser un transgén de HLA- DR1. En algunos casos, el
transgén de HLA-A2 comprende la secuencia de HLA-A2 proporcionada en el listado de secuencias, y el transgén
de HLA-DR1 comprende la secuencia de HLA-DR1 proporcionada en el listado de secuencias.

En una forma de realizacién, la invencion proporciona una célula de ratén transgénico aislada que tiene genes
enddgenos no funcionales de H2 clase | y clase Il, en la que la célula de ratén transgénico comprende un transgén
funcional de HLA clase | y un transgén funcional de HLA clase Il. Las células de ratén transgénico aisladas pueden
tener el genotipo HLA-A2"HLA-DR1*B2m°IAB°, en el que el transgén de HLA-A2 comprende la secuencia de HLA-A2
proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n® 1, y el transgén de HLA-DR1 comprende las secuencias de
HLA-DRT1 proporcionadas en el listado de secuencias en SEC IDn®2y 3.

Las células de ratén transgénico aisladas de la invencion pueden tener el genotipo de cualquier ratén de la
invencion. Sin embargo, el conjunto de genotipos de las células de ratdn transgénico aisladas de la invencion, y el
conjunto de genotipos de los ratones de la invencidon no necesariamente solapan de manera total.

Las células de ratén aisladas de la invencidon se pueden obtener a partir de un ratéon o un embrion de ratéon. En una
forma de realizacion, el ratén o embrion de raton tiene el mismo genotipo que la célula a obtener. En otra forma de
realizacioén, el ratén o embrién de raton tiene un genotipo diferente de la célula a obtener. Después de que la célula
se obtiene del ratén o embrion de ratdn, un gen de la célula se puede interrumpir, por ejemplo, mediante
recombinacion homdloga. Adicionalmente, se puede introducir un transgén funcional en el genoma de la célula, por
ejemplo mediante transfeccién. Un experto en la materia reconocera que se puede aplicar cualquier método
adecuado conocido en la técnica para modificar el genoma de la célula para obtener de ese modo una célula de
raton aislada que tiene el genotipo deseado.

Las células T desempenan un papel central en muchos aspectos de inmunidad adquirida, llevando a cabo una
variedad de funciones reguladoras y defensivas. Cuando algunas células T encuentran una célula infectada o
cancerosa, la reconocen como extrafa y responden actuando como células asesinas, exterminando las propias
células del hospedante como parte de la respuesta inmunitaria mediada por células. Otras células T, denominadas
células T auxiliares, responden a antigenos extrafios percibidos estimulando a las células B para producir
anticuerpos, o suprimiendo ciertos aspectos de la respuesta inmunitaria humoral o celular.

Las células T auxiliares (Th) orquestan mucha de la respuesta inmunitaria via la produccion de citocinas. Aunque
generalmente identificables como portadoras del marcador de superficie celular CD4, estas células se dividen
funcionalmente en subpoblaciones Th1 o Th2, segun el perfil de citocinas que producen y su efecto sobre otras
células del sistema inmunitario.

Las células Th1 detectan patégenos invasores o células hospedantes cancerosas mediante un sistema de
reconocimiento denominado como el receptor de antigenos de células T. Denominado inmunidad celular, los
procesos relacionados con Th1 implican generalmente la activacion de células no B, y se caracterizan
frecuentemente por la produccion de IFN-y. No obstante, aunque el sistema de Th1 es principalmente independiente
de la produccion de anticuerpos humorales, las citocinas de Th1 promueven el intercambio de clases de
inmunoglobulinas al isotipo 1gGgza.

Al detectar un antigeno extrano, la mayoria de las células Th1 maduras dirigen la liberaciéon de IL-2, IL-3, IFN-v,
TNF-B, GM-CSF, niveles elevados de TNF-o, MIP-10, MIP-1B, y RANTES. Estas citocinas promueven la
hipersensibilidad de tipo retrasada y la inmunidad mediada por células general. Por ejemplo, IL-2 es un factor de
crecimiento de células T que promueve la produccién de un clon de células T adicionales sensibles al antigeno
particular que se detect6 inicialmente. Las células T sensibilizadas se unen y atacan a células o patégenos que
contienen el antigeno.

Por el contrario, las células Th2 maduras tienden a promover la secrecién de IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-13,
GM-CSF, y niveles bajos de TNF-a.. Ademas, la respuesta de Th2 promueve la inmunidad humoral activando células
B, estimulando la produccion y secrecion de anticuerpos, e induciendo el intercambio de clases a los isotipos IgA,
IgG+ e IgE.

Como se usa en la presente memoria, un “antigeno” comprende: 1) al menos un epitopo de HTL, o 2) al menos un
epitopo de CTL, o 3) al menos un epitopo de célula B, o 4) al menos un epitopo de HTL y al menos un epitopo de
CTL, o 5) al menos un epitopo de HTL y al menos un epitopo de célula B, o 6) al menos un epitopo de CTL y al
menos un epitopo de célula B, o 7) al menos un epitopo de HTL y al menos un epitopo de CTL y al menos un
epitopo de célula B. Un “antigeno candidato” es una molécula que esta bajo investigacién para determinar si
funciona como un antigeno.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2381 109 T3

Una “respuesta inmunitaria humoral” es una inmunidad especifica mediada por anticuerpos.

Un “epitopo” es un sitio en un antigeno que es reconocido por el sistema inmunitario. Un epitopo de anticuerpo en
un sitio en un antigeno reconocido por un anticuerpo. Un epitopo de célula T es un sitio en un antigeno que se une a
una molécula de MHC. Un epitopo de TH es el que se une a una molécula de MHC clase Il. Un epitopo de CTL es el
que se une a una molécula de MHC clase |.

El antigeno puede comprender una secuencia polipeptidica o una secuencia polinucleotidica, que puede
comprender ARN, ADN, o ambos. En una forma de realizacién, el antigeno comprende al menos una secuencia
polinucleotidica que codifica operacionalmente uno o mas polipéptidos antigénicos. Usado en este contexto, la
palabra “comprende” pretende que se proporcione al menos un polipéptido antigénico mediante el aparato de
transcripcion y/o traduccién de una célula hospedante que actia sobre un polinucleétido exégeno que codifica al
menos un polipéptido antigénico, como se describe, por ejemplo, en la patente US n® 6.194.389 y 6.214.808.

Los antigenos de la invencion pueden ser cualquier molécula antigénica. Las moléculas antigénicas incluyen:
proteinas, lipoproteinas, y glucoproteinas, incluyendo proteinas viricas, bacterianas, parasitarias, de animal, y
fungicas, tales como albuminas, toxoide del tétano, toxoide de la difteria, toxoide de pertussis, proteinas de la
membrana externa bacteriana (incluyendo proteina de la membrana externa meningocécica), proteina RSV-F,
péptido derivado de la malaria, B-lactoglobulina B, aprotinina, ovoalbumina, lisozima, y antigenos asociados a
tumores, tales como antigeno carcinoembrionico (CEA), CA 15-3, CA 125, CA 19-9, antigeno especifico de la
prostata (PSA), y los complejos de TAA de la patente US n® 5.478.556, que se incorpora en la presente memoria
como referencia en su totalidad; hidratos de carbono, incluyendo polisacaridos de origen natural y sintéticos, y otros
polimeros tales como ficoll, dextrano, carboximetilcelulosa, agarosa, poliacrilamida y otras resinas acrilicas,
poli(lactida-co-glucolida), polialcohol vinilico, poliacetato de vinilo parcialmente hidrolizado, polivinilpirrolidona,
polisacaridos capsulares estreptococicos y neumocénicos del Grupo B (incluyendo tipo Ill), mucoexopolisacarido de
pseudomonas aeruginosa, y polisacaridos capsulares (incluyendo fisher tipo 1), y polisacaridos de Haemophilus
influenzae (incluyendo PRP); haptenos, y otros restos que comprenden moléculas de bajo peso molecular, tales
como TNP, sacaridos, oligosacaridos, polisacaridos, péptidos, toxinas, farmacos, productos quimicos, y alergenos; y
haptenos y antigenos derivados de bacterias, rickettsiae, hongos, virus, parasitos, incluyendo difteria, pertssis,
tétano, H. influenzae, S. pneumoniae, E. Coli, Klebsiella, S. aureus, S. epidermidis, N. meningiditis, polio, sarampion,
varicela, rubeola, virus sincitial respiratorio, rabia, Ebola, carbunco, listeria, hepatitis A, B, C, virus de
inmunodeficacia humano | y I, herpes simple tipos I y Il, CMV, EBV, varicela Zéster, malaria, tuberculosis, Candida
albicans, y otras candidas, Pneumocystis carinii, micoplasma, virus de la gripe A y B, adenovirus, estreptococo del
Grupo A, estreptococo del Grupo B, Pseudomonas aeruginosa, rinovirus, leishmania, parainfluenza, tipos 1, 2 y 3,
coronavirus, Salmonella, Shigella, Rotavirus, Toxoplasma, Enterovirus, y Chlamydia trachomatis y pneumoniae.

Como se usa en la presente memoria, una composicion farmacéutica o vacuna comprende al menos una
composicién inmunolégica, que se puede disolver, suspender o de otro modo asociar con un portador o vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Para la administraciéon de la composicion se puede emplear cualquier vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Los vehiculos farmacéuticos adecuados se describen en Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 182 edicion (A. Gennaro, ed., 1990), que se incorpora en la presente memoria como referencia en su
totalidad. Los vehiculos pueden ser liquidos estériles, tales como agua, polietilenglicol, dimetilsulféxido (DMSO),
aceites, incluyendo aceite de petrdleo, aceite animal, aceite vegetal, aceite de cacahuete, aceite de haba de soja,
aceite mineral, aceite de sésamo, y similares. Los vehiculos pueden estar en forma de neblinas, pulverizaciones,
polvos, ceras, cremas, supositorios, implantes, balsamos, ungilentos, parches, cataplasmas, peliculas o
preparaciones cosméticas.

La formulacién apropiada de la composicién farmacéutica o vacuna depende de la via de administracién escogida.
Por ejemplo, con administracion intravenosa mediante inyeccién de bolo o infusién continua, las composiciones son
preferentemente solubles en agua, y la disolucion salina es el vehiculo preferido. Para la administracion
transcutanea, intranasal, oral, gastrica, intravaginal, intrarrectal, u otra administraciéon transmucosal, se pueden
incluir en la formulacién agentes penetrantes apropiados a la barrera a permear, y son conocidos en la técnica. Para
la administracion oral, el ingrediente activo se puede combinar con vehiculos adecuados para la inclusion en
comprimidos, pastillas, grageas, capsulas, liquidos, geles, jarabes, lechadas, suspensiones, y similares. También
son aplicables los sistemas de suministro sensibles al tiempo para la administracion de las composiciones de la
invencion. Los sistemas representativos incluyen sistemas a base de polimeros, tales como poli(lactida-glucésido),
copolioxalatos, policaprolactonas, poliesteramidas, poliortoésteres, poliacido hidroxibutirico y polianhidridos. Estos y
polimeros similares se pueden formular en microcapsulas segun métodos conocidos en la técnica, por ejemplo como
se ensefa en la patente US n? 5.075.109. Los sistemas de suministro alternativos apropiados para la administracién
de los compuestos inmunoestimulares descritos de la invencion incluyen los descritos en las patentes US n°
6.194.389, n® 6.024.983, n° 5.817.637, n® 6.228.621, n° 5.804.212, n® 5.709.879, n® 5.703.055, n® 5.643.605,
n? 5.643.574, n® 5.580.563, n? 5.239.660, n® 5.204.253, n° 4.748.043, n® 4.667.014, n°® 4.452.775, n® 3.854.480, y
n? 3.832.252.

También se pueden emplear como vehiculos liquidos las disoluciones acuosas de dexitrosa y de glicerol,
particularmente para disoluciones inyectables o de aerosol. Para la administracion mediante aerosol, asi como
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mediante pulverizacion o nebulizador a presion, se pueden anadir propelentes adecuados como lo entienden los
expertos en la materia. La composicion inmunolégica también se puede formular con agentes solubilizantes;
emulsionantes; estabilizantes; dispersantes; saborizantes; adyuvantes; vehiculos; anestésicos tipicos, tales como
lidocaina, xilocaina, y similares; antibioticos; y compuestos antiviricos, antifingicos, antiparasitarios, o antitumorales
conocidos 0 sospechosos.

Un “adyuvante” es una composicién que promueve o potencia una respuesta inmunitaria frente a un antigeno diana.
El experto en la materia puede seleccionar un adyuvante apropiado para uso en la practica de la presente invencion
a la vista de la presente descripcion.

Se describen en la presente memoria métodos para tratar a un paciente que necesita de estimulacién inmunitaria
administrando una composicién que comprende uno o mas antigenos como se describe en la presente memoria.
Como se usa en la presente memoria, el tratamiento engloba métodos correctivos, de restauracién, de mejora, y
preventivos, relacionados con cualquier enfermedad, afeccién, anormalidad o sintoma. El tratamiento engloba
ademas la provocacion o supresion de una respuesta inmunitaria en un animal experimental o ex vivo.

De este modo, el tratamiento comprende administrar una cantidad inmunoestimulante de cualquiera de las
composiciones inmunoestimulantes de la invencion mediante cualquier método habitual para los expertos en la
materia, incluyendo habitualmente vias orales e intranasales, e inyecciones intravenosas, intramusculares, y
subcutaneas, pero englobando también la administracién intraperitoneal, intracorpérea, intraarticular, intraventricular,
intratecal, topica, tonsiliar, mucosal, transdérmica, intravaginal, y mediante sonda nasogastrica.

Como reconoce el experto, la eleccion de un método de administracion apropiado puede contribuir a la eficacia de
un tratamiento, y para algunas aplicaciones se puede preferir la administracién local. Las vias aceptables de
administracion local incluyen la inyecciéon subcuténea, intradérmica, intraperitoneal, intravitrea, la inhalaciéon o la
sonda nasogastrica, la administracion oral, intranasal, y la inyeccion directa en un tejido, 6rgano, articulacion, tumor,
0 masa celular predeterminado. Por ejemplo, la aplicacion mucosal o inyecciéon en ganglios linfaticos mucosales o
parches de Peyer puede promover una respuesta inmunitaria humoral con un intercambio de clase de IgA
sustancial. Como alternativa, la inyeccion dirigida en una lesion, foco, o sitio corporal afectado, puede ser aplicable
para el tratamiento de tumores sélidos, infecciones localizadas, u otros sitios que requieran la estimulacion
inmunitaria.

Como alternativa, las células del sistema inmunitario (por ejemplo, células T, células B, células NK, u
oligodendrocitos) se pueden retirar de un hospedante y se pueden tratar in vitro. Las células tratadas se pueden
cultivar después o reintroducir en un paciente (0 a un hospedante heterélogo) para proporcionar estimulacion
inmunitaria al paciente u hospedante. Por ejemplo, se pueden aspirar células de médula ésea de un paciente y se
pueden tratar con un HDR para estimular la inmunidad global o especifica. Entonces se puede usar radiacion de
dosis alta, o tratamientos comparables, para destruir las células inmunitarias que quedan en el paciente. Con el
reimplante, las células estimuladas autélogas restauraran la funcién inmunitaria normal en el paciente. Como
alternativa, las células NK 'y /o T aisladas de un paciente que padece cancer se pueden exponer in vitro a uno 0 mas
antigenos especificos para el cancer del paciente. Con el reimplante en el paciente, las células estimuladas
mediante el antigeno presentaran una respuesta inmunitaria celular vigorosa frente a las células cancerosas.

Una cantidad inmunoestimulante (eficaz) se refiere a la cantidad de vacuna que es capaz de estimular una
respuesta inmunitaria en un paciente, que es suficiente para prevenir, mejorar o de otro modo tratar una exposicion
patégena, alergia, o anormalidad o afeccion inmunoldgica. Una cantidad inmunoestimulante es la cantidad que
proporciona un incremento medible en una respuesta inmunitaria humoral o celular frente a al menos un epitopo del
antigeno en comparacion con la respuesta obtenida si el antigeno se administra al paciente sin tratamiento previo
con la vacuna. De este modo, por ejemplo, una cantidad inmunoestimulante se refiere a la cantidad de una
composicién que contiene antigeno que es capaz de promover la produccion de anticuerpos dirigidos contra un
epitopo antigénico de interés, o estimular un efecto protector detectable frente a una exposicion patogénica o
alergénica, o promover una respuesta de CTL protectora frente a un epitopo antigénico de interés.

El tratamiento con una cantidad inmunoestimulante de una composiciéon que contiene antigeno comprende efectuar
cualquier incremento directa, indirecta o estadisticamente observable o medible, u otro cambio deseado en la
respuesta inmunitaria en un hospedante, que incluye especificamente un hospedante de cultivo tisular ex vivo que
comprende al menos una célula del sistema inmunitario o extirpe celular derivada de ella. Las células hospedantes
pueden derivar de sangre periférica humana o animal, ganglios linfaticos o similares. Los hospedantes de cultivo
tisular preferidos incluyen células T recientemente aisladas, células B, macrofagos, oligodendrocitos, células NK, y
monocitos, cada uno de los cuéles se puede aislar o purificar usando técnicas estandar. Las respuestas observables
o medibles incluyen proliferacién o actividad de células B o T; secrecion aumentada de anticuerpos; intercambio
isotipico, liberacion incrementada de citocinas, particularmente la liberacion incrementada de uno o mas de IL-1, IL-
2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12, IL-13, GM-CSF, IFN-y, TNF-a, TNF-B, GM-CSF, MIP-1a, MIP-1B, o
RANTES; titulo o avidez incrementada de anticuerpos frente a un antigeno especifico; tasas de morbimortalidad
reducidas asociadas con una infeccién patdégena; promocion, induccién, mantenimiento o refuerzo de la latencia
virica; supresion o de otro modo mejora del crecimiento, metéstasis, o efectos de tumores malignos y no malignos; y
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provision de proteccion profilactica de una enfermedad o los efectos de una enfermedad.

Cuando se desea la supresion de una respuesta inmunolégica, por ejemplo en el tratamiento de enfermedad
autoinmunitaria o alergia, una cantidad eficaz también engloba la cantidad suficiente para efectuar una disminucién
medible u observable en una respuesta asociada con la afeccién o patologia a tratar.

La cantidad de una composicion que contiene antigeno a administrar, y la frecuencia de administracion, se puede
determinar empiricamente, y tendra en cuenta la edad y tamano del paciente a tratar, y la afeccién o enfermedad a
resolver. Una dosis apropiada esta en el intervalo de 0,01 ug a 100 ug por inéculo, pero también estan indicadas
cantidades mas elevadas y mas bajas. Se pueden administrar inmunizaciones de recuerdo secundarias, a intervalos
que oscilan desde una semana hasta muchos meses mas tarde.

Ejemplos

Las siguientes técnicas y reactivos experimentales se usaron para demostrar ciertas formas de realizacién no
limitantes de la invencién.

Ratones transgénicos

Los ratones KO de H-2 clase Il (IA ,6” 9 transgénicos de HLA-DR1 se obtuvieron en el Institut Pasteur de Lille
cruzando ratones transgénicos de HLA-DR1 (Altmann, D.M. et al., J Exp Med 181, 867-875 (1995)) con ratones KO
de H-2 clase I (IA,B"‘) (Rohrlich, P.S. et al., Int Immunol 15, 765-772 (2003)). Se crearon ratones transgénicos de
HLA-A2.1, que expresan una monocadena quimérica (molécula de HHD: dominio a1-02 de HLA-A2.1, dominio a3 a
dominios citoplasmicos de H-2 D°, enlazados en su término N al término C de B2n humana por un ligador peptidico
de 15 aminoacidos) (Pascolo, S. et al., J Exp Med 185, 2043-2051 (1997)). Se intercruzaron ratones de KO de H-2
clase | transgénicos de HLA-A2.1 (HHD) y KO de H-2 clase I (/Aﬁ’b 9 transgénicos de HLA-DR1, y las progenies se
seleccionaron hasta que se obtuvieron animales KO de H-2 clase | (32m°/clase Il (IAf’) doblemente transgénicos de
HLA-A2.1*"/HLA-DR1*", y se usaron para los experimentos descritos en la presente memoria. Como controles en los
ensayos de proteccion, se usaron ratones KO de H-2 clase | (f2M%clase Il (IA5°) monotransgénicos de HLA-A2.1*".
Los ratones se criaron en las instalaciones de animales en el Institut Pasteur, Paris; todos los protocolos se
revisaron por la autoridad competente del Institut Pasteur, para el cumplimiento con las regulaciones francesas y
europeas sobre bienestar animal y con las recomendaciones del Servicio Publico de Salud.

Genotipado

Los transgenes de HLA-DRB1*0101, HLA-DRA*0101 y HLA-A*0201 se detectaron mediante PCR. El tail-DNA se
extrajo tras la incubacién durante toda la noche a 56°C en NaCl 100 mM, Tris-HCI 50 mM pH 7,2, EDTA 100 mM,
1% de SDS y 0,5 mg/ml de proteinasa K, seguido de la adicion de 250 ul de disoluciéon saturada de NaCl y
precipitacion con isopropanol. Las muestras se lavaron (3x) en etanol al 70% y se resuspendieron en 150 pl de Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8. Las condiciones de PCR fueron: 1,5 mM de MgClz, 1,25 U de Taq polimerasa,
tampon suministrado por el fabricante (InVitrogen, Carlsbad, CA), 1 ciclo (7 min, 94°C), 40 ciclos (30 segundos,
94°C; 30 segundos, 60°C; 1 min, 72°C), 1 ciclo (4 min, 72°C), usando como cebadores directos e inversos, para
HHD: 5 CAT TGA GAC AGA GCG CTT GGC ACA GAAGCA G 3 y 5 GGA TGA CGT GAG TAA ACC TGA ATC
TTT GGA GTA CGC 3, para HLA-DR81*0101: 5 TTC TTC AAC GGG ACG GAG CGG GTG 3 y 5 CTG CAC TGT
GAA GCT CTC ACC AAC 3, y para HLA-DRA*0101: 5 CTC CAA GCC CTC TCC CAG AG 3 y 5 ATG TGC CTT
ACA GAG GCC CC 3.

Analisis de FACS

Se llevaron a cabo estudios de citofluorimetria sobre esplenocitos purificados mediante Lympholyte M (Tebu-bio, Le
Perray en Yvelines, Francia), sin glébulos rojos, usando m.Ab W6/32 conjugado con FITC (anti-HLA-ABC, Sigma, St
Louis, MO) y anti-28-8-6S biotinilado (anti-H-2 KD, BD Biosciences, San Diego, CA). Los linfocitos T CD4" y CD8*
se tifieron usando m.Ab anti-CD4 de raton CT-CD4 marcado con PE (CALTAG, South San Francisco, CA) y anti-
CD8 de ratén 53-6.7 marcado con FITC (BD Biosciences). El andlisis de la expresion de las moléculas de MHC
clase Il se llevo a cabo en linfocitos B B220* seleccionados positivamente en columnas de MS (Miltenyi Biotec,
Bergisch Gladbach, Alemania). Tras la saturacion de los receptores Fc con m.Ab 2.4G2, se analizé la expresion de
HLA-DR1y H-2 IA° usando m.Ab L243 marcado con FIT (anti-HLA-DR) y AF6-120.1 marcado con PE (anti-H-2 IABb)
(BD Biosciences). Las células fijadas en paraformaldehido se analizaron con un aparato FACSCalibur (Becton
Dickinson, Bedford, MA).

Analisis inmunoscépicos
Las células T CD4" y CD8" de ratones sin tratamiento se seleccionaron positivamente en Auto-Macs (Miltenyi

Biotec), el ARN se prepar6 usando el RNA Easy Kit (Qiagen, Hilden, Alemania), y se usé para la sintesis de ADNc.
El ADNc se amplific6 mediante PCR usando cebadores directos especificos para cada familia de segmentos BV, y
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un cebador inverso compartido por los dos segmentos de BC. Los productos de la PCR se sometieron a un
alargamiento de recorrido con un cebador marcado con BC FAM interno. Los productos del alargamiento se
cargaron en un gel de 6% de acrilamida/urea 8M para la separacién (7h, 35W) con un secuenciador 373A DNA
(Perkin Elmer Applied Biosystem, Foster City, CA). Los datos se analizaron usando software inmunoscopico
(Pannetier, C. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 90, 4319-4323 (1993)).

Péptidos

Los peptldos de unién a HLA-A2 HBsAQs4s-357 GLSPTVWLSV y HBsAQ335-343 WLSLLVPFV, el péptido de unién a H-
2K° HBSA9371 378 ILSPFLPL, el péptido de uniéon a HLA-DR1 HBsAQ1so-195 QAGFFLLTRILTIPQS, el péptido de unién
a H-2 IA® HBsAg126.13s RGLYFPAGGSSSG vy el péptido HBsAg109.13s MQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYF- PAGG, se
sintetizaron mediante Neosystem (Strasbourg, Francia), y se disolvieron en PBS-10% de DMSO a una concentracion
de 1 mg/ml. La numeracién de la secuencia de aminoacidos de los péptidos comienza desde la primera metionina
del dominio preS1 del subtipo ayw de HBV.

Inmunizacién con ADN que codifica las proteinas S2-S de HBV

El vector plasmidico pCMV-S2.S (Michel, M.L, et al., Proc Natl Acad Sci U S A 92, 5307-5311 (1995)), que codifica
los antigenos de superficie preS2 y S HBV expresados bajo el control del promotor génico temprano inmediato de
CMV humano, se purifico en columnas de Plasmid Giga Kit en condiciones libres de endotoxina (Qiagen). Los
ratones anestesiados se inyectaron (50 pug en cada lado) en los musculos de la tibia anterior que se regeneran,
como se describe previamente (Davis, H.L., Michel, M.L. y Whalen, R.G., Hum Mol Genet 2, 1847-1851 (1993)).

Ensayo de proliferacion de células T

Doce dias después de la uItlma inmunizacién, los esplenocitos purificados con Ficoll, sin glébulos rojos (5.10°
células/matraz de cultivo 25 cm? (Techno Plastic Products (TPP), Trasadingen, Suiza)) se cultivaron con blastos de
LPS pulsados con péptidos (20 ug/ml), irradiados con y (180Gy) (5. 10° celulas/matra de cultivo) en medio RPMI
suplementado con 10% de FCS, 10 mM de HEPES, 1 mM de pirovato de sodio, 5 x 10° M de 2-mercaptoetanol, 100
Ul/ml de penicilina y 100 pg de estreptomicina como se describe (Loirat, D., Lemonnier, F.A. y Michel, M.L., J
Immunol 165, 4748 4755 (2000)). En el séptimo dia, para los ensayos de proln‘eracnon las células se colocaron en
placas (5 x 10° celulas/pocnlo de microplacas de 96 pocillos de fondo plano, (TPP)) con blastos de LPS irradiados
pulsados con péptido (2 x 10° células/pocillo) durante 72 h en medlo RPMI completo suplementado con 3% de FCS.
Las células expulsaron durante las 16 h finales con 1 pCi de (*H)-timidina por pocillo antes de ser cosechadas en
filtros con un colector TOMTEGC (Perkin Elmer Applied Biosystem), y la radioactividad incorporada se midié en un
contador micro- (Perkin Elmer Applied Biosystem). Los resultados se dan como indice de estimulacion (Sl) = cpm
con péptido especifico/cpm con péptido irrelevante.

Medida de la actividad de CTL

Los ensayos de citotoxocidad se llevaron a cabo en las mlsmas poblaciones de esplenomtos inmunes como los
ensayos de proliferacion. Las células respondedoras (5.10° células/matraz de cultivo de 25 cm?®, TPP) y los blastos
de LPS pulsados con péptido estimuladores (20 ug/ml), irradiados con v (180 Gy) (5. 10° celulas/matraz de cultivo) se
cocultivaron durante 7 dias en el mismo medio RPMI suplementado que para los ensayos de proliferaciéon. La
actividad citolitica se ensayd en un ensayo estandar de 4 h con *Cr frente a células diana de RMA-S HHD pulsadas
con 10 pg/ml de los péptidos experimentales o de control. La lisis especifica en %, se calcul6é en duplicados, segun:
[liberacion experimental-espontaneal/[liberacién maxima-espontanea] x 100, restando la lisis no especifica
observada con el péptido de control.

Medida de la produccién de anticuerpos in vivo

En diversos momentos antes y después de la inyeccién de ADN, se recogié sangre de los ratones mediante puncion
retrobulbar con pipetas de vidrio heparinizadas, y los sueros recuperados mediante centrifugacion se ensayaron
para determinar anti-HBs y anti-preS2 mediante ELISA especifico. Como fase sélida, se usaron particulas
recombinantes purificadas que contienen proteina S pequefia de HBV (1 ug/ml) o péptido sintético preS2 (120-145)
(1 ug/ml). Después del bloqueo con PBST (PBS que contiene 0,1% de Tween 20) suplementado con 10% de FCS,
se afadieron diluciones en serie. Después del intenso lavado, los anticuerpos unidos se detectaron con anti-IgG de
raton (IgG total) marcado con peroxidasa de rdbano picante (Amersham, Little Chalfont, UK). Los titulos de
anticuerpos se determinaron mediante el método de dilucion de punto final en serie. Los sueros de raton se
ensayaron individualmente, y los titulos fueron la media de al menos tres determinaciones. Las diluciones séricas
por debajo de 1/100 se consideraron negativas.

Titulacion de anticuerpos

Los sueros de ratones inmunizados se ensayaron individualmente mediante ELISA (Michel, M.L. et al., Proc Natl
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Acad Sci U S A 92, 5307-5311 (1995)) en proteinas medias y pequefias de HBV purificadas o péptido HBS109-134
sintético preS2. Después de bloquear con PBS 1x suplementado con 0,1% de Tween 20, 10% de FCS y lavados (x
3), los anticuerpos unidos se detectaron con anti-lgG de raton marcado con peroxidasa de rabano picante
(Amersham, Little Chalfont, UK). Los titulos de anticuerpos (medias de al menos 3 determinaciones) se determinaron
mediante el método de dilucion de punto final en serie. Los titulos por debajo de 1/100 se consideraron negativos.

Exposicion a las vacunas y ensayo de placas

Los ratones inyectados con ADN se expusieron intraperitonealmente 12 dias después de la dltima inyeccion con 10’
PFU de virus de la vacuna recombinante (cepa Western Reserve) que expresa HbsAg (Smith, G.L., Mackett, M. y
Moss, B., Nature 302, 490-495 (1983)) o la proteina HBx (Schek, N., Bartenschlager, R., Kuhn, C. y Schaller, H.,
Oncogene 6, 1735-1744. (1991)) proporcionados amablemente, de forma respectiva, por Dr B. Moss y Dr H.Schaller.
Cuatro dias mas tarde, los ovarios se ensayaron para determinar los titulos de rVV mediante ensayo de placas en
células BHK 21 (Buller, R.M. y Wallace, G.D., Lab Anim Sci 35, 473-476 (1985).

Ejemplo 1: Expresion de superficie celular de moléculas de MHC

La expresion de superficie celular de las moléculas de HLA-A2.1, H-2 Kb/Db, HLA-DR1, y H-2 IA® se evalué en
esplenocitos mediante citometria de flujo. Como se ilustra en la figura 1a, se observ6 un nivel similar de expresion
de HLA-A2.1 en ratones KO de H-2 clase I/clase Il, transgénicos de HLA-A2. 1/HLA DR1y ratones KO de H-2 clase
I, transgénicos de HLA-A2.1, mientras que HLA-A2.1 estaba ausente, y H-2 K °/D° se expreso excluswamente en
ratones KO de H-2 clase II, transgénicos de HLA-DR1. La expresién de superficie celular de HLA-DR1 y H-2 IA® se
midi6 en células B enriquecidas con B220*. Como se muestra en la figura 1b, se observé un nivel similar de
expresion de HLA-DR1 en ratones KO de H-2 clase I/clase Il, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1, y en ratones KO
de H-2 clase I, transgénicos de HLA-DR1, mientras que no se detectd ninguna expresiéon en ratones KO de H-2
clase I, transgénicos de HLA-A2.1. La expresién de superficie celular de las moléculas trangénicas (especialmente
HLA-DR1) fue sin embargo menor que la expresién de las moléculas enddgenas de H2 clase | y clase Il

Ejemplo 2: Células T CD4* y CD8* periféricas

Los nimeros de células T esplénicas CD4" y CD8" se determinaron mediante inmunotincion y analisis de citometria
de flujo como se ilustra en la figura 2a.

Las células T CD4" representaron el 13-14% de la poblacion de esplenocitos tanto en ratones KO de H-2 clase
I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1, como en ratones KO de H-2 clase Il transgénicos de HLA-DR1. Por
el contrario, sélo el 2-3% de las células fueron CD4" en ratones KO de H-2 clase Il (datos no mostrados), de acuerdo
con el informe inicial sobre ratones que carecen de moléculas de MHC clase Il (Cosgrove, D. et al., Cell 66, 1051-
1066 (1991)). Como era de esperar, la expresién de las moléculas de HLA-A2.1 transgénicas condujo a un
incremento en el tamafio de la poblacion de células T CD8" periféricas, que alcanzd 2-3% de los esplenocitos totales
tanto en ratones KO de H-2 clase I/clase Il, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1, como en ratones KO de H-2 clase
I, transgénicos de HLA-A2.1, en comparacion con 0,6-1% en los ratones deficaces en MHC clase | KO de g2
microglobulina (f2m) (Pascolo, S. et al., J Exp Med 185, 2043-2051 (1997)).

Los resultados presentados en los Ejemplos 1 y 2 muestran que:

(1) En los ratones HLA A2+HLA-DR1+B2m°IAB°, la expresion de moléculas de HLA-A2, la ausencia de expresion de
moléculas H2-K°, el numero de linfocitos T periféricos CD8" y la diversidad del repertorio T CD8" son
generalmente comparables al raton HLA-A2°B2m®;

(2) En el raton HLA- A2 HLA-DR1*B2m°IAB®, la expresion de moléculas de HLA-DR1, la ausencia de expresion de
moléculas H2-IA°, el nimero de linfocitos T CD4*, y la diversidad del repertorio de CT4" son generalmente
comparables al raton HLA-DR17IAB®; y

(3) El raton HLA-A2'HLA-DR1"B2m°lAB° tiene todas las ventajas caracteristicas encontradas en ratones HLA-
A2+B2m*, y los ratones HLA-DR1+IAB°.

Ejemplo 3: Uso del segmento de BV TCR

Puesto que la presencia de una Unica molécula de MHC clase | y una Unica molécula de MHC clase |l podria
disminuir el tamano y diversidad del repertorio de TCR, se estudié la expresion de las diversas familias de BV y la
diversidad de la longitud de CDR3 como se describe previamente (Cochet, M. et al., Eur J Immunol 22, 2639-2647
(1992)) mediante la técnica inmunoscépica a base de RT-PCR, en células T CD4" o CD8" esplénicas purificadas. Se
observaron picos de magnitud significativa con una distribucion parecida a la Gausiana para la mayoria de las
familias de BV (15 de las 20 analizadas) tanto en poblaciones de CD8" (figura 2b) como CD4" (figura 2¢) de células
T. Tales perfiles observados en linfocitos T periféricos son tipicos de segmentos de BV reordenados funcionalmente
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con una variaciéon de longitud de tres nucleétidos de las subregiones de CDR3 desde un pico al siguiente (Cochet,
M. et al., Eur J Immunol 22, 2639-2647 (1992)).

La ausencia de expansion (o perfil profundamente alterado) como se observa para BV 5.3 y 17 fue esperada puesto
que estos dos segmentos de BV son pseudogenes en ratones C57BL/6 (Wade, T., Bill, J., Marrack, P.C., Palmer, E.
y Kappler, JW., J Immunol 141, 2165-2167 (1988)); Chou, H.S. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 84, 1992-1996
(1987). Sin embargo, los perfiles alterados observados para los segmentos de BV 5.1, 5.2 y 11 fueron debidos a una
pequefia subpoblacion de células T que expresan BV correspondientes (representan menos de 5% en ratones
C57BUSG, y alrededor de 2% en ratones KO de H-2 clase Il transgénicos de HLA-DR1) (datos no mostrados).
Excepto en estos casos, las células T tanto CD4* como CD8* en ratones KO de H-2 clase I/clase II, transgénicos de
HLA-A2.1/HLA-DRf1, presentan, respectivamente, un patron de uso de la cadena de BV de TCR y una diversidad de
CDR3 que es similar a la de los ratones C57BL/6 no transgénicos.

Ejemplo 4: Caracterizacion funcional

Se analizaron ratones HLA-A2"HLA-DR1°B2m°IAB° inmunizados con Ag HBs (proteina de cubierta de hepatitis B).
La figura 5 muestra la respuesta humoral especifica, como se indica mediante la produccion de anticuerpos de HBs
S2. La figura 6 muestra la respuesta de proliferacion de CD4" restringida a DR1 especifica de HBss4s.357. ¥ la figura 7
muestra la respuesta de T citolitica CD8" restringida a HLA-A2 especifica de la HBs345.357 0 HBS335.343.

Estos resultados muestran que el raton HLA-A2"HLA-DR1"B2m AR ° permite el andlisis simultaneo de la respuesta
humoral especifica, de la respuesta restringida a HLA-DR1 especifica de Ag de células T auxiliares CD4", y de la
respuesta citolitica de células T CD8" restringidas a HLA-A2 especificas de Ag en un individuo inmunizado.

En las siguientes Tablas 1-3 se proporcionan datos adicionales obtenidos de estos ratones.

Tabla 1. Respuestas proliferativas de T CD4+ frente a epitopos de HLA-DR1 de la cubierta del virus HBV a partir de
ratones transgénicos de HLA-A2+DR1+H-2 CI-Cll inyectados con PCMV S2-S.

posicion  Secuencia de aminoacidos Raton respondedor/ensayado  indice de estimulacion
109-134 MQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGG (12/12) 3-4
200-214 TSLNFLGGTTVCLGQ (6/12) 3-4
16/31 QAGFFLLTRILTIPQS (12/12) 3-6
337/357 SLLVPFVQWFVGLSPTVWLSV (5/12) 4-5

Tabla 2. Respuesta citolitica a ratones transgénicos de HLA-A2+DR1+H-2 CI-Cll inyectados con pcmv S2-S

posicion Secuencia de aminoacidos Raton respondedor/ensayado  Lisis maxima

348-357 GLSPTVWLS (12/12) 20-70%
335-343 WLSLLVPVF (4/12) 30%
Tabla 3. Respuesta de anticuerpos anti-PreS2 de ratones transgénicos de HLA-A2+DR1+H-2 CI-Cll inyectados con
pcmv S2-S
posicion Secuencia de aminoacidos Raton respondedor/ensayado
preS2 MQWNSTTFHQTLQDPRVRGLYFPAGG (9/112)

Ejemplo 5: Respuesta inmunitaria a la vacuna de HbsAg-ADN

Para evaluar el potencial inmunolégico de ratones KO de H-2 clase I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1-/HLA-DR1,
y comparar sus respuestas humorales, de células CD4" y CD8" con las de humanos, se inmunizaron ratones con un
plasmido de HbsAg-ADN. Este plasmido codifica dos proteinas de cubierta del virus de la hepatitis B (preS2/S media
y S/pequena) que se autoensamblan en particulas que poseen el antigeno de superficie de la hepatitis B. La vacuna
usada actualmente frente a la hepatitis B comprende estas dos proteinas.

Como se ilustra en la figura 3a para un raton representativo, los anticuerpos especificos de HBsAg se detectaron por
primera vez en el dia 12 tras la inyeccion de la vacuna de HBsAg-ADN (figura 3a, panel superior), y el titulo de estos
anticuerpos aumento hasta el dia 24 (12 dias después de la segunda inmunizacién de ADN; datos no mostrados).
Esta respuesta de anticuerpos temprana fue especifica para el epitopo de células preS2-B (HBs1¢9-134) portado por la
proteina de cubierta de HBV media, y para particulas de HBsAg, de acuerdo con una respuesta similar dada a
conocer en ratones inmunizados con HBsAg-ADN (Michel, M.L. et al., Proc Natl Acad Sci U S A 92, 5307-5311
(1995)) y en seres humanos vacunados con HBsAg (Moulia-Pelat, J.P. et al., Vaccine 12, 499-502 (1994)).

La respuesta de CTL y CD8" frente a HBsAg se examind si las células y CD8" en la periferia de los ratones de KO

de H-2 clase I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR9, estaban funcionalmente restringidas por las moléculas
de clase | humanas transgénicas. En seres humanos HLA-A2.1" infectados con HBV, la respuesta de CTL especifica
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de HBsAg restringida a HLA-A2.1 inmunodominante esta dirigida al HBsAQsss3sz (Maini, M.K. et al,
Gastroenterology 117, 1386-1396 (1999)) y al HBsAgsss.a43 (Nayersina, R. et al., J Immunol 150, 4659-4671 (1993))
(es decir, se observa una respuesta multiepitépica). En ratones C57BUS, la respuesta de CTL especifica de HBsAg
restringida a H-2 K® esta dirigida al péptido HBsAgs71-37s (Schirmbeck, R., Wild, J. y Reimann, J., Eur J Immunol 28,
4149-4161 (1998)). Para evaluar si el ratén humanizado puede responder como seres humanos se volvieron a
estimular células T esplénicas durante 7 dias, como se describe en la presente memoria, con el péptido relevante
(HBsAQaas.357, HLA-A2.1) o de control (HBsAgs71-37s, restringido a H-2 K®; MAGE-3271.279, restringido a HLA-A2.1). La
figura 3a (panel central) muestra que la inmunizacién con HBsAg- ADN provocd una potente respuesta de CTL
especifica de HBsAgaas-357, pero ninguna respuesta al péptido HBsAgsr1-37s 0 el péptido MAGE-3271.270.

Para determinar si las células T CD4" en la periferia de este ratén de KO de H-2 clase I/clase I, transgénico de HLA-
A2.1/HLA-DR1 pueden estar funcionalmente restringidas por las moléculas de clase Il humanas transgénicas, se
examind la respuestas de células T CD4" a la proteina HBsAg. En seres humanos HLA-DR1" vacunados con HBsAg
o infectados con HBV, una respuesta de célula T CD4" especifica de HBsAg restringida a HLA-DR1
inmunodominante esta dirigida al péptido HBsAg1so-195 (Mm, W P. et al., Hum Immunol 46, 93-99 (1996)). En ratones
C57BUSG, la respuesta de célula T CD4" restringida a H-2 IA° especifica de HbsAg esté dirigida al péptido HBsAg12s-
138 (Milich, D.R., Semin Liver Dis 11, 93-112(1991)). Para comparar el raton humanizado con los ratones de tipo
salvaje y con seres humanos, se volvieron a estimular in vitro células T esplenlcas o los péptidos relevantes
(HBsAg1so-195, restringido a HLA-DR1) o de control (HBsAg126-13s, restringido a H-2 IA®: HIV 1 Gagoss-27s, restringido a
HLA-DR1). La figura 3a (panel inferior) muestra una fuerte respuesta proliferativa dlrlglda contra el péptido HBsAg1so-
195 restringido a HLA-DR1, mientras que el péptido restringido a H-2 IA° no fue eficaz estimulando una respuesta,
como era de esperar. De forma similar no se indujo ninguna respuesta por el péptido HIV 1 Gagges-27s. Ademas, un
recuerdo in vitro adicional con el péptido HBsAg1so-195 aumentd varias veces el indice proliferativo especifico (datos
no mostrados).

Habiendo documentado en un primer raton KO de H-2 clase I/clase Il transgénico de HLA-A2.1/HLA-DR1
inmunizado con HBsAg-DNA el desarrollo y la especificidad de las respuestas de anticuerpos especificos de HBsAg,
de células T proliferativas y citoliticas, también se ensayaron individualmente para las mismas tres respuestas 6
ratones KO de H-2 clase I/clase Il transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1 inmunizados con HBsAg-DNA adicionales y
6 ratones de control sin tratamiento. Como se ilustra en la figura 3b, las tres respuestas se documentaron
simultaneamente en los 6 animales inmunizados ensayados, y no en los ratones sin tratamiento del control. De
forma interesante, dos ratones inmunizados fueron capaces de desarrollar respuestas de CTL frente a los péptidos
restringidos a HLA-A2.1 tanto de HBsAQs4s.357 como HBsAQsss.343 (figura 3b, panel central).

Ejemplo 6: Ensayos de proteccion

Los ejemplos anteriores documentan la induccién de respuestas humorales especificas de HbsAg y respuestas de
células T CD4" y CD8" en ratones KO de H-2 clase I/clase I, transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DR1, y muestran que
estan dirigidos a los mismos epitopos inmunodominantes como los de los seres humanos infectados de forma
natural o vacunados con HBsAg. Este ejemplo ensay6 si estas respuestas conferian proteccion a animales
vacunados. Puesto que los ratones no son permisivos a HBV, para estos experimentos se usé un virus de la vacuna
recombinante de HBsAg (rVV-HBsAg). Los ratones se inmunizaron dos veces intramuscularmente con 100 ug de
HBsAg-DNA. Doce dias después de la Gltima inmunizacion, los ratones se expusieron intraperitonealmente a 10’
PFU de rVV-HBsAg. Cuatro dias mas tarde, se determinaron los titulos del virus segun los métodos publicados, y se
registraron como rVV PFU/ovario (Buller, R.M. y Wallace, G.D., Lab Anim Sci 35, 473-476 (1985)).

Los resultados se ilustran en la figura 4. Los animales sin tratamiento que no habian sido inmunizados con HBsAg-
DNA mostraron signos de replicacion de rVV-HBsAg después de la exposicion. Por el contrario, los titulos del virus
en ratones inmunizados con HBsAg-DNA fueron més de 4 6rdenes de magnitud inferiores. Estos resultados
sugieren fuertemente que la vacunacion con HBsAg-DNA indujo respuestas inmunitarias especificas de HBsAg
protectoras que controlaron la infeccion con rVV-HBsAg.

La especificidad de la proteccion conferida mediante la vacunacion con HBsAg-DNA se documentd exponiendo a
ratones inmunizados con HBsAg- DNA con otra VV recombinante de HBx (que codifica la proteina de la hepatitis B
x). No se observo reduccion de la replicacion de rVV-HBx en ratones inmunizados con HBsAg-DNA en comparacion
con controles no inmunizados.

Ejemplo 7: Las células T CD4" restringidas a HLA-DR1 son criticas para respuestas de anticuerpos y de CTL,
y para la proteccion frente a infeccion virica.

Para evaluar si los linfocitos T auxiliares restringidos a HLA-DR1 contribuyen a las respuestas de anticuerpos y de
CTL en los ratones inmunizados, se compar6 la respuesta inmunitaria y la eficacia de la infeccion virica en ratones
KO de H-2 clase I/clase I, monotransgénicos (HLA-A2.1) y bitransgénicos (HLA-A2.1/HLA-DRT). Como se muestra
en la Tabla 4, se observéd una respuesta de CTL especifica de HBsAgass-357 potente en ratones KO de H-2 clase
I/clase I, doblemente transgénicos de HLA-A2.1/HLA-DRT1, pero no en ratones de KO de H-2 clase I/clase Il
monotransgénicos de HLA-A2.1. Ademas, no se pudieron detectar anticuerpos anti-HBs en ratones de KO de H-2
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clase I/clase Il monotransgénicos de HLA-A2.1 vacunados con HBsAg-DNA. Como consecuencia, los ratones KO de
H-2 clase I/clase Il monotransgénicos de HLA-AZ2.1 inmunizados con HBsAg-DNA no se protegieron frente a la
infeccion por rVV-HBsAg.

5 Tabla 4. Respuestas de anticuerpos, citolitica y proliferativa de ratones inmunizados con HBsAg-DNA, y proteccion
frente a la exposicion a rVV-HBsAg

Raton Lisis especifica (%) Proliferacion (Sl) 179-194 Titulo de anticuerpos rVV-HBsAg
348-357 335-343 PFU/ovario (log10)
A 1 0 0 1 0 2,5.10°
2 0 0 1 0 2,5.10°
3 0 0 1 0 108
4 0 0 1 0 2,5.10°8
5 0 0 1 0 108
6 0 0 1 0 1,5.10°8
B 1 30 15 47 2000 10*
2 14 0 3,9 3000 3.10°
3 30 11 4 7500 4113
4 5 0 2,5 6500 7,5.10°
5 50 30 6,3 13000 7,5.10%
6 40 18 4 16000 5.10°
7 6 7 2,9 1500 2.10*
8 5 5 3 2500 1,5.10*
9 24 36 45 3000 <10?
10 23 14 5 15000 5.10°
c 1 0 0 1 0 108
2 0 0 1 0 2.10®
3 0 0 1 0 1,5.10°
4 0 0 1 0 108
5 0 0 1 0 2,5.10°8
6 0 0 1 0 108

Ratones KO de H-2 clase I/clase Il doblemente transgénicos de HLA-A2.1-/HLA-DR1 sin tratamiento (A 1-6), ratones

10 KO de H-2 clase I/clase Il doblemente transgénicos de HLA-A2.9/HLA-DR1 inmunizados con HBsAg-DNA (B 1-10) y
ratones KO de H-2 clase Il/clase Il monotransgénicos de HLA-A2.1 inmunizados con HBsAg-DNA (C 1-6) se
sometieron a exposiciéon intraperitoneal con 10’ PFU de rVV-HBsAg. Cuatro dias mas tarde, se evaluaron
individualmente las respuestas de células T esplénicas citoliticas y proliferativas y titulos de anticuerpos séricos,
PFU por ovario, usando células diana de RMAS-HHD cargadas con péptidos restringidos a HLA-A2.1, HBsAgaas-3s7,

15 (inmunodominantes) o HBsAgass.343 (Subdominante), (relacién E/T 30/1) para ensayos citoliticos, péptido restringido
a HLA-DR1 HBsAg179-194 para ensayos de proliferacion, y péptido preS21pe.134 para la determinacion de titulos de
anticuerpos (IgG).
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<150> 60/490,945
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<210> 1

<211> 4547

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> promotor
<222> (1)..(1205)

<223> promotor del gen HLA-A2

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (12086)..(1265)

<223> secuencia lider HLA-A2

<220>

<221> caracteristica diversa

<222 (1266)..(1565)

<223> ADNc de beta 2 microglobulina humana

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1566)..(1610)

<223> ligador de GlySer

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (1611)..(2440)

<223> exbn 2 e intrén 3 parcial del gen HLA-A2

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (2441)..(4547)

<223> intron 3 parcial-exén 4-ex6n 8-gen no codificante 3’

<400> 1

gaattcttag
gecagggtgte
ttttatgtta
gaagtggata
cattgaacag

gtttaaatac
cttggcagtt
atcaggttta
cttcctaaaa
ttgcaacttt

attgttttat
gtcttttaat
aaaaatacta
acaggcagtg
gaggtgaata

ggattttaat
accteatgtg
agtgttecta
catgagcact
aagcctgtaa
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acatccatet
ggtetgeeta
taaaatatac
agtgaggggc
tegettctgg

acagagccta
aaaactaatt
acaacactta
attgtgagtg
ttgcaacata

60

120
180
240
300



taggaacaca
gectatggaat
gaaactgcaa
tcaagggact
gattctgcta
gractcagge
tceatteocca
gaagagtcca
ttacgggata
tctcagacaqg
ageadagggg
cgaaggcagt
tttteteect
agttctcact
cggttetaaa
cegtcatgge
cctgggcgat
gaaagtcaaa
acttactgaa
aggactggtc
atgcctgecy
acatgggagg
ccatgaggta
cagtgggcta
ggatggagcc
cacggaaagt
actacaacca
atcccccacg
gecgggacece
cagtttaggce
ctgaccgcgg
gggtceggact
atcgococtga
aagcacaagt
tgcgtggagt
accaggggcc
ttgtecteca
gttcactegy
tggtgggace
aattacttat
tcacataagg
tceoccaaaaga
gcaatgacag
tcttgtgtag
tteocccaaag
ctgggecctyg
getgacccag
gtgggceatct
tgaggggctg
ggggtcagyy
gtcataacce
actcttacat
ctgtggtggc
gttttctecte
cccacattgce
gatcttectt
ctggctccag
tgatgggagc
tgtgcecatga
aggcteceag
ttggggaggg

gtcgctactt
gatggtaaat
cttagtaget
aaagtcacat
ccecactgtag
gcaactcttc
gagcaagctt
ggtggacagg
aaaagtgaaa
ctettgagee
tcagggcecgaa
gtatggattg
cteccaacct
cccattgggt
gtcegecacge
geceooogaacc
ccagegtact
ttteectgaat
gaatggagag
tttectatete
tgtgaaccat
tggcggatce
tttecttcaca
cgtggacgac
gcgggogecg
gaaggcccac
dagcgaggec
gacgggecag
gagacccttg
caaaaatccc
ggtcegggec
ggegettect
aagaggacct
gggaggcggc
ggctcecgcag
acggggcgece
gagtcagggg
actgacagtt
cttecagtag
tttecattee
atggcecatgt
aaatgtgcag
tgtagtgteca
atttcagttt
gecacatgtga
ggcttctace
gacatggagce
gtggtggtge
cctgagecece
aaagctggag
tcaccttcecat
ggtgategtt
ttttgtgatg
agcctcecttt
tactgtctct
gaactctcac
gttagtgtgy
tctgggaate
agtgaataca
agctctgaaa
gcaatgtgga

ES 2381 109 T3

tgtattgagg
ttaaaatact
ttgtgagtcc
tttttaccta
ttaataaaca
ccgattaaaa
actctctgge
taaggagtgyg
ggagagggac
aagactcagg
gteccagggc
gggagtccca
atgtagggtce
gtecgggbtte
acccaccggay
ctecgtectge
ccaaagattce
tgctatgtgt
agaattgaaa
ttgtactaca
gtgactttgt
ggcggaggcy
tecegtgtece
acgcagttcg
tggatagagc
tcacagactc
ggtgagtgac
gtegeecaca
cccocgggaga
cccaggttgg
aggttctcac
cegegggtac
gcgetettgg
ccatgtggeg
atacctggag
tccectgateg
ctgggagtca
aacgttggte
catatgeccee
ctattccatt
tecaccecactg
tcectgtgctg
aatagacaca
gtcttgttaa
cecatcaccce
ctgctgacat
ttgtggagac
ctettgggaa
tcacectgayg
ceetectgeag
ttcetgtace
getgtteteg
aagagaagga
agaagtgtge
aactgggtct
agcttttett
ggacaggatc
cataataget
ttcatgtaca
tgtectcteeg
catgattggg

agatgtcctg
acaaccagga
tgttgtaagg
ttagatteet
aagagcaaat
acaaaaacaa
accaaactcc
gagteaggga
ggggcccatg
gagacattga
ccecaggegtyg
gecttygggga
cttetteoctg
cagagaagcc
actcagattc
tactcteyggy
aggtttactce
ctgggtttca
aagtggagca
ctgaattcac
cacagcccaa
getogggtgg
ggecoggecy
tgcggttega
aggagggtcc
accgagtgga
ccoggcecegyg
gtetecgggt
ggcocaggeg
tcggggcggg
accgtecaga
caccagtacyg
accgeggegg
gagcagttga
aacgggaagy
cctgtagate
ttttctctgg
agcaagatga
taattttgat
ctgtgactat
gctecatgtgyg
aggggaccag
tagtteacte
ttgtggaatt
cagatctaaa
caccctgace
caqgcetgea
ggagcagaat
acggggtaag
accctgagcet
tgtecettecce
gtgtecttgg
gaaacacagyg
tctgeocteatt
gctgtcagtt
ttcacaggtg
gtetggggga
ccteoccagaga
tatgcatata
agattgtaaa
tttecagggac
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gactcacaca
gtcacagata
cttttggaca
gatcatteag
tggtekctat
caacaacaaa
atgggatgat
gtccagttca
cogagggttt
gacagagcgc
gctetcaggg
ttcceccaact
gatactcacg
aatcagtgtc
tecccagacg
ggctetggce
acgtcatcca
tecatecgac
ttecagacttg
ccocactgaa
gatagttaag
cggcggetet
cggggagcec
cagcgacgceco
ggagtattgg
cctggggacc
ggcgcaggtc
ccgagatecg
cctttacecg
gcggggeteg
ggatgtatgg
cctacgacay
acatggcagce
gagcctacct
agacgctgca
ctgtgtgaca
ctacagactt
ccacaatggat
atgaactcaa
ctctetecatg
attcectett
ctectgeotttt
tcatcattga
tettaaatct
ggtgaagtca
tggcagttga
ggggatggaa
tacacatgce
gagggtgtgg
ggtcagggat
agagecctect
agetatggee
taagaaaggg
aatggggaac
ctgggaattt
gaaaaggadg
cattggagtg
aatcttctag
catttgtttt
ggtgacactce
teecagaate

gaaactcaga
cattgtetygg
catttataca
gggttaccaa
tetgteteat
aatctacacc
ttttctteta
gggacagaga
cteoceocttgtt
ttggcacaga
tctecaggecee
ccgecagttte
acgggagacce
gtegeggteyg
ccgaggatqgg
ctgacccaga
gecagagaatyg
attgaagttyg
tcttteagea
aaagatgagt
tgggatcgag
ggatctcact
cgctteatey
gocgagecaga
gacggggaga
ctgcgcggcet
acgacctcte
ccccgaagee
gtttcatttt
ggggaccgygyg
ctgecgacgtg
caaggattac
tcagaccacc
ggagggcacg
gcgcacgggt
tacctgtacc
tgtgatggcet
tgagtcectcag
acagatatta
ctattgaaca
agettetttg
ggtcactagt
tttaactgag
tccacacaga
ccctgaggty
atggggagga
¢ettocagaa
gtgtgtacca
gtgcagagcet
gagagctggyg
ccgteccactg
atcattggag
cagggtctga
acagccacac
ccagtgtcaa
ggactatgect
aagttggaga
gggcctgagt
gttttacccet
tagggtetga
tocctgagagt

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1300
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3960
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gagtggtggg
cgtgaagaca
gacatccaga
gttcagtgtg
ctgeccetgtg
tgecatecctat
ataatttgaa
tgagttcaaa
cctettetge
ttzaaaaata

ttgctggaat
getgeetgga
geccteagtte
aagaactgtg
tteccectteca
aagctcecatg
tgtgggtggce
tcccageaac
agtgtctgaa
atttgaaagt

<210>2

<211> 29133

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> promotor
<222> (1)..(15279)
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gttgtcttca
ctgtactgag
ctectttacac
gagcccagece
tagccaacct
ctaccctgag
tggagagatg
cacatggtgg
gacagctaca
gacccttgat

cagtgatggt
tgacagacga
aacattgtct
tgeectgceac
tgctgeteea
ctgcagetee
gctecageget
ctcacaacca
gtgtacttac
tgttaacatc

<223> promotor 5’ del gen HLA-DR alfa (gen HLA-DRA)

<220>
<221>gen
<222> (1)..(29133)

<223> gen HLA-DR alfa (gen HLA-DRA)

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (15280)..(15425)
<223> exdn 1

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (15344)..(15346)
<223> partida ATG

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (17838)..(18083)
<223> exén 2

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (18575)..(18866)
<223> exon 3

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (19146)..(19311)
<223> exén 4

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (20008)..(20340)
<223> exon 5

<400> 2

tcatgactct
tgtgttecagg
gatgttccct
accaggaccc
gccaaacact
tecacttceac
gactgectett
tectgtaatgg
atataataat
ttgatct

cattctctag
tctecteoetgt
gtgagcttgg
tatcectgea
gggggacatc
actgagaata
ccaaaggtcc
gatctaacac
aaataagtcet

4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4547

azaaaattaa gtatataaag tttaaaaagt tagagtaagc taaggttaat tattgtagaa 60
aaacattttt cataaattta atgttgtctt agttacagta tttataaagt ctacagtaat 120
gtatagtaat gecttaggcc ctegcattca ctcaccactc actcactgac tcatcaggge 180
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aacttccagt
aatcttteat
attgtgttac
aggggtaata
gtaaggacac
gcttgteect
cctcaatgac
aggagattta
acatcttcaa
aactctcaaa
agtececactgg
ctecagatcag
agttcttctg
tteccteaaca
gttttttgtt
agagtgtttyg
atttetttet
aaaacggtag
ccaagagaaa
tttatteate
taaaatttta
taatgcatet
actggatata
gtggctcacg
agagatcgag
ttagctgggce
aatcacttga
gcctggegac
acagcctaca
aggtagtctg
ggaggctaaa
ctgacagttc
atatgcatec
catgccaaca
ctgtctttga
ttgtgaataa
ctttatataa
tatcggataa
aattactaaa
aaagagagat
tggagatatt
cacttaggggt
acttgcgatt
cagctgcceag
cctgaccettt
tcactgtatt
atetgggeta
cctgggtttt
aatcecagtgt
catgatcatg
gtetggaata
cattgaaaag
aaaaaaatta
taaacattga
aaatgttaat
tcecttgtac
tatcgaaaca
gtgtagattc
agatettcct
ccetacactg
tgttatataa

cctgcaagct
atggtatttt
aattaccaat
gggtgtaceca
tctgtgatgt
ttagctaagt
tttcaatgaa
ggctgaactt
catttaacaa
tcttgteatt
aggagectat
taagtgtcet
aaacttacgt
ccactggaca
ttacctteta
agatgeetea
tacagcagaa
cagaaaaatg
cagtgatgtc
tagtecetatt
tcctattttt
tatactgtgg
gaaacagaca
cctgtaatcc
accatcectgg
atggtggcgce
goeccaggagy
agagcaagac
gcagcctgec
cttaagtecyg
taataacttt
ccecaatatt
tacceaatta
gectccaate
gtctctgcca
tttttgctct
attaaaatcc
tgctatacat
aatgctaaaa
attagaaagyg
gtctgttggt
tgaagectgyg
agaaggcagt
gagtgtrgggt
ggaagcacaa
acatctectet
gactgaataa
taaatgtaat
aaattgaaaa
tggctgagge
agatcaaaat
tcaaaaatte
caaataaaga
tttgtttaaa
ttcaaagtaa
¢ettcaccea
aggaaatcga
atgtaaccac
catgccactce
tgccaaccac
atggaattat
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ccatteatgg
caccacacct
agtattcaat
tatagcctaa
tcacacaaag
gatgeatgac
aaacccgata
aaagaaattt
gtgttttgaa
gcageaccac
tgtcagaggce
caggtgataa
ctgttttgtt
gtgaaagatt
cegtageate
gtttiectagt
aactgtagga
gcactaaaac
caaacgtcag
tactttetta
gtagttgttyg
tggaaaaaag
atggccagac
cagcactttg
ccaacatggt
gcagctgtag
tggaggttge
tccatctaag
tggggaacca
acttgcagga
tataacaatt
tgtgcecectger
cataggatac
aggtcetttt
aaatgcaaaa
tttcatttgg
aagaggctaa
tatattaggt
attcatcaaa
ggtaatatat
actaaatcaa
acatcacttc
ggaaaattgc
ttgtttagtg
tcttgettte
gggcttaaaa
Ecttgtaagt
acagatgetc
tattgtgagt
tgcctggeat
ttaaagtatg
ctaagtcaaa
atatccagtg
gtttgagaga
ttatacattc
atttccecea
cactgataca
cactgtgatce
geeccteoctta
taatttgatt
actatatgtg

taagtgtcct
tttgtatgtt
acagtcacat
atgtatagta
atgaaatcac
ttcagttttg
gctttecatect
teagecttage
aaagacacct
gtcaaatgac
caaacctgga
gtggttgttg
ttagggcect
ttgcactgece
agaagttaac
tacatcacac
aaattgtagc
gcagcgtaca
cttacatttyg
getaaacaat
ccagtgggac
aataagattt
catatataaa
ggaggccaag
gaaaccectg
teccagetac
agtgagectga
aaaaaaaaaa
attceocettat
agtcagattg
gttttaaaat
tecaacttag
tccactteta
taaccactat
gatggtggct
ttgatcttea
catttaatta
ttaataktttc
tatatatgta
tcaggaataa
tttececetg
tteocagagte
tgtcattetg
ctgcagggcce
tctgtcctta
taccttgagt
atgtaaatat
ttcaacttat
tgaaagtgta
tgtgaaagayg
gtttatacag
ccatcttaag
ttgttgggag
aaaaattaga
acaggagttg
atggttacat
atgtatttgc
aaaatacaga
agagtcacac
ttcatctgta
accttecegag
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agaaagatct
tagatacata
gcetgtacagy
ggctataaca
ctaatgacac
cceeatttet
tctcaatect
tcattagtct
acaaagtgct
aaaacacttg
ttattagete
ctacttggea
tatcaatggt
tttcagaagt
caacgtgttt
tggccececata
agaaaacttt
cttgeaaaca
catggttett
gctttttaaa
aatttgtect
taaattgtge
aataggcctg
gecggatggat
cctctactaa
tecgggagget
gatcgtgeca
aaaaaataga
cttcaataaa
ctgtetetag
ggccaggact
gaccaaccag
gttacccctt
aaagtttect
gactcctttg
tgtattttca
atgacattta
tattaaatat
agtacaaata
atattcaaga
ttttgtgett
cetttettag
cttetgacag
aatagtagct
caaaactttt
gtgttttttc
aagcaactat
gatggggtta
gagtataagt
tatcttacty
aatggatatt
tcaggtgtgt
tgcagagaag
taatatgett
atgaaaatag
catacataac
agttttctac
actatattec
cattccoccecca
taattttate
actggeattt

accatttaaa
aacagttage
tttgtcgect
tctagtttge
atttcttaga
agagcatagt
gaagagctga
tctactceat
tgaagtcate
ctattttett
caaacaagca
tcaattcace
aggtctttgt
tgacacttta
tgaagaaacc
attgctgetg
tctacagcag
gcaaatgceta
ctttggaatt
aatatacctt
actgtgaccce
tttctgaaaa
getgggeacyg
catgaggtca
aaatacaaat
gaggcaggaa
ctgcactceea
cctttgacec
caatccageca
taacaatcca
tgattaataa
ggaaagctaa
aagcattcec
acttctttge
ttatagcaat
cattattaag
agatcttcta
agatttagta
aggaaaatgce
tattttaagt
ttttcecatat
gaaggcactec
caagtagcag
tecctgeagtt
gcaatgcact
ccecttgtaa
tttaaaataa
actcccaata
tgttcacctt
agtatcgetyg
gcttttacac
ctgtagtttt
atttacaagg
tatgattttt
tacagagagg
tatagcacaa
tttatcacat
atcaccacaa
cceccaccat
atttagaaaa
tgtactcaga
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300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

500

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
leg0
1740
1800
1860
1220
1880
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
29240
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
ig40



ataatgeect
atatagaaag
caaattetga
caaaggtagt
ctgttggaga
agttatggag
ccaaaactge
tggagtagat
cttagaaget
attcagcgat
atggatgggy
gcatgggcag
ctygcogatet
taattgatge
aaactcctaa
atatatacat
gtgaattagt
gtaaaatgaa
caaatacgtt
tgaatatecat
attttccaac
tcaaggacaa
gacacacaca
tttagactca
cacaaagaaa
tggccaggaa
ctataggagg
tgctgacagg
gtggctgcag
tgactgggag
ggagaagtgc
tctgacaaca
tecocaggctet
ggcaggggcea
aggtagtgte
ctgactgagg
ctgteagtta
ttcettagga
ctecattecetg
ccaatcccat
tetgtetgta
ttagaaccag
ttatacatct
tttggtaaca
tgcaaatttt
acacataaaa
tattctcagyg
tcagattcac
tetttttctt
tecatcetctg
gtggaagttg
ataacaaacg
gtecactgeat
tattettcce
tgtctaaaaa
tagcetaaga
aagattcaaa
attatttaaa
cttataaaaa
atgaaattac
aagaaaaaaa

tgggatetgt
atatttettt
tggaagaggce
ctgetgtgga
gtteccctett
ggcaatgtac
cagattatgt
taaacaacag
gtgactttaa
ccecaacatt
gttggggact
tccacaatac
gacagcagge
gaacaagatt
ataaagacte
ttaaggtagy
gagtgatggt
aatggtaagg
gaactcactg
gtactttaca
ctgecttattce
gagaggaacc
cacatacaca
ccaattaacc
acccatgcag
cctatttatt
accctctgtg
ttecaattcct
getgggtata
ggagagggte
ctceottacac
cettggeaaa
tecacatgggc
aaagtcctag
tcattatege
cgggatggaa
tctgectggt
tatttttgtc
gatatattag
ggtctgagge
gctgtactta
aaatctectea
atccttagat
aaaataaaac
tgeecaaaat
aaagacataa
tttaactaag
ttagaaggat
cagtgggaga
ccceoeatecoe
tgtccacegt
catgggcaca
ttggaaatac
agtaaagata
tecagetgac
ttaaatacat
atgaaataca
agaagtacat
gactttaaat
aaaccattta
ttagttgaag
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attaggtgct
taaagaattt
cagcagtgga
accaggaaga
atgctagtca
tttacttaaa
gaaattceat
acatttactg
gcaaaatgac
tttggcacca
agcggtggea
agttcacaaa
cattagtggt
taagttccta
agaacacttce
tttataataa
ggtcacagtg
agcacctcct
agtacttttg
aatttttatt
cagttcaagqg
aaccttgtat
cacacacaca
taacatgcat
acgtgyggygag
ttectecaceaa
tttctecacag
ggtgaactta
gaaactcagg
tcatecagcge
ctggacagtg
gtgggtgagyg
ttcactaaca
gteccecagtt
caggcaatgg
gceccectgatt
aggetgotet
tgtgactact
geagaaagaa
caacctgett
gcaggaagaa
ccatattttt
ccttaaataa
aagactaaaa
atgggaaatg
aatgaaaatt
tactcatatt
attagacagg
agttcttgaa
ccaagtgaca
agcettagaat
gecttccagay
ccaaactatg
caaaatgcca
attcttecte
catggagaag
gttaattttyg
cctatatttt
atttttataa
agtgacctaa
catcctgact

ccagageggt
gctcacatga
ggagactggg
gccaggattg
ggcattcaac
atctactgac
gteoctetact
aaagtcctca
atataataaa
gggactggtt
gggagtggga
ggtttgcact
ctgtggccca
tggcttattt
taatattaaa
caagtaagat
gtggtgggtt
gcecaccacac
taccccattg
ttagaaacat
tecatggatga
aggatgccat
cacacacaca
gtettitgagga
aacacacaaa
cattgtaaca
tcetggaggce
gaactgaagg
ctceccacta
tcccacatgy
gtgaaagtcc
agtgcttect
ccacagtgtyg
ggctteetet
gataagacaa
tttctgtatt
ttettgttce
gatgtttecct
gacctatgaa
ctcctcteea
taggaagaat
taaaatatgt
acatataatc
ctattaattg
tgcgtgtgtg
gctgatgtat
caagttttka
agtcaaagta
acagttcata
actcaggtac
cectecatgtea
teceocegtaaa
ggteccecegte
accagaagce
catcaggttt
tagaaagggt
tcogttttaa
gtgtgcttat
gttttaaata
ttaaatcaaa
taagaaatce
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tgtactaaca
ttgtggaagce
acagagttge
cagatggagt
tgattaaatg
ttaaatatgt
tggctccatt
cttaacateca
actaatttga
ttgtggaaga
tggcacaacc
cctgtgagaa
ggggttggga
ctggtcacaa
cattaaaata
aattaattat
acattaagga
agctcaaacg
tttactattg
ttctattcat
ctggagccta
cccatccatt
aagtcactct
tgtgggataa
ctccteatgg
aaacgttgaa
tgggaagtcc
ctoctetggea
ggectcecact
cctctactga
cagctttcta
tgcaacaggg
gaggtggetg
gacataagcec
agcteocteac
tgactggagt
cttggataga
gttttcecagt
actcaccact
tcattcaagg
tgtacctact
ttttgteata
tatccttaga
tgttaaagcce
tgtgtgtate
caatacccgg
ccataggeca
tgecaaagtg
atttattecea
aaggagctga
tctacgaget
gggecatgctc
atttgttacg
atttgtgeca
ccagaaaaca
gttataaagce
gacattattt
tcaaaaaagg
ttttataagt
cacactttga
ttgatettte

ggatatgtat
ttactgagte
agtttgagce
ctgaggcaat
aggggaacce
aactcteacc
gacactcaga
tcaataggtt
ccataggcta
aaattttgcc
tagatcecctce
tccaatgeet
acccctggge
acacatcacc
aatgggaact
ccagtttttg
acaaatgttt
caaagaadaa
tacagttgta
tcgettatte
tcceggcoage
gtgggatgca
gctgggacaa
aactcaaata
ccagtggccc
caaaacaatg
aagatcaaga
ggggtgcctt
tacagaatcc
caccaggaag
cttggcctece
caggtygaag
attactgata
tgatgggtet
tcagtgtttyg
agtgcggtta
gaaacatget
ttetcecagea
ctgteattec
gctttttatg
tcatcttgte
tattaaaata
gttaagttaa
ataaaaaata
tcctatgtat
gggcagggag
cacctggcecteo
ctgaatcagg
ggtgctagtt
atttacacct
agtacctett
agttacaagy
gttcatgaaa
taagcaatgt
gctagaaaat
atttatececac
caaccttecaa
catggtaata
aattttataa
gtatgcacac
ataaggtgte

3900
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
59240
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
71440
7200
7260
7320
7380
7440
7500



tgaatactca
acctagtecce
ttttgaaata
aaggatatgt
acatattatt
agtaagccet
aatacaacta
ttttcaattg
tettctggea
tcagaaacct
agcatggacc
taaacccatt
ccatcataaa
taagtcttag
tattgtgaga
aacaagagce
cacgacattt
tetttecttat
actecttgtce
ttactatgat
tcteaattat
ttatgatett
tgcatatgtc
acatggccag
ttaagggtct
cacatggcca
ataattggac
agagcagcaa
cttaatctaa
ggactaggaa
ttatgtctat
tgttttgttt
atatctattt
tgatggggaa
ggaatactat
gectggaaacce
ctcactcata
gtggggggea
ctagatgacg
acctgecatgt
aaggaatgat
gagagtatag
ttctatcate
tgaaattgtt
aagatgatag
gttggtattg
ggacacaaag
agagectace
gaacacaaat
ctgaacctac
gaaccacact
atcaagttgg
atacttgtgc
tcatgaagta
tctaaagagg
ttatccaace
aaagtacctt
attatatgaa
gacacacaca
ataaaatcat
ctaaatgaag

atgtcaaaaa
agttatacta
gtcacatata
ttgtggtatg
ggctacagag
tgaccaaaayg
ttatctaata
gtaaaaagaa
tatttecteac
aaaatagttt
actgctcatg
ataacttgaa
gttgaacaat
aatggtttat
actaattcce
accttettet
ggatttgaaa
caggagccte
ttectaactt
tgetaaccat
acctittaga
cagaaatgag
cagagaaaag
tteteagaac
tatagaaatc
agagtaaaag
ataacatgga
ctttaaaagt
caaaaaacat
acacagetga
gtgaccagta
tcaatgtttg
atggacatgc
aacacatcaa
gcagccatga
atcattectea
agtgggagtt
aggggaggag
ggttgatggg
tctgcacatg
gggacaaaca
gatgaagcag
tactcccage
ttotaggggg
gattggectte
gatcttggaa
aatgttttag
aaaccttgea
atttcattte
cctagatgag
cattcctgcee
gactttcaat
aatttaaggg
tgctataatt
caagagcagg
tagcaattac
aaataaagaa
ttagattgat
cacacacaca
tctgaccttg
tttetgatet

ES 2381 109 T3

cacttatgaa
taaattagaa
aacatagtat
agtggtttta
atagagactt
actagatttc
aatataagta
actggacceccec
cttteotttet
attctctatc
tacagatgct
aatatcttaa
cataagccaa
tttttagatg
ctcttacatt
catgacttcet
tettacctac
tagtgattce
cactacagta
gtaccttaaa
aaagaattaa
cacagatcat
gtggcagaaa
tecagtcect
ctgeccacttt
tctttagtca
acttactgag
gattgaaagt
gttatatgca
aatggccagt
acagacaatyg
tggtctttce
gagactgttg
agatagagty
aaaagaabtga
acaaaataac
gaacaatgag
agcattagga
agcagaaaac
tatceccagaa
agtttetgtt
atttgtgata
gtatgtggga
accaagagtt
tgcttccatce
actgtgatgce
tgttecectac
caagagaaaa
cagtaagacg
ctatggeoete
ttcaacaatt
tattatatag
aattgtagaa
cctacccaag
cacaatgagt
atttgtatge
taggatcaaa
tgaaattgat
cacacacaca
atgagattce
ctgttttaca

gaattaaaca
aatcaaggga
acaagaaaaa
gtgttttgag
gatttagaaa
tttaaaccca
agctttagtg
aaaaaagaat
accttaaagg
ctcactattg
ctcoccaactta
gctgaaaatyg
attataagtec
ccatttagece
ctgtgcttga
atttttttgt
ttaagtactt
ttctecacac
agtgttttac
taaacegtct
gagtagaaaa
gcktaatgaa
tgactgtcegt
aaattecectt
cacctgaaag
cttggaagea
gcctecaaata
aactcaagtt
cactcttete
tetgecteca
accatgattt
tcagtatcag
tteacctcett
gataaagceaa
gttecatygtee
acaggaacag
aacacatgga
caaataccta
caccacggca
cttaaagtag
attgtctcte
tccttgaata
aagggaccaa
tcctectactt
agaatcctaa
attgggaatg
acaccagaca
getttacttyg
tttctagtct
aaagtgccag
tacacaggga
taccaaacaa
tagcatatta
cgcaggggaa
ttttgtttga
ttcagatgtt
tagtatttaa
actttcctaa
cacgtatgca
atagtttact
tggatgattg
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ctgttgacea
aaaatatgtg
accaaccgte
tggactggtt
atcacagttg
gttttctecag
tcatagtcat
ttcagtgaaa
ttcaaagttce
gtttttaaaa
acaatagggt
catttaatac
agagaccatce
acttatatte
ccocatgectat
gaaaatttece
taaaaaatca
ttctaactte
atgtttagaa
tcoctagttttt
agactgetac
aaaagattte
ttgggggcac
ctaactaaag
aataatcttc
gacagacact
tcaattttac
tattccttaa
cattaccttg
tttcctaaac
atactttttc
ctaagaggece
ttgecagaatt
atgtgccaca
tttgeaggga
asaaccaaac
cacaggggce
gtgettgagyg
catgtatacc
aatazaataa
tactgaccaa
gatctgctct
cttacttgece
gatatgaagt
agggcagygt
gtcacactce
cgggecatga
gaacatecate
ttttctette
tagaacgtaa
tagaaagaga
tctaattact
attagaatca
tagcatectct
ttaaagatte
tttaaaaaaa
acaattgagt
ttetectect
tacaaacaca
catgcaacag
agtaaaatca

caagagggaa
teectgagaac
atccctaccce
cttggactcc
ccacttteta
gtaaaatgga
agcagtagta
gcagtaacag
ctaagtaatc
aacattttgc
tatgtcccaa
accaataaac
tgtattagct
tocttctattt
acttagtgtg
ttcactcatt
ttttctacca
teateotteac
ctcagctect
tgtttcttac
atagacattc
caaataatgc
tattgtetgg
gaaaagcctce
agttatgtgg
gtaatgctaa
tttgggaaaa
cagagtgatg
taagaaaact
cgtgttataa
atatgtttgt
attaacacag
cataaagaaa
tatacaccat
catggatgaa
actgaatttt
tgttgygggg
agcttaaaac
tatgtaacaa
ataagtaaat
agggtggtea
ttactatgaa
tggaatttag
tgggtggttg
atatggacta
cagagtttgt
aggaatctga
caggctcaga
ctcecectteog
gaaggaagga
tttatattaa
gaactaagat
agaaaataat
aatgaaattc
catttagtge
taaacaaaag
aaattaaaaa
tcaacacaca
tctgaattet
aacataatgt
ttcectatte

7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160



ctggaagaat
aacaaagatg
tcggagtggce
aaggaacagg
attagagaca
agtctctcaa
atagaacaat
ggaaaatatt
ccctacctge
caccccagga
ggtgaagaga
tcattgtgga
tagcacattt
tgatagggat
acaagaaaag
gcacctetgg
ggaaaagggg
attcaaacca
aaagccectaa
ggagaaccayg
tagtaatttt
atgtaagaat
tttectccagg
tcagggacag
ctectagggyg
tttaaaatta
ctaattceect
actgaattct
caggtgcctt
aaccatgage
tecatttctca
actaaacagt
tgaaatgtct
gcagccagea
gacaagctta
ggcccattct
accatgctgt
ctttgatgeg
cggcetacatyg
atgtcatgac
atcceagecac
ctggttaaca
ggccgggcat
Eggcocgtgaac
ctgggcgaca
ttcaccatce
agtectttct
aagagagtcyg
ttagagcaga
agggaaggaa
gectttgeecag
cgggcaaate
tctactaaaa
caggaggcty
atcacgccac
aaaaaaaaaa
attgacctga
taagatggta
tacctgtgtt
gagtttectee
ctgagttgtt

agctaagaaa
agaagatgag
caatatgata
agatgttgag
actaccctta
ttataagact
ctgactacag
ctgagatgtg
atgecgtttte
ggtctgtata
gaatgaatca
geoctectatt
gttaacgtce
ctatteccecage
cttcttatgt
taggaagtcc
gtagggggtyg
cacaaacaaa
cttatttcecte
agtgatctat
tgtaaaattt
attacatctc
gaaactcagt
gtttcacaga
ctetagagga
gggttctgea
gtaatatatt
catggetata
tggaaattec
actgtccaaa
agtctcccaa
gtcataagtt
ttgaatttac
aagggcagac
aatcatagga
cctgactott
aggtecteottt
atcagataat
gcaggacaag
tgatgttgaa
tttgggaggc
tggtgcaacc
ggtggcgggt
ccaggaggca
gagcaagact
gatgggctee
gtggaaagaa
aagtctccta
tctttaataa
tattaaagcc
ctgggtgcayg
acgaggtcag
atacaaaaat
aggcaggaga
caactccage
aaaaaaaaaa
atccteaaat
gagatgagaa
tcaagataca
tcttatttte
catcttgaag
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ggatteacag
agcaacagaa
gagatggaag
tgagtgaate
gacttctttg
tagcttgtge
gttcttaagt
gattcaaagt
taatttacaa
aagataactc
aactcaaact
aacacaggac
tagtgcattt
agaccagctt
agtgaattga
ttagtaggag
gtggaaggga
tgaagtattyg
cagaagaata
ggtggatata
ceatttgett
tcaggettge
attatgagat
catgagtttt
tctgcaacat
gkgacttctyg
cagttctget
gtggectegte
ctcaaacaca
taggaactte
atttagtaat
gctgagecaac
catgtttttc
atagaaaatt
teagactett
tacctttcag
ctagcgatct
cagtaatgta
accccageac
caatggactc
agaagcaggc
ccgtctetac
gectgtagte
gagctttcag
tecgtetcga
ctcactgeca
cttaacatte
attttcagga
tcatatgaca
gttctgtggg
tggctcatgce
gagtctgaga
tagccgggea
atcgcettgaa
ttgggcgaca
aaaaaaaaat
gaggtgtgte
gaaggtaget
gecttteate
tctaaatgag
tetaggacteo

gtgaggacat
tgtectatat
gaactctgaa
aageccatgga
gtgattggtc
catttagaac
tatagcaatg
ttctaagtgt
agactactea
tggtetttaa
gccateoctee
atgetaggaa
gttgatatcea
ctgtgaccte
gaaggaaata
aazaacacca
agctaaaaga
aggteccecaga
tgtectetgg
cacacaaaca
ctetgatect
tctgeceeccag
ttgggaggty
ggcagcagcoc
cagcagaggc
ctccktccaga
tagactgatt
accatttgac
caggaaatta
tctectatea
ctcacaagaa
aacttggatt
tcaagcacca
atacatggtt
agcacagact
gaaaggtatt
aggagttaat
tggaatattt
aacagtatag
accageccagd
agatcacgaq
tgaaaataca
ctagctactc
tgagccgaga
aaacaaaaca
ggtecactcett
teetttteat
gtgtctatgt
agagaaaaac
ttattatcte
ctgtaatceoe
ccagectgac
tggtagtggg
ccecgggaggce
gagcaagact
aggctttgece
cattagtcaa
cetttacage
cttctecagt
atacaatgcc
caagaagcat
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gegbttttie
cctaatgcte
aacaaattge
ctggetgtat
aagctaatet
agacaagaac
aaacttgtag
gcacacgtac
agtaaagagg
agcatcgggt
caggttaaag
ggcccattaa
acagttcaca
tcaggatgcg
cctagaktcaa
tgaagaccct
aggggctgga
cttgatctgg
ttttagactt
tagacacaca
gtctgtatct
gtttetgaac
gaagttagge
ttgtgtteta
ttectgtggy
cccectaaca
acagggatte
atcaccaaga
gagtttgaaa
cagagaaadgqg
gaaccaatca
gaagatgcta
tttaagaaca
ttgcctctaa
gataccatag
cetgaaaaat
gececacagtgt
gtgtteataa
aaaatccacc
cacggtgget
gtecaggagat
aaaaaaaaaa
gggaggctga
tegtgecact
acaacaaaaa
catggaagta
aacactgtat
tgaacatcaa
tttcataatce
taacgttccc
agcactttga
caacatggtg
cgecctgtaat
ggagattaca
ctgtctaaaa
cattatacte
cteccaatcte
ccactattte
gttgagagtg
agccatccceca
gaaagagctt

agaagatgag
tgtgectgact
cagaatttct
gggggcaget
tttcectteag
acagagaatt
ttggceggea
acacacacac
ggtaatttca
ttcaggtaga
atgagtccag
cccactgeceeo
gtttttattc
aaaaagtaac
tattcocctea
tagtgcagaa
ggttectecaga
geccagtgtg
ggcactgtgg
tatttgecatt
ttgggaatag
gtggaataca
cacagccatc
aagacattta
ttoctgatet
gttibtaaggg
ctatttcttg
agtceteatt
gaaaacggag
gaactgaaag
gtgttctagg
ttataatata
aggcattatg
aagaggagat
gctectcatct
tgcaggagag
gttcaaagcce
cttgtgagaa
ctaagcagac
catgectgta
caaaaccate
aaaaaaaatt
ggcaggagaa
gcactccagc
aaacaatgga
tttgtattcc
¢tteagaaac
aatatattct
ttatgacaty
aatagaatag
gaggecaagg
aaaccccgte
cgccagctact
atgagctgag
aaaaaaaaaa
tctcatatte
ttgteatata
cactaactac
ttgaacctca
agctettgge
ctttagtgaa

11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
121290
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13520
13980
140490
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820



getatgtecet
atttgggtaa
tctgtattta
ggtatatcece
gtcttaaata
atccaatgaa
agatgcgtca
tggtcagact
cteceegagcet
ccectgtgeta
caaaggtagy
gacctatgga
tggtetegac
tgaagtaagt
ggtcetgeta
ggcaagcatt
attaaaaact
cectgttett
tatatattga
acaatttacc
gtgatagcca
ttagtaatat
ctctcteate
ttcaccecage
cecagetecce
tagggatact
atatttgtgt
cagtcaaaca
gecacktttggyg
aacatggtga
cgoctgtagt
ggaggttgea
ccgtctcaaa
ggaaaaaaaa
agctttetet
acagaacatc
tgeccaaggtco
gctgggaage
agtccoccecagyg
aaatgtaaac
catttaatct
gaaaactata
aagaattcaa
ttcttcttag
ttaatgeccg
taaaaagaaa
tgggttcttt
ttecectcoe
cectactege
tacatgtatg
cacttctege
ccaatcagge
aaagaaggag
aggtgeattg
caactatact
ccatagtttg
toccaagggec
tttatgggtt
tacaaagtca
tataccteaa
ggatgtgaca

cagtactgce
tttattgtece
getctecactt
tgtctagaac
cttgattigt
cggagtatet
tctcaaaata
ctattacacc
ctactgactce
ggatttttea

tgectgaggga:

catttggaag
agaaagtata
caagatttggt
caagccaaac
aacaagttat
aaaaaccaca
atctgaatac
gcacatatat
ccaggaaaag
ttececectgect
ttccaagaga
tccagagcaa
atgacceccea
atacccatag
tacctagaaa
gtgtttgcat
ttaaagtcte
aggccgagge
aaccccgtct
cccagcectact
gtgagctgag
caaccaaacc
atctececact
tttcatgtte
ttccataata
aatccagacg
agggggacta
tatattttce
agtgettgtt
taaaaacaaa
cataaatagg
gatgtttttg
agtacaatgt
ggtaaagaaa
ataatttete
ageoccteate
agetttgtte
catcattett
taggttattc
ctttcagaag
gagtttatgt
acggtctgge
gccaacatag
ccgatcacceca
aaagtagttg
taaccttgce
tgatcctate
ttgecctaay
tattggctca
tagatttctce
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aaaattcaga
cttacgraaa
taggtgtttc
tcagattgag
tgtcgttgtt
tgtgtectag
tttttetgat
ccacattcte
ccaacagage
tcatagetagt
atgaaatctg
ataatgtgtg
acaaakttgtg
ttagaggatc
tgggggtgag
atttetggge
catagttttg
atgatacagt
tgtgttgaag
gggagggaag
tccecatctee
gtagaaaaat
cattggtgct
cagaaggtgt
tggcaattgt
gacagaggct
agatgeaaac
tcatcttgge
aggcggatca
ctactaazaa
cgggaggcetg
atggtgecac
aaaacaaaac
catcgataca
attattccet
acadgtcccaa
agaaccttet
tgacgctaca
atagatttgg
acagtettgt
cccctgacag
tagaataatc
atcccagagt
tctgagaaag
gtgagagaac
agctagtaac
teettecaate
agcagecatgc
tecattcctet
attteccctet
aacatgtgat
ttgactttga
ggcttgaaga
ctgtggacaa
atggtaccte
ctteagetet
attaacaagc
ttgttgtget
ttecatgetag
atttettggg
agggcacaat

caatectccat
ctctececaget
cattgattct
gttaaagagt
gtectgtttg
accotttgea
tggccaaaga
ttttetttta
gecocaagaag
getgatgagc
ggacgataga
gagtgaaaga
gtttggtgyga
aaaactgagt
ggtgggggtg
tttaattatt
ctagaattaa
agttattttt
attactagaa
geatgetgat
atggtacaac
gagtaaggaa
gttgtaaaga
caggtagact
agatttctat
ctteoecettgg
ggtaaataaa
tgggcacggt
cgaggtcaag
tacaaaaaakt
aggcaggagyg
tgcacteceag
aaaatatcte
ctccacagag
tggtgttggt
tttaaggage
catagaggta
aggtctecagt
cccttaaata
tgatatatta
gatcaaaacc
tgcteaggat
ttaaaaccea
agatcctctg
atttetettt
atggagccaa
caccctecttt
ccttecaccca
tggcccaatc
cttgattcee
catccaggcec
tggtgatgag
atttggacga
agccaaccty
cetetetacet
ttgtgttaga
cccaaattet
caagtecttgt
gggagccaga
dagggggtgce
ttecaactact

29

ggectgacaa
gtecatggecac
attetcacta
ctgtcegtea
tttaagaact
agaaccctte
gtaattgatt
ttcttgtetg
aaaatggeea
gctcaggaat
ctacgaagga
atagtgtgac
gttcttecect
tgtgtattga
ggggaggaag
ctttctggaa
atgaaaaaaa
tggagtgtaa
agaaaagtca
atgagttgce
agatcttata
atggggaatc
tgtactgtag
tgaaataagc
tgccccaaaa
tttgtgaaga
ttectaggtt
ggctecacgeg
agatcgagac
tagctgggta
attgettgag
cctggegata
accttatett
gcageatact
tattetcaat
attaagataa
accacoegtgt
cttaattttt
aaaagaagct
agaaattact
acagcagggc
cactaggtaa
acctttcaaa
gaattctagce
aggggetget
acaacagectt
ataaccagtc
gaccttgtct
tctetecace
gecaccraac
gagttctate
attttecatg
tttgccagct
gaaatcatga
gecactecktgg
ttattgtaac
catgocagay
ctoctgtcatce
agggaagtce
tgtcagagat
ttttcagett

tttaccttet
agacatatga
atgtgcttca
ttgaccaaca
ttacttettt
ccotagcaac
tgeattttaa
ttctgectea
taagtggagt
catgggetat
ttggagaaaa
aggtattatg
caccacaaac
tgaatagcaa
aatattttet
aattagtaaa
aagttattag
atcctgtcgg
tcaaaaagca
tecatgggaca
tcatgttaac
tgatattatt
aaaagtattc
aaagtaataa
gagccataca
gocagctagt
tatcaataca
tgtaatceca
cgtectggge
tagtggcaca
cccaggagge
gagcaagact
tgaagactaa
ctocaagtgt
gtecaatcata
aaggtggaat
gggtttggat
ggagtattte
tectgactcta
caccttatct
tacataatag
gttgctgaat
cagcgtttet
ctaagtgtat
gectggattte
cacaagacte
cttettgttt
tgtcactcat
acttectgec
tctetttcete
tgaatcctga
tggatatggc
ttgaggctca
caaagcgctc
acatgggaat
tgattttecee
gtctgagaac
catggtcetcee
ttggatatct
tgttatctga
taggattttt

14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15900
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480



agatacgttt
ctgatttectg
aacagcectyg
ccaccagtgg
gagacagtet
ctgcecteaa
cttcteaage
atgakgecttg
aactgtcttc
tcattctgte
atttgattct
ccecagagttt
gggectgact
gcgcaaaage
gtgtggtcag
gaaatgtaat
tagaacgaat
ttetatagac
accattgttt
ctagaaaaat
teagttecaga
aaatgggaat
gagaaactct
atacagttag
ggattaagag
ttggtaacta
gaaacttetg
aagcagtcat
cgattgectcco
attttecctct
caggagtcetg
aggtttecte
aatttttggt
ggaatatatg
tagaattcat
gcaaccctct
gggagatctc
aaggtatgga
aggaagacag
atttaatgag
tcteagatge
atttgaagat
atgacattaa
ataaaactat
aagataaact
gecttgggttt
acttagccetce
tcagaattaa
attgcaaaaa
atctaagaga
ctaataaata
gggaggccga
tgaaacccca
atcccagcta
cagtgagecg
aaaaaaaaaa
atcttgagac
tattataaaa
agaaagcaaa
gtggcteacg
ggagatcgag

gtaccacaat
tecatgtctgt
tggaactgag
tcaatgtcac
tectgeccag
ctgaggacgt
actggggtat
tgtgaaactt
tcetactate
ttcetettet
gagtgttact
gatgctceccaa
gtgggtctay
aatgcageag
aggaagacat
gcatttaaga
cagacattgg
gggcaccttyg
cacattagaa
aagecctcaag
agcatttecca
ctcttagagyg
aaaaaaaggt
ttecatgttgg
agaagaggaa
tgtgtgtectt
ctttaatgge
ctkcagcatkt
atactctaac
atttcctatc
tetctgctat
aaactgtgat
gtttaagcca
tgatcettte
cagacatatc
tgttgtggtce
tactgagcaa
tctcagaatg
aagaatccat
caaagagatt
ctattttatt
gtgtetttga
gatgagagga
gacttgatat
attcatgata
catcttgget
acattactca
aaggaaaacq
attatacatt
agctaaacaa
agaagtttct
ggtgggecgga
tctetactaa
ctctggaggt
agatcgcace
aaaaaadaaa
tactgacggt
taaatagctt
aagtaaacce
cctgtaatece
accatcctgg

ES 2381 109 T3

tgagcatggy
catgtgtccc
agagcccaac
gtggecttoga
ggaagaccac
ttacgactgce
ggacgaacac
ggtgttctaa
cagettecge
ttaatctatg
tetteoccaca
gooctotece
taggcatcat
aacgcagdagyg
atatggagat
gacaaggtag
tatcatctgg
atcacggete
tactgagtet
atttgggcac
gatcectgget
ccaatgcctyg
aaagcatagt
aaaggttaga
ggaatctgaa
gctataggtg
tttacaaage
ttcecageect
atctagctgg
attttattat
ggaatgecece
ttttctgaac
gttetttggg
ccggtaaaat
ccggttecatt
tagtcctcat
tgatataact
catgggatgy
aaacattgca
ggacactgaa
accgagagag
gtggaaaagc
aggaatattt
ttatctetaa
gtgtggtaga
gtatcattta
tgaaaatact
caagcaaagt
ctgttgtttt
aacaaggata
cggctgggea
tcacaaggtc
aaatacaaaa
tgaggcagga
actgegctcc
aaaaagtttc
agaataggta
aacacagaga
atatactacc
cagcactttyg
ctaacatggt

agggagaggyg
ccagtacctce
gtcctcatet
aatggaaaac
cttttccgea
agggtggagc
tcaatctect
ctgtttcata
ctttttttaa
aataactttt
ctcattacca
agagactaca
tattgggacce
gcctctgtaa
atctgaggga
gaacagatgt
tatcccaaay
cagtcttaga
agggatctag
atcctagett
cettteaggt
cttttgette
tgcttattat
tgaacattga
gcaaggagct
atggtgtttc
tggcaatatt
atagccaccce
ctteocetgte
caccatgraa
atggggeate
acaataaact
tggcggtggy
atctgaatgt
tgggcttggt
caggaaaace
ctatetteag
aggggagcag
ggatttacat
gactggecctt
tagtctgact
tgagtgaaat
gaaacacgat
aatagtttet
ctgcaaataa
ctagctatgt
ggtgttaatt
aattagatac
tetcaaaatt
aaccaaagca
cggtggetea
aggaaatcaa
attagccagag
gaatctcttg
tgcctggeaa
tctactgttg
tgaatgtctt
atacactaaa
atgtaagaaa
ggaggccdag
gaaacccegt
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gtgagcctaa
cagaggtaac
gtttcataga
ctgtcaccac
agttccacta
actggggctt
ttatttcaag
atatctgcta
tctgtaatte
ctctttatta
tgtactctge
gagaacgtgg
atcettcatca
ggcacatgga
ggaaaacagqg
ggctecttgat
cttcagggte
aatcatctce
aaaatactga
gtatttcctyg
tagggtcaat
tttagtetea
gttcagttgg
aagaattttg
caaaactgat
ttagagagaa
acaatccttyg
caagagtggt
tattgeocttt
tgcctctgga
tettagtgtac
attttgaaga
gggtggggag
tgaatttate
cteattttgt
taaagtgggg
tagagtgaat
atggggttag
atcaacateg
acccattetg
gattcttgaa
ttggggttgg
gaactgttgce
agaacctgec
atgctgttga
ttteactggt
tttactacat
atgettagtyg
tctatagagt
tcatgacctt
cgcctgtaat
gaccatcetg
cgtggtgata
aatccgggag
cagactgaga
gttcagagaa
tecttacatga
acttagacaa
accatttttg
gcgggeggat
ctetactaaa

gcagtgatgg
tgtgetcacg
caagttcacc
aggagtgtca
tcteccctte
ggatgagcoet
gtttecectect
caattaatat
tctcaataca
agaaccctac
cttatttcee
tgtgtgeceoet
tcaagggatt
ggtgagttag
gtggggaaag
ttctetttge
tgtecatceoot
agtacctaaa
gtctagggat
gggcaggtca
tcattgcaty
aatgtagtat
agagtagggt
caaagtcaaa
cttaaactcc
gatcactgaa
acctecagtga
tatgoecteoct
tecctgtatet
ataaaacata
ttattgttta
tcttgggtay
teggtectgg
ttataaattc
gcatctgcecag
ttggatttgtt
ctgaaacccce
agtagggaga
ttcatteccag
ttagacatag
accaccttat
ggagaaagat
teatttgtet
ataaaccact
aatgagttag
atcttactta
tgaattaata
ataataaaat
gatgataaaa
ctaagectta
ccagcacttt
gccaacatgy
ggecgectgta
gcagaggttg
ctcecgtetea
tecaaagcaga
ctacaaactt
gcatggatta
gccaggegtg
cacgaggtca
aaaaaaaaaa

18540
18600
18660
18720
18780
18840
18200
18960
19020
12080
15140
19200
19260
15320
19380
19440
19500
19560
18620
19680
13740
15800
15860
19920
19980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140



aaaattagcoe
ggaaaatgge
teccagectgg
aaaggaaaac
tgcagaaatt
ttaatgtggt
ttcatagtta
taatatcata
coccaggeted
atttactagt
tttttcagat
atagettgat
tggtttattt
tatgaataaa
ctttggataa
tgtaagaaac
acgaatgaga
atttcagcaa
aaattgcaaa
ttatatttta
tatgtatagt
caagcacaga
tcceecccaca
gaatagtgtc
ttcacttagc
tttttttatt
gcectattgaa
gaacatgtgt
aaatgtctgg
gccaaactta
gaggaaggat
ttttttgaga
cactgcaacc
gagactacag
tttecaccatg
ctcccaaagt
tttttgtett
cttgggaggce
ctgcacttca
agaagcaagg
agggagggad
gaagggagdg
gagaaagadga
agggagggtg
aaagaaaaaa
aaggaaagga
aagaaagaaa
tctctaattg
ttttttttte
tgatttecgge
ccctagtage
actagagatyg
ttegoetgee
aatattgatt
tgagttcttt
gectgtattcee
ttggectctea
ttgaatgcca
atggggtttt
cttcetgttt
tactatgttg

gggtgtygty
gtgaaccoaa
gcgacagagc
catktttaata
gtatacagag
acacttgtta
tacgagggtt
tatccaccat
atctactcat
gttttgeectt
gagattettt
agcttatttt
accecattaat
gctgectataa
atacatagaa
aactagaata
gtcecetgttg
gaaageccatt
gacagtatag
agtaattata
tttatgcatyg
gectattcecat
caatcacctt
attttgaaaa
ataataccca
gctaagtagt
ggacattttg
ttaaggtttt
gatataattce
gccaagtatg
aaattgaggce
cagagteteg
tcegeecteece
gtgracacca
ttggccagga
getgagatta
ttgttttttt
tgaggtggga
gcctatctga
aaggaaggaa
gaaggaaggg
agggaggaag
aagaaaaaga
aaaggaagga
gaaagaagaa
dagaaagaaa
gaaggaagga
ctttgtggga
ttttttgega
tcactgaaac
tgggattaca
gggtttcace
ttggectecyg
cttecetttte
gagcagtggt
taggtatttc
gcttgactgt
agacttcgcet
cttgatatag
ggatgecttt
gataggagta
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gegggtgecet
gaggcagagc
gagactccat
gacttttatt
ctcceccecace
caattgatga
cactctgtat
tacaggatta
ccttececttece
tttcagaatg
tgcttageca
tctttaatgt
ctattgaagy
acatccatga
gggeagttge
tcttecaaaa
ttctatatec
ttaatatttt
agacattctg
gcacagtage
tettaccaca
atcacagaga
aacaacttaa
tactagttaa
tgagatcecat
attccatggt
gctgtttecta
tctatgagea
atgggcatat
atggcttata
caggaatttyg
ctetgttgeco
aggttcaagc
ccacgcccaa
tggtctigac
caggeatgag
gtcaggtgga
ggattgcttg
cagagcaaga
ggaaggaagyg
agggagggayg
gaagaaagga
aggaaggaag
aagaaggaag
agaaagaaga
aagaaaaagg
aagaaagaaa
gtatggccac
tagagtctgg
ctetgectee
ggtgcacacce
atgttggcca
gaagtgctag
catgaacatg
ttgtagtttt
gtgtgtgtgt
tgtggtgtat
gaagttgtta
gatcatgecca
aattettttt
gtgagagagg

gtagtcecag
ttgecagtaag
ctecaaaaaaa
tttagagetg
cccagtttct
accaatacta
tacacagtta
aacaaaatag
tceccteotgaa
tcacatactt
tatgcataca
taaataatac
acatctiggt
acagatgttt
tggatcatat
tggctgtate
ttgecageat
tttattttaa
catacgeett
aaaaccaaga
tttgtagati
tcttcateat
aaccactaat
atggaatcat
ccaagetget
ctaaatgcayg
gtttggggtc
tgagtteatg
ggaaatatat
cctgtaatee
aggccageec
agactggagt
aattcttetg
ttaatttttg
ctecatgacct
ccaccgtgec
tgaggtggca
agcccaggaa
tcctgtectee
aaggaaggaa
gaaaaaagaa
aagatggaag
aagggaagga
gaaggagaaa
aagaaagaga
aaggaaggaa
gaaagagaaa
tttecatcata
ctctgtegeco
tgggttcagg
atcacgcctyg
ggttggtcte
gattacagat
atattttttt
cettgtagag
ggcaatcgtyg
aggaatgtta
attagcttaa
tctgeaaata
cttgegtgtt
gtatecttgt
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ctactcgaga
cegagatogce
agaaaaaaaa
ttttaagcta
acaatgctta
ataattatta
tatgagttcet
cttcactgat
ccattggcat
gtaatcatac
ggtttectge
tcecattgtat
tgcttetaat
gtgcagacac
ggtaagagta
attttgecatt
ttggtattect
aataattata
cacccagttt
aaataccttg
catgtaacca
getteoccttt
ttctttgcta
gcagtatgtg
gratatatca
cacagtttgc
actataaata
agtttteatt
gtttagtttt
cagcactttg
cagcgtectac
gececatgatge
cctoagecte
tatttttagt
cgtgateecge
cggccaaatg
tgeccctata
ttegaggetg
aaaaggaagyg
ggaaggagaa
agaagaaagg
aaaggaagga
gggagggaag
gaaaaggaag
gagaaggaaa
agaaggaagg
gaaagaaacc
ttgattttte
caggctggay
tgattctect
gataakttitt
aaattcetga
gtgagceacce
cocatttattt
atectttectec
aatgggatta
gtaattttte
agagctttig
ggecatagttce
gecctageca
cttgcgctgg

agttgaggca
accactgecac
aaaaaaaaaa
acagaaaaat
acatcctgta
ttaactaaaa
gacaaataca
ctaaaaatga
tctetgaget
agcatagagc
gtatattgtc
aaatgtacta
ttttggcaat
aagttttceca
tgtttagctt
cctaccagea

ggggtttgag

gattcagggg
ctoccaaatgt

atacaatgtg
ccaccacaat
atagccaaat
ttaatcteta
actggtgttt
acaatetttt
ttaactattt
aggctgtttt
tctetggtat
tcaagaaact
ggaggccaag
actttttttt
gatcteogget
tcgagtaget
agagacaggy
ttgecttgge
ttttgtttty
gtcacageta
cagtgagcca
aagggaggga
aaaagaaggt
aagttaaaaa
agggagggag
ggaggaagyg
agagaaagaqg
ggaaagaagg
aagaaagaaa
gataaactat
cttttttttt
tgraatggeg
gcctecagect
ttgtattttt
cctcaggtga
gcgeccagac
gtgtcatetc
teectagtta
cgtteoctgat
cacattaatt
gagctgagact
aatttcectet
agacttccaa
ttttcaaggg

22200
22260
22320
22380
22440
22500
22560
22620
22680
22740
22800
22860
22820
22980
23040
23100
23160
23220
23280
23340
23400
23460
23520
23580
23640
237Q0
23760
23820
238890
23940
24000
24060
24120
241840
24240
24300
24360
24420
24480
24540
24600
24660
24720
24780
24840
24900
24960
25020
25080
25140
23200
25260
25320
25380
25440
25500
25560
25620
25680
25740
25800



gaatgcttct
tcttattatt
ggatattgaa
tctttagtac
tgcatcacca
attcagtttyg
ctgaagtttt
cctcatagaa
ggaatggtac
ctaggggttt
cagtctgtte
aaatttatca
tctgatggtt
tgtgattatt
tttattaatt
ttttttctat
tagececttgat
taaattgagg
gecttagctg
aacttctcaa
ttecaacttce
attgcactgt
agtatttgac
aatgtgtata
ttcagtgctyg
aatattatca
tgaaggtcce
gtttggctgt
ccacgggagyg
tctecatcata
cacaagttct
ttgtgaggca
ttgcccagte
cactgctgaa
gttgaaacag
ctagagactt
aggctaaggt
cattatgcectt
tttgaacttg
attcaagagg
aaatgtttgg
gataaattca
aagacaatgg
tctegectetg
cctgccaggt
ccgccaceac
gccaggatag
gggattacag
ccatcacagg
ccgtgetgta
aaaaggggcce
cagcttecat
cetccaccta
gectgggeay
tgggecaccot
acaccatcct

agctttttce
ttaagttatg
ttttatcaaa
tgcttatgta
agataaageca
ccagtatttt
cttttgtgtg
tgagttagag
cagctettet
tttttgtttg
agggattgaa
atttcttcta
atttgtgttt
tgaatcttct
tttetttagg
ctcaatctce
attggtttgt
tectttetttt
tgtceccagag
tttcttectt
atgtaattgt
tgtctgaaag
ttecgattat
ctgttgtttt
agttcaagte
gtagagttgtt
taagaacttg
gttcecatte
cacctggtgg
gtgaataagt
cttgtecttgt
tcectageca
tcaggtacat
aagatatctg
tttggagggc
gttgaatgce
agtctcagat
tagcaaagag
agagagatga
ttacttgegt
aaaatttgca
agctggetge
goaaaatgte
tcgccecaggce
tcatgccatt
acctggetaa
tctcgatcetce
gtgtgagcca
cctggaggeco
tgeggtettt
aacatagagc
gtggtgttga
gatttcagag
ggecactecatg
cacacagagt
ccagactcca
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catttagtat
ttcacttact
aaccattecct
atgaatcaaa
tacttgatca
gtggaggatt
tgtgtetgec
aggtatcecct
ttgtacatca
gtagtctact
tttettecetg
gttttectag
ctgtggggte
ctettttett
aaaccaattce
tttagttcag
acctagttga
tcatgtgggce
attctggtat
aatttcatta
agggttttaga
attgtttttt
gtgatcaatt
ggtgtggata
ctgaatatct
aacatctcca
ctttatgaat
aaatctcacc
gaggtaattg
ctcatgagat
ctgcecaccat
tgtggaactg
ctttgtecage
aaaatgtgga
tcagaagaag
tttgcccaaa
ggaaatgagg
actggtggca
tttagggtat
gctgttaaag
gectgacaat
agaaatttca
tccaaggcat
tggagtgcag
cteetgoecte
cttettgtat
ctgacctcecat
ccatgecetgg
taggaggaaa
ggacttggtg
tcaggccacg
gocctacgtgt
gatgtatgga
tggaacctct
tctcaatggyg
gagtgatgga

gatattaget
actcagttta
gecatctattg
tttattgatt
ttgtagatta
tttgecataaa
aggttttggt
cttcctecaat
ggcagaatte
tattactgat
gttctgtett
tttatgtgca
agtggtaata
ctttattagt
ctggacteat
ctctgatttt
ccagttcttt
atttgatgca
gttgtatcgt
tttacacaaa
atgaatttct
atgattteag
ttagagtaca
attctataga
ttgttaattt
agtattattg
ctgggtgttce
ttgaattgta
aatcatgggt
ctgatagttt
gtgagatgtyg
tcagtecaatt
acgicataacayg
agtgactttg
ataggaaaat
atgctgatgyg
aacttgttgg
ttttgtcecet
ctggcagaag
ccattcagtt
graatagaaa
tgggtaacga
gtcagaggtg
tggtatgatc
agecettecaa
ttttagtaga
gatccaccca
ccatgtecaga
gaatggtttce
cecectgtgtet
acttcagagg
acacagaagt
aatgectgga
gctagggeag
geagtgeeta
tee

gtggggttgt
ttaagagttt

agctaatcat

tgecatatgtt
getttttaat
tcttecatcaa
getgatectg
tttttggact
agctgtgaat
ttaatttetyg
gggagggtgt
tagaggtgtt
tcceoeattgt
ctaactagag
tgatcettteg
ggttatttet
tagttgtgat
taaatttccece
tgttectecate
agtcattcag
tagtcttaat
ttcttgtgea
tgeccatgtgg
tatctatceag
tttgtctcga
tgttggagtc
ctgtgttggg
gctceccacaa
gcgggtcecttt
tataaagagg
atttteacct
aaatttettt
actaatagag
gaactgggta
gtgggaaatt
tgatgtggac
gaactggagc
gtcctagaga
atatttctaa
ttataaggga
agaaaatcca
ggagctgaat
tttttttttt
tecagetceact
gtagctggga
gacggggttt
ccteggecte
ggtcttgatg
ttgggctggg
cagcegetec
atgcaagcee
caagagttga
tgteocaggca
tgcagaaagg
gtggagtttt

cacagaaggc
ttaaatgaag
gtaggcttetg
gaactaacct
gtactgectgg
taatatttge
atgatgetgyg
aattataaca
tattctagte
agatcattat
acgtgtccag
tttaatattc
aatttctgag
gtettttttt
agtgttgttt
tgtcttectge
gttaggttgt
acttaacact
agttttaaag
gagcaggcgyg
ttctaatttg
tttgetgagg
tgatgagaag
gtccatttga
tgatctgtet
taagtcteott
tgctgatctg
ttctcacatg
cccatgetat
agtttecctg
tccatcatga
cttttgtaaa
gagagtggag
acaggcagag
ttggaacttc
aataatgtee
aaaggtgact
cttgtggaac
gcagcaaagce
ageagageat
attttectgag
gttaattatt
ttttccagayg
geaagctcety
ctacaggcat
caccatgtta
ccaaagtgot
gcagcectgce
cccagtgtece
agetgtgact
caagecettgy
ggtttgggaa
gaagtttgct
aaatgtggag
gaaaagagga

25860
25920
25980
26040
26100
26160
26220
26280
26340
26400
26460
26520
26580
26640
26700
26760
26820
26880
26940
27000
27060
27120
27180
27240
27300
27360
27420
27480
27540
27600
27660
27720
27780
27840
27900
27960
28020
28080
28140
28200
28260
28320
28380
28440
28500
28560
2B620
28680
28740
28800
28860
28920
28980
298040
238100
29133

<210>3

<211> 22485

<212> ADN
<213> Homo sapiens
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<220>

<221>gen

<222> (1)..(22485)

<223> gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (7391)..(7552)

<223> exdn 1 - gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa
<222> (7453)..(7455)
<223> codén de partida ATG

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (15809)..(16079)

<223> exdn 2 - gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (19536)..(19817)

<223> exdn 3 - gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (20515)..(20624)

<223> exbn 4 - gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (21097)..(21121)

<223> exdn 5 - gen HLA-DRB1*010101

<220>

<221> caracteristica diversa

<222> (21750)..(22085)

<223> exbn 6 - gen HLA-DRB1*010101

<400> 3

cttgttaact
taagaggaat
aaactaaaaa
gaatggaaga
aaggaactca
tgygcaaagd
tteceetecta
ctttggaagg
gggaacacaa
ggataaacag
ctgtgeceatt
atticagecaa
tatctaggte
gcaattagta
tgggcacagt
agaccatect
gecatggtegt
gaacccagga

actattgtat
tctgcaatat
gecttttgcat
aaatatttgc
tacaactcaa
acttgaacaqg
atcatatatt
aattaggtct
attggtttct
gatcaatttc
taaaggccat
tgtcatccat
atggctgtaa
tcagcaatac
ggctcacgcce
agccaacatg
gtgcacctgt
ggcagaggtt

tctetgette
ttgtcttcet
agcaaagaaa
aaaccatata
gagcaaaaca
atatgtettyg
aaatcctaag
agagtctate
gatagtgtaa
ttcttaccat
aktagtatte
cgaggaactt
gtctacaagt
cactgaagga
tgtaatccea
gtgaaaccce
agtcecaget
gcagttagtce

tatgagcttg
gtaactggct
acaataaaca
tttgataagg
accaaccaaa
gaaaaagatg
ccececaatatt
tagataaaca
agttattaag
ggagggagga
atcagagttyg
tgggtggage
gaaaaaacca
aacgttgaca
gcactttggg
atctccacta

actcgggagg
aagatcacgg
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agtakttttag
tatttcacte
gaatgaaaag
ggttaattte
caaacaagct
ttatagacta
ataggattag
ctccaattaa
gaaaaataat
tatgtatect
ataggaccct
cagtctttge
tggtcaatat
gttaaaataa
aggccaaggt
aaaatacaaa
ctgaggcagg
cactgcactc

ttacctcata
agecataagey
ataacctgca
aaaaatgtat
gattaaaaaa
aatgtttgty
aaggtgggec
ttgeccatat
aacaataaat
caacagaaga
ttcetgtaag
accatggeac
taatgatatt
tttaggaggce
caagagatag
aattagctgg
agaatagecct
cageetggea

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080



acagagccag
gtgtttaaat
cagaaccagt
aacttgtaat
cttatattat
atggcttaga
catctettta
acccaaatca
atcttgctgyg
tagtgtggtt
gtttgacagg
gecacacacat
agtttacttt
taaaagattt
ggacagattg
actgcagtca
ggcetatttt
tagaaagata
gaattctagt
gagccaaaga
tggtgtaatg
gaaagggtcce
ttcaggatac
ttgteatttt
agcagtggtt
gacattctat
ttgcaagctt
gacattctgt
gattttacct
gtttcattca
aaaccaattt
acagcagagt
cctgtacgat
ttgaatattg
agtgtgtcgc
gtaaaaaacg
cacagtatte
tttgccagac
tttataaatt
ttgttactca
aaatataaat
atttetette
catttatcct
ttagttaatt
gcaattgcac
ctcaaatcca
gaaatatatt
cttygcactac
ggaatgttga
tcettatgta
ggggaatett
gttgeceatte
aaaataattt
tacaacagta
tgacagaaaa
attectggct
cttctcttgt
teatgectgt
tctgagtaca
geatggtgag
aactgtggta

actectgtcectc
cctgttctgg
tgcttttaga
agcaataaag
cttetgctgt
ttatttttta
aggtcaaate
tctttageat
tgtaacccct
cttatgctte
cacacagggt
aagttgattt
ttcaagataa
tattatttat
caaagaggtt
ctggggagty
ggactggata
aatcaaaaga
tgttttetet
atgacatttyg
attggegeta
tatcaagtgt
atatctteca
ttctttagat
gctttetgaa
gataaccagg
tcagccttac
aatcctacca
gtttagtccet
tcaagaccag
aattgccatt
tgagaggatt
tgatgatttg
aaggaaagtg
ctttaaaatt
cttcacacag
atcececctcetg
attgaacctg
acccagtcta
taaatgtata
ttgtatgatt
aactatattt
gtaataataa
agtaaattac
aattgtcaat
gggacttcta
tttccaaagt
ttcgtgctga
ggetgttgtt
acataaacgce
ttgaaggaac
actaaaagaa
tagtataagyg
gagcctgagyg
actctgettt
cccattatga
tttatcataa
aatccecagea
aagcaaaatg
tatcccaacce
gggtgtgaat
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aaaaaaaaaa
agagaaaata
actgattctt
attecctecact
ggttattata
ctagctggta
caaaattgtg
ctctagatgg
tgaatgacca
atttttctea
aggaagagat
tatttaggta
taaattgtct
tttaaataaa
ggtacagctc
ggctagtgga
gatagttgga
aaattctttg
atatgcaatg
gaagttaaag
ccaaagtkttc
gatgaatact
tgctgagaag
ataaggatta
aactcctgag
gettgetgat
tgecaagtgag
atgtcaacct
gagaatgctg
agaccatgeca
tcctcaggaa
cttetcttgt
gtgacagttyg
tgagatatat
caggtaggac
tttttagect
taggatgcaa
ctggtgectt
ccgtatttca
aaacatacag
tatgaatagce
tagtacatte
ggtgaacctt
gatttcctat
agtactgaat
ccecaacetct
aaacgagaca
gaaattagaa
atctttaata
aaactgtgtce
tagcattgct
gtagtcttac
gacataattc
ggtttggaat
aaaataatta
tctcctecatt
agggagatat
ctttgggagg
ctecaaaaatt
ctagaaacac
taatgcagaa

aaaagaaaaa
aacccatgece
gttatgettt
tctggaaaaa
aagtattttc
cettttttet
aactatggac
atacttaata
catgaccaac
gaattgctgt
gteatgacaa
aaatgttgtt
gcaaggatga
ataagcaaca
aacaggttca
gcaccaaaat
tacttaccac
tacttacaat
gcaagecakttc
aagtectgte
ttaatggagg
aataaggcct
aaactggttc
gtaatctgct
aacattttgt
agccaaaaaa
ccccattetg
gectgttgtt
ggatttattt
acttcegtac
ataagctctc
tttecagtgea
ctacattgtt
aatttaaaga
tectcactga
cttgtottte
ggtgecatct
aatcttggac
tcacagecaca
aatttagtte
gtgtcaaatt
ttgatgtaga
agcttecktt
tatcaaatga
tatcactgta
ccaagaaate
ctatttttat
atgatgattg
agaaggagat
atttccagag
acacagtatc
tgatttgcac
tectttagaaa
cacatatata
atattttatg
tgtttgaggce
aagaagactt
ccgagttaca
gctgaagaaa
taaggcacac
ctttatetgt

34

aagaaaaaaa
tatgtatttt
tttgttttte
ctcaaaaatt
ctetggttaa
tattctaaca
actgacaggg
gtaccaagtt
acagggatgc
atgatactga
aaggattagce
aacataaata
gctattagaa
aaccaggcac
tcaatgtctt
gaaattttga
agcacaatta
attagtagaa
tgttataaaa
aactgaccta
acattgctga
ctaaatggceca
tgtttatcca
ttttacttta
gactgcttgg
gcctattttt
tgacaatcgyg
cagcaaaagt
cctgtaaaac
ggaaaaccac
gtatttgaca
aaagttcage
tagccetgaac
agcatatetyg
tgaatgggat
caccttetac
tggaagtyga
ttchcagect
aataaactaa
attgececattg
tatataaaca
attacttatt
cctagattac
aatgtgatat
gtgtaggaac
ttcaacttte
tetattectga
agagtaataa
ttgtgcagga
gagagtaacc
taceccaaag
agecatgaat
ttgaatgtga
atacettggt
tgaagagtgt
tatggeeett
tgctggeegyg
attctgagaa
ttttagteat
aaggaaggag
atagttgtac

aaagaattta
gectcagtgy
atagctttag
tctaataatce
taatatagct
gttgactaga
ttttgtttge
ttacaccttt
tagcaatagt
gagttgettt
taattctttt
agtactagta
aaataactgg
acacttcaca
cactgtccac
aaaataacct
acataagage
aggcctatgg
cagctaagtt
gatagtgtca
gattttactg
cagtttictyg
tttattgtta
aattcecagat
acaagtgaca
ccaaaatgtg
taggactcaa
ctgtgecttct
caagcctatg
tttettecag
cctcteacac
ctagagatca
tatgcttata
ttatagttta
taaggccctt
catgtgagaa
gagcatgecce
ccatgtatte
gacaacatct
goecatttttt
aattttgaaa
tttgcctetg
cacaccacaa
tcteotggtt
acagtttgtt
cacattaaca
aatgatcaaa
accggagtta
gctatgggty
atgatgatga
tetataaaat
taaagggata
ggtagtataa
tcaatagagt
tcaatcecte
tactattcca
atgcactgge
ttgctacaat
ttttattgca
tgtgtatcag
tttgaagtcc

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1820
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3860
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740



attctgaatc
gaattatatg
gggttectgtt
aactgagtct
acctctgcct
caggcatgea
ttcaccatgt
ccteccaaag
atatattecce
aatgaggaaa
taattatttt
tatttecacgt
acagagtace
caggttetgt
aggggagggy
atagaatatc
aaattaaaat
acagggtttg
tcctaataag
acagaagacg
tctttetecag
tttgaaagaa
ttatctectet
ttcatattgt
agggatectga
aagtaaagac
aatcttcaca
attaatttgg
ggcttecaggce
ctgtecaacag
cacagttgac
attgcacata
acttggggac
taacaaactt
ttaaactcgce
tccocttgagge
gtgecectteat
tggtgcaata
tttactccta
atgaatactc
aacaataggg
aattaaaaca
ctgaccagcg
tacccaatce
agaggggtca
ctgttctecea
gtgacactga
acattgtggg
cccaggecat
tatggatcec
ctgtgtaaag
tgcatcacat
ctcatacage
gaaaattttyg
ctccacagga
tccccattgt
tagcatatgt
aaatccctag
atttatgagg
gatactcctce
taatetttta

ttagatgcta
tttaaaatta
tectgaacat
cactctateg
cctggaatca
ccaccacacec
gggeeaggct
tgetgggatt
ttatgataaa
tcctaatggg
aaaactattg
agtttetttt
aaagagadaa
gatgececac
gagtgtatga
acaaggcaaa
tgctaatgaa
agagcagaca
cectgggagcg
gcecaccecect
ggatgttcoct
gagaaatatg
tgttecctga
tcaaacacac
ggtgacatac
agggatagga
atttatgttg
ggaactaata
ggtcectecca
ctgactttga
cttatcacat
ggtggccect
agcatcagga
tecattteot
tagtcaacag
atccacagaa
tttaactgtg
aggaccagat
agcacactca
ttacaaggcect
acacaattaa
atcctttaaa
actgatgatg
acgagcaagg
tagttctcce
gcatggtgtg
tggtgctgag
tgctgaccta
gtcecttaag
aaattatttc
ggcctttgta
gtcctcaggg
acttcecttt
tgggagtcaa
cetatggtgt
tEtcectttett
aggttetctg
atctgaaact
tattcattgg
aagaacttaa
taacctttct
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catttatata
tatgattaca
tctgtaacgt
accagactgg
agcaattete
cagctgattt
ggtttcaaac
acaggcatga
acaagagaag
aaccaggaat
ggggaaatte
ctatattccc
attttaaage
aagccacaaa
atagggtgtg
tggaggcagg
gtttegggea
accggtctga
ctatgggaga
gaagecagccea
tgctgagaaa
gctctgttcce
acattgctgt
atgctctaca
atcctectcea
aatcacaagyg
agagattgca
aacgtecatg
ttocggggteoco
gtcettgate
tgttagggta
gcaagceget
gatacacttyg
ttaacttact
ctatcattct
tcacagcatt
agacatgaag
taaaagtcte
cacactcact
caaatttgtg
ggtgttttac
gaaggaaatt
ctattgtace
aaatcagtaa
tgagtgagac
tckgaagtte
ctccecactyg
ctatggggtg
aaagtgtgac
caccacaaat
caggceatgt
tctttagagg
atcatgttga
aggaattcaa
tggeecctet
ttttttetga
acagaagtta
gacatcttta
tgcctectcet
ggcatcetot
atacttgttt

aatataaagc
ttaactgatg
attagttage
agtgcagtgg
gtgcttcage
ttgtattttt
tcctgaccte
cecactgtgt
tggaacagta
gagggattga
agccagatat
taagtgtcgg
tgggtgtecc
accagcaagt
ggtcacagag
gegagatcac
ccattgtcat
tcaaaaattt
ctggggttta
ttteagaggce
aagaattcag
acgtggctcea
tatcetgtte
aacaatttgt
gattacaaag
gtattgattg
gtaaagacag
aaatcttcac
ctgacttccc
ggteteteayg
agtgcataca
tgectgtgtg
aaaaaaccct
aaagaatctc
gtcatatcaa
ttccagtatt
taattttcce
ctgatttgca
cctgecaaaca
aacacatcac
acgcaactgg
gtttcagaaa
cagatgctga
cttetteecot
tcacetgctce
cctggagget
getttggetg
gggaaaaaag
attttettea
ggaacttgge
tttactttaa
atttagaaat
cttatgtcag
agagtctcte
tcctcatatg
actccagtgt
tacttagtge
gtacttggag
tgateggtet
gaaaaactgy
ctectgeatyg
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ataataagta
taattcatag
aaagtectttt
catgcteoceg
ctcectgagta
tctgttagta
aagtggtccea
cctgecagca
aagggccata
acactcttea
caggcaaaat
coggtetgag
caggagacgt
ttttattagt
atecacatgct
aggaccacag
tgataacatc
attaggeggg
tttcatccct
ctaaccteag
cgatatttet
ccagtagtea
ttttktcaag
gcagttaaca
atgacaggat
gggaagtgaa
gtgtaagaaa
aatctatgtt
gcaacaaaaa
accectgaat
aaggcaactt
tgttctggag
ttttactcag
tacctgtaaa
cagatacteg
gaaagacctg
aagtctacaa
accatgttee
attetcttgt
tgaccagcac
ttcaaacctt
aggaccttca
ttegttctee
ataatttgga
ctctggecece
cctgecatgge
gggacacccyg
ggagttgtgt
gggattgoece
tacttgecect
atctctacca
aaggatgcta
acgaaacaag
ctagacgatc
tgaggatgta
ttataaagec
teotttcttte
tcaccctaca
ctcagacccee
cecagattag
ctctaactag

tctaaatgta
atttteoecta
ttttttttga

.actcactgeca

gctgggatta
gagacaaggt
cceacctegg
aagtettett
gcctcaatca
¢ataaaatat
tcacceceecga
aaataaagyg
cacatgttgg
gattttcaaa
tcacaaggta
gaccggggcg
ttatcaggag
aatttecctea
aagcttgacc
ggaagtattce
cccatttget
gagtttaagg
gtgcccagat
caatcateac
taagagatta
agtgtccatga
ttataaaagt
cttctgccat
cagagttgtt
acttggatty
cagaccctee
ctgccactaa
attaaattat
taggtacaga
tggectgetge
aaagatcacg
cagtaagata
ctececatetee
caagtgggaa
agagctgget
tecaagtacta
tacagcatct
aacactagat
atgtgggtgg
tggtcctgte
agctctgaca
acgtaagtgc
taacattgtg
atctttatea
attcatgaga
ataaaacctt
aaataaattc
gttttgtttt
ctgtgttgte
ceoceagtggece
tgtatecceotyg
ttatggggaa
ggtaaagacc
tgaatacttg
tgecttattat
acatgacaga

4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
£340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
8760
5820
5880
5340
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400



agagattcaa
tcaaatacca
acgtggacat
ttgtcttact
cttaattage
gttgtecatca
ttgaaagaga
tgcagtggty
tectcagect
gattttgtta
aagcaatect
ccaggcaaaa
ctatetgtga
tcaccaggag
ttcttgettt
gcacacttat
ctatttgagt
acagacacta
tgaagaaaayg
atgcttagge
agtcgtgaag
gtgggaaatt
gaaatggaga
tagactctga
gacggagatt
aacctctgec
acaggtgecet
accatgttag
agtgctgaga
gagaagctac
cagagtcttyg
ctetgectec
ggtacatgcce
tgttagecag
gtgetgggat
tctagctact
agatcacagc
gataaagaca
taatggatta
caaataagtg
agtgggtggt
ggagcaatce
aggtatttat
gatacatagg
gctgagacag
.tggaaaatag
ggagggggaa
gcagtcaatg
tgaggacgag
gggttcaggg
aggacctgtg
tgtgcagtgc
ttattagtga
aaaatgaatc
ggcectatgaa
aacatataca
tttagtgetg
atgtcagcag
tgattetgee
acaattgcaa
atgtgagetg

ctaacatagg
gaaaattaat
tgttcacatc
ggggtettgt
catgtetget
tttocagaaa
taatttetet
tgatectagge
ccagagtage
gagatgagat
cctgececttag
agagatgaac
attcttette
gaggagtcta
ccaggatccc
ttttttcagc
aagatagaga
acccaataag
acatcaggtt
agctataact
atctaaagga
atgtggaagy
ggcagaagat
tggccatggt
tgttettgtt
tcectgggttce
gcgaccatac
ccaggetggt
ttacaggegt
tgtatggtta
ctctgttgcee
tgggttcecag
actacacctg
gatggtcttg
tacaggtgtg
ctgtggggat
agggaattct
gtgaaaacga
ctctaaaggy
gatggtggtyg
tggaaataaa
gaaggtcaat
gttggcggea
gagatggatt
agcecaggga
attattttca
gtgagaacgt
gagtatccag
gttaagggty
agcetgetgg
aaccagagat
tgactgctea
catagaatat
tggtoegecat
tttecagtatg
tctctggaat
gaaatcagac
atgeccttttg
ctatgtttte
aatcatgatg
cagttatagg
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ataaattata
aatgttcaaa
taatagggct
cctaaattte
tatctctacc
tetctaaaac
ctttttgaga
tcactgecaac
ggagactaca
tttgecatgt
cctcecaata
cttaatttaa
caactagaag
gtgtgatatc
tgcagtgate
agctactett
gagtccegac
catttaacaa
tgtgaaaaag
gagaaagtga
cgaaagttece
acagaaagaa
gaggtaggac
aaaaaaattg
gcccaggctg
aagtgattct
tecggecttatt
ctecaaactcc
gagccaccat
caaggacagt
caggctagat
caattctcet
gctaattttt
atctectgac
agccaccacyg
tggattgttg
ccagggaaaa
caaagtggac
ggtagaaaaa
tttattgaga
agttttgttt
ggcatttaag
tcagtacgtg
gtgtggagaa
tgctggagaa
aggagaaggg
gacagagaag
ggaggaaact
actattttaa
atctaaagga
actgagttat
tgcaaaaggt
gccagttatt
cggtatatge
caatttecaat
ctaaaattga
tgcagtttaa
tgtgaggtte
agaatgacaa
aagatgctag
gattataaaa

cgaaattecta
ctatatacte
gaaagtcaat
ataggttcac
tcecagtttet
ttgcaaagat

cagggcttgg
ctotgetteco

ggcaggcaaa
tgecceagget
tgectaggatt
aaatttcctt
gaggagaaag
aaaatgaaag
agttcccaca
tactgggctc
tctecatggaa
agaagaaaat
agagacatgg
cattcagetg
agggagaatg
ggctagagygy
acagagagga
aattttattt
gagtgcaatg
cctgcoctcag
tttttgtatt
tgacctcaga
gcccaacctg
caatttatat
tgcagtggta
gcctcageet
tgtattttta
ctegtgatece
cccocggectat
ggtttcacaa
caggcttgty
agactaggca
tcaagcttat
taggaaaaac
aaatttgaga
agactcatgg
taatgtgtta
aaaagaagag
aacccaagag
agaggtcaat
caagtgetgg
ggattggace
gtagagagcet
aaagggctga
tattagcaag
cacacagaca
actctaggte
catgtaacat
aacgatcctg
gaggatataa
atctgageat
aggtatacta
ttctttatga
tggctittaga
gttaaaatgg
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ttrttgtaag
tgtgtagggt
gaagaagtcc
ccatcatgec
ctetattttt
ccttagcact
ttetgtcace
cacgctcaag
catgtgeage
gttcttaaac
atagatgtga
tttcttaaat
dagaagttty
agtgctggag
cecetgottta
cattctaagt
gttacacaag
gttagagaga
attcacttac
agacaacaaa
aatggggggg
actgaactat
agtcaggagce
tatttttatt
gegegatete
cttcoccaagt
tttagtagag
taatctacct
aattttattk
tegatttttt
caatctcage
c¢ccaagtagce
gtagagatgg
actccceteyg
attcaattat
gtggtcagga
gcttcataga
tgtattttty
tcetaaggat
tgtgggagga
tgatttatty
tgaggtgagg
aattccaggg
ggtacaggcc
aacataatayg
tgtggtgagt
gtttactgga
atttgaagag
teaggcaaqy
agaggctgaa
gaaatactag
atatttcaca
atgagaatag
tttgecagtga
ttgtatectgt
gtaaaaccca
atagaaagtc
cattattaga
aactaataga
accaaggaat
gaatgeattt

tcaaaaatag
taccgagacy
tggaaactec
ctcagcttte
ccccagetat
atgagatcca
caggctatag
tgatcctcce
taattttcat
tcctggacte
gccattgtygce
cactgtttct
cetgtattte
¢ttgatcece
ttcatgtaaa
tcaaatcatt
agtagaggayg
catagtgcac
tttggttcat
ataaatagac
aagctectggt
agcaagcaag
ctcatcatat
tattttttga
gacteactyge
agctgggatt
acagggtatc
ggctteoccaa
gaatagatat
tttcttgaga
tcactgcaac
tgagaccaca
ggtttcaceg
goccteccaaa
taaaattaat
agactattta
gtgcattagt
cttagettgt
tttgttttga
aatgatttga
acatttatgt
ccagggctte
agtggaagag
agcaaaggqgyg
gtgtaagtca
accactaaga
gttgatattt
caagtagaag
actgtgetet
gagaaggagg
agggtcecctg
cagccagtat
agtgataaat
ctgtgtacca
ggtgtttaaa
gtattagaaa
cctttettet
cataaaccag
agaacagaag
acaaaaaata
gagtgtttat

8460
8520
8580
8640
8700
B760
8820
8880
8940
2000
2060
9120
2180
9240
9300
2360
9420
2480
2540
9600
9660
9720
2780
2840
9900
2960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
109240
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060



tatgtgatca
ggattaaget
ttgacccaag
tctgteoeate
tatteatatg
aatgtatagg
tgcggtgget
gtcaggagat
aaaaattagc
aggagaatgg
ctcecagcectee
tatgtectgte
tttgtctage
atttcagata
ttatttgcea
atggaagceca
tgtaaagaaa
gcactecekct
agtctgactc
ttttettggt
gceaaggcetg
agttagttgg
agtggactag
tggtaaggca
gcactgtact
acaaatattt
agatatttte
cctteectece
caacaggggt
caatgtteag
getgaggetyg
ttteetttet
catctecagct
cccagtaget
agagatggdy
accecgetttg
actcacatct
ttcattataa
gtecaatgcaa
tttcataagt
cacaaatagt
ttcotacattt
cacaggatta
aaacatcaaa
catatgttta
cctttgacca
ttttaactga
tacgaggatc
aaatccaaaa
ccaatctaac
gttttttgaa
gtgocctecgg
gecttaacttg
agatcatect
taagctcttg
ggagtggaga
aggtcatcac
taaageccttt
ccoccaggagga
aggtcteccag
gtttttccac

gtgctaataa
attattaaat
gggaagaggt
attagtgagt
tactatgttg
agaaacttte
catgcctgta
gaagaccatc
tgggegtggt
catgaacctg
accectgggea
atggcatatg
aagttaggget
cacaactata
aatctgtcaa
cagecacagt
gtgcttagat
ctgccategt
acagtctggg
ttctcoettt
gaaatttgat
ggcattaaac
tggcagagaa
agggaatcag
gggaccagaa
ttcaatgcag
agatggttca
catcactctt
ttettetgat
aatagactcc
gaagcattgg
tttttgagat
cactacaacc
gggattacag
tttcaccatg
gtctcccoaaa
tttatacact
aaaactagac
gcectcaacatt
tgttggtcag
gatgctgetg
gatattatte
ttettaagtt
aatatgtaca
tatgtattga
cttaccctta
atttectgage
atagttttat
tectaacace
cttttaccct
gttcatcatc
ttttgtccaa
ttaagtcaca
attattctct
tgtgtttggt
ggtctgtttt
taaggaagtyg
aaatggtaaa
ggcggcgegg
aacaggctgg
ctggteeccoe
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gagtcatcat
gcatttgata
cacattttta
agtgacaata
tttettagag
atteattatg
atccecageac
ctggctaaca
ggtgtgcace
ggaggcggag
aaagagcgaa
ttgaagaaca
aggattgcca
atttactgaa
ccctacatga
gacagcgact
aatttaggga
ttctaaaggg
gacctgetea
ctgaggggac
gcctgetagt
aggaataaaa
attaagaaag
taaatcttgg
ttctacaaaa
ttekcagetg
cacccatgtt
gaggaacatg
atttaatgag
atcaccaacc
ttcacactgt
ggggtcttge
tctgectece
gtgcacceotg
ttgeccaggce
gtgctaggat
tactgececaa
agttgcataa
ttcatattta
cactatctct
caattatttt
acaatgtaaa
atttcttgteca
tagtgttata
aactacagaa
tcagatgaga
tttgtgaatt
tcteoettaaa
actcacgagg
cettecoccete
aattcaagct
acagacacac
tctgtaactg
gttetagaac
ttttggccat
ccegtgtttg
ttcacaggat
gggttgagay
gectgocggtge
aggcagggag
agaccecegt

ttaattttac
gattacaaaa
ttcagatttt
ctgtgtcetaa
tagtgggcaga
catttatcat
tttgggaggc
tggtgaaacc
tgtagtceccea
cttgeagtga
actcegtete
caaggaagta
aataaaatac
aatccaaatg
gacacatgag
tcacacatgt
taaaaagata
caaagagaga
tgectttgaaa
ttgactacaa
attgttggga
tagctgtggt
aagatgatgt
ttectgaacaa
catccgtttt
ctecataact
tettacceag
tggeaatgtt
cagaagccag
aagatttatc
gctctttctg
tectgtecgeec
aggttcaage
ccatgecoceogg
tggtctcgaa
tacacgeatyg
ttcagttett
attcaaccac
ttttttgect
attaacttte
tcactaacat
atgcttetat
tttteoacact
cataggtgta
gcacatgtca
tttgecaaat
tagaaatgca
actettcaat
cttttcaaca
agecctetetg
tttgtacatg
aggctccact
tcactcttet
tececacactte
cactttcact
gattcctaga
gaaagcggtg
aaggagcaaa
tggacggatce
ggggtcccaa
ccgcctcaga
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acttaacaat
aggcttacey
ctgattctag
attatcgaca
gattcagggce
tttaaaagtt
caaggcggge
tegtetetac
gctacttggg
gctgagatceg
aaaaaaaaaa
ttaaatcact
aggtttctag
taacttggea
catggattac
ttatttttta
gacattgttt
tttccacagg
ctgtctgtat
aactgagagt
atggygagact
tgtgattecat
gagagataaa
gttcatttte
atgtaagacc
aatagtgact
ggacagttca
agaataattt
ggacactgcet
tegtcocaaaa
aaaaatgtag
agactggagt
gattcteetyg
ctaatttttt
ctectgaget
agccaccgcg
tatggtttat
ttacttgttyg
tatgcaatat
aacagtttge
gcctcagatt
ttatteattt
tcaaccaaac
tatttacaca
ccaataagag
gagttttggg
actgaaagtt
actttccceat
cctggettct
ctttagtgaa
ggattteccta
ctgececety
ctggcaccct
tgaaatttct
getecttaaag
ggcagecgcag
cgtgetgttt
gtgcectttgg
ctectececage
aagccttggg
aagacagagg

aatcctgtga
ttggtaaaaa
agtttgagag
gaatttctga
tgctagttcce
ctaggctggg
agatcacgag
taaaaataca
aggctgaggce
tgccactgca
aaaagttcta
ccttctgagg
ttazaatctga
tcctectgatt
ggtgttaccc
actttetete
gatccaggat
tcttactecac
gagaatgtca
tetacctetg
gaaataaatg
tactacaatt
ttatatgatt
tggaaagata
aagattttca
tattcaacac
ccaccectoe
ttggttgtca
agagaaccca
tgtcaatagt
actegetttt
gcagtggctc
tctecagecte
gtattttagt
caggcaatcc
ccocggcctag
ttttgettgt
aatccattta
tgttcaacat
ccttetaagt
tctgtagtga
cacttttacc
ataaagacaa
catatatgea
ctctgagaca
aacaaatttc
tgtggacatt
tgtctttagt
tgtgatttct
ctttgtteta
aacctgaaat
gctecacacet
aaaggaattg
cattectgte
cteeeccage
geectggeaca
aaggaaaggyg
ggtggaggct
tcctgectgg
atcagaggta
atgagcccct

12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720



gggctgegtyg
ctgtaaccgg
tecatttctte
ggagtacgtg
gecctgatgee
ggacacctac
tgagcgegge
tgtgtgtgtg
agagagegec
cacaggtgtyg
ggcaggaggg
ggtgctgggg
aagggaaatg
aaggaaggtt
catgtaatet
taggggaatt
ctagttttet
tttttgaatt
gttacttttt
tttettacac
tacatgtgece
cctaatgeta
cttectgtgt
tteggttttt
cectacaaag
gtgccacatt
tgctattgtg
tttataatcec
ttetagatee
ceaccaacag
tgacttttta
ttgecaattct
aatgtcttct
tgttttttte
atatgagtag
agtttettt:
ttttgttgee
aatggtattg
tttaatccat
cctttattat
tatttttttg
tactgctctg
tctettatet
gattattaac
tttgaaaatt
aaatgttaat
ccaggtttet
gatttcecta
tcattctgga
gcoctgggaga
gttecettaat
agaatcattt
gtgtgagtgce
cteegteect
gatgataaat
gagtgagaag
tttacttgca
attggagaga
ggcagacctt
ctgtacttte
gccaaacata

ttgtecggggt
atcgttettg
aacgggacygg
cgettegaca
gagtactgga
tgcagacaca
gcggggcegagyg
tgtgtgtgtg
atctgtgage
tgtgtagagt
ggetgettct
getggagaga
tatggagtgt
tgggataatg
ctgaaataaa
gagtagacct
gttttcttag
aaagtttgaa
aaatatataa
tttaagtttt
atgttggtgt
tceocteccca
ccatgtgtte
tgtcettgec
gacatgaact
ttettaatee
aatagtgccyg
ttgggttata
ctgaggaate
ggtaaaagtg
atgatcgeca
ctgatggoca
tttgagaagt
ttgtaaattt
attgcaaaaa
gctgtgcaga
attgcttttg
cctaggtttt
cttgaattaa
gacattcace
atttgtaatt
ctctacgaat
ttagggcetta
actttattga
ctttteeatg
taatgattea
cctteocttet
ggcataagea
aagaaaaatc
tgcattgatce
ctttetetet
ctgtcetgtec
atggcagtag
ttetctatec
aggtgccaag
ctttctgacce
ttaatcctea
aagttgagac
ggatttgaac
aaagatttgt
atttttcaca
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tgcgggtgag
teeeccccage
agcgggtgeg
gcgacgtgag
acagccagaa
actacggggt
geectgagteco
tgtgtatetyg
atttagaate
gtggatttat
tattcttgga
gaggcgacct
gtggttgggg
tgaagaggcc
agtgtagtact
ctgaggcacce
tgttatattt
aacactgtta
tagttatgac
agggtacatg
getgcacccea
ccococcaco
tcactgttea
atagtttgcet
cattcttttt
agtctatcat
caataaacat
tacccagtaa
gecacactga
ttectattte
ttctaactgg
gtgatgatga
gtetgtteat
gtttgagttc
ttttetecca
agectctttag
gtgttttaga
cttctagggt
tttttgtata
aatagttgaa
attttgaatt
tacctgttgt
gtatttttct
tatttgatte
ttaagaattt
caaactagcect
taaaaaaaaa
ctcecaagtaa
attttacagt
agctaaatgt
getttaggaa
cacctteeca
tattcctaaa
acattgettt
tggagaacec
tcataaattyg
tataacctea
acaaaagaat
caggcaacct
aaacgctttyg
atatctctca

gccagatagt
acgtttettg
gtteoctggac
ggagtaccgg
ggacctcetyg
tggtgagagce
ctgtgagcgyg
tgtgagagag
ctetetatec
cocgtagtotgt
gacttetgtg
tgattgtcte
tgaaggtita
agtttcagac
gtttgtttgt
tctaaagett
ttacatagtt
ctattttatct
acaaattacc
tgcacaacgt
ttaactegte
ccacaacagg
attcecacct
gagaatgatg
tgtagctgea
tgttggacat
acatgtgeat
tgggatgget
cttecacaat
tccacatcoct
tgtgagatgg
geatttttte
gtcetttgeco
attgcagatt
ttctgtaggt
tttaattaga
catgaagttce
ttttatggtt
agcaaattac
aatgtatgtt
attttgacct
atttggtagy
cagtgacttt
agtattttct
gaacattttt
caagtctace
tgtatttatt
tgagtceccecag
gataageccta
aaatataaga
tcatgctttc
ggagcataac
aatccatatt
aaatcatatt
aagtgtgacg
aaggctatcg
agaggtaaat
caaaaactect
ggctcagaay
acaatgcatyg
aatctaatgg

38

gtettececeg
gagcaggtta
agatacttct
gcggtgacygg
gagcagaage
ttcacagtge
agaatctgag
agagagagag
tgagcaagga
gaggctgttg
gggaggtgac
gggtccttag
ggggaggaga
tgtcecectgge
aaaagcatta
ctttaggtat
gaaatgactg
ataatgctaa
tcactttett
gcaggtttgt
atttaacatt
ceccecagtgtyg
atgagtgaga
gtttcecagcet
tagtattcea
ttgggttggt
atgtetttat
gggtcaaatyg
gattgaacta
ctccagcacce
tatctcattg
atgtgtettt
cacttttiga
ctggatatta
tgcctettea
tccecatttgt
ttgeccatge
tcaggtctaa
gtecactttee
tetggttaat
atttattgge
taatggacaa
gtgggtttgt
ccagtttgtyg
atttaataaa
attttgtagt
gagagtatgc
acactgectt
ataatagtta
actttcaaaa
ttaggaactt
catttctgtyg
cagtttcete
tttetetcaa
ageectetea
taattcattc
taatataatt
tccaggatca
tcagttttaa
tcaatttcaa
gtcececcacta

gaggeegett
aacatgagtg
atcaccaaga
agctggygeg
gggccegeggt
agcggcgagyg
tgtgtgtgtyg
agagagagad
gttetgeggg
tgggagggga
aagggaggtg
agatgcaagg
gctgaggggt
acacaccctt
gattaactte
aaatttcttg
tgaaactaac
taatttcata
tgttttttet
tacatatgta
aggtatatct
tgatgttece
acatgeggtg
tecatccatgt
tagtgtatat
tcecaagtctt
agcagcatga
gtatttctag
gtttagagtc
tgttgcttee
tggttttgat
tggcetgeata
tggagtattt
geectttgte
ctetgatggt
ccattttgge
ctatgtcectg
catttaagte
ccattgatga
ttttgattta
cagttgtaat
tgatctattg
tgtactgtaa
gtatgtatat
atatattgea
attgatgtct
tagtgtcaqag
gatccaaatg
tacttgtttt
ctaaaatgac
aaagatttgg
gtgttctaag
atgtgeccta
ggtgtacaag
cagtagaatg
ttttatatat
atcectccatt
accagtaaaa
ttaccacact
gctatgaaga
taaagattaa

15780
15840
15800
15960
16020
16080
16140
16200
16260
16320
16380
16440
16500
16560
16620
16680
16740
16800
16860
16920
16980
17040
17100
17160
17220
17280
17340
17400
17460
17520
17580
17640
17700
17760
17820
17880
17940
18000
18060
18120
18180
18240
18300
18360
18420
18480
18540
18600
18660
18720
18780
18840
18200
18960
19020
19080
123140
138200
15260
12320
1938¢



attccagget
ccagagecta
gcatgactta
tgcaaagace
tecaggeage
gtccacagge
agttceteogg
tctcacagtg
gegaacttta
ctcecacgtte
gaaacacctg
ttttgaacet
ctgectetgy
tgagaagagg
cttttattag
ttcatcagat
actgaacctt
tttagttctt
attaaagagg
ggtctgaatce
tettecttag
tagctgactyg
ctcagcatat
gcaaatcceag
cagagataac
aggaagagca
catgggtcac
agagaactct
ccatatcett
ggtaatacct
catgtaatce
accagectga
gggcgtggtg
tggaacceay
gtgacagagt
tttcecctaga
ggatccaaat
cctgtgetet
cagtgctetce
gaaaacaaca
tcaaggaaga
ttetteocaca
aaaatgtcect
tggcagccecce
tgcatcbgta
gagttaaaaa
tgaagattat
gtgeatatagt
atgctgtatg
taaaaaggtyg
catgagatga
attgtgtgte

<210>4
<211>15
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Ligador Sintético Gly-Ser

gatgacactg
ggtttacaga
tteecctctac
cageccectge
attgaagtca
ctgatccaga
agtggagagg
gaatggagtg
ctaatecectg
tecatctecat
taccccetgy
ccecatgaty
gtctgagact
agaagtatag
atctgtcact
gttgaagtecc
gtaactgttc
gcagagcagc
ttccatttgg
tgcacagage
ggecgggetg
tctecatacg
gaatggccct
aaatcatcag
agaaagatta
actaaagcta
atggtetgtt
caggtgggag
taagtgtata
tttecatecte
cagcactttg
ccaacgtggt
gtgtgcgect
gaggcagagg
gagaccceat
atgatggtag
ttctgatcag
gcaggagtat
atctgagtce
ctttettgeg
accttctgce
agagagacct
ccettgtage
tecatcttcoca
ctectgetgt
tegtetggte
ttececgatag
taaataggtt
acataaatgc
atgcataaaa
taaaccagct
tataactgta
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tgaggccaca
gaagcagaca
cttgttttet
ageaccacaa
ggtggttceg
atggagactg
tttacacctg
agcagcttte
agtatcaggce
cagcacaggt
ggaagcagte
tcacaagtceyg
gagtttctygg
ggaccttect
ctaggcaact
tgtcttacat
agtagtgattt
cttctttecte
gataaaaatc
aagatgctga
ttcatctact
cttttetgga
ggataaagcce
tgeatggttg
acaggtatag
atacaattac
tetgeteecte
atctagagct
tcttctecttt
tttaagaaac
ggaggccgag
gaaaceccegt
gtaatcccag
ttgcagtgag
ctcaaaaaaa
aggtaataag
gcaatttaca
tgactcatgg
ttgaaagagg
tetetgeagg
ccagctttge
ttctecggac
tgceteaget
agttttgtge
gccacaaaca
atttggcceceo
aataatggtt
gatttagaca
acaattttta
actgagaaca
agcaagtcaa
aattagtata

tggccagetg
asaagctaaa
cetagtctat
cetectggte
gaacggccag
gaccttccecag
ccaagtggag
tgacttecata
ttctectatce
cactggygggyg
atgcctacca
gggtcacctyg
tactgttgct
gacatgaggg
acttaacctce
caaggctgta
gaaaaccttt
attttcaaag
actaaacctg
gtggagtcag
tcaggaatca
ggaggaacta
tctectactee
ctatgtcaaa
gtgctttggt
actggatect
tctgeecctag
gggacattgt
ttecctaggac
agatttggag
gcgggcgaat
ctctactaaa
ctactecagga
ccgagattygg
caaaaaaaag
gcatgagaca
ccagaactce
agacttcaga
gcaaaataaa
attcctgage
aggatgaaac
ctggttgeta
cgtacctttyg
tecectttac
cattacatta
aaggacaaasa
ttcatggata
ttttacacta
cttgtcaatt
gactataaga
tcagaactet
tagttttteca

39

tgetggagge
caaggagact
cctgaggtga
tgctctgtga
gaagagaaga
accctggtga
cacccaagcc
aatttctcac
ccacatccta
tageecetgta
ggcagygagag
ctgtectgtgg
ctgagtegtt
gagtccaate
attgggtcete
atatttgaat
ctcaagaaat
ctctgaatct
gcktecetcte
gggcttcgtg
gaaaggtgag
tggctttgcet
caaatgacct
gcataatagc
tgagatcgtg
gtgacagaca
ctggtgtggg
gttggaggac
actctggact
gccaggogcea
catgaggtca
aatacaaaaa
ggocaaggea
gccactgeac
adaagaaagaa
gaagtaatag
tecectetecac
acttgttttt
ctgttagtag
tgaagtgaag
acttceceege
ctggttcage
gectgaagtce
ctaatgcectte
ttaaatgttt
aataaaaaga
tgtcataagt
caggcatata
taaaaagtaa
actgaaacaa
ttctecaacce
ttcea

ctgcteaagy
tactetgtet
ctgtgtatcce
atggtttecta
ctggggtggt
tgctggaaac
tgacgagecc
ccaccaagac
tttteatttyg
atactttcta
getgtececte
gcteocaggeco
tgttgtaatc
tcagectecge
aggctttety
gagtttgatg
ggtcagttat
caaggtgtca
tcaggagcac
ctgggcctge
gagcctttgg
gaagttggtt
ccaatgttct
ttgtggccta
gagcaaatta
cttcacactt
ttgtggtgte
agatttgctt
tcagccaaca
atggctcacg
ggagttcgag
aaaatcagtc
ggagaatcge
teecagectag
acagatttce
caaagacatt
ttagaaaagg
cttettectg
agccaggtet
atgaccacat
ttggctetca
agctetgcag
ccagcattaa
ctgectecea
ctcaaacaty
aaagaaaaag
atgtgagata
tcaaaacttce
acctaacgtt
acttggcaaa
cgtectacaat

19440
19500
19560
19620
19680
159740
19800
19860
19920
15980
20040
20100
20160
20220
20280
20340
20400
20460
20520
20580
20640
20700
20760
20820
20880
20940
21000
21060
21120
21180
21240
21300
21360
21420
21480
21540
21600
21660
21720
21780
21840
21900
21960
22020
22080
22140
22200
22260
22320
22380
22440
22485
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<400> 4

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210>5

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 5

cattgagaca gagcgcctgg cacagaagcea g 31
<210>6

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 6

ggatgacgtg agtaaacctg aatctttgga gtacgc 36
<210>7

<211> 24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400>7

ttcttcaacg ggacggagceg gatg 24
<210>8

<211>24

<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 8

ctgcactgtg aagctctcac caac 24
<210>9

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400>9

ctccaagcecc tctcccagag 20
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<210> 10

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Cebador sintético

<400> 10
atgtgcctta cagaggccce

<210> 11

<211>10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 11

Gly Leu Ser Pro Thr Val Trp Leu Ser Val
1 5 10

<210> 12

<211>9

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 12

Trp Leu Ser Leu Leu Val Pro Phe Val
1 5

<210> 13

<211>8

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 13

Ile Leu Ser Pro Phe Leu Pro Leu
1 5

<210> 14

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 14

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

1 5 10
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<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 15

Arg Gly Leu Tyr Phe Pro Ala Gly Gly Ser Ser Ser Gly

1 5

<210> 16

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

10

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 16

Met Gln Trp Asn Ser Thr Thr Phe His Gln Thr Leu Gln Asp Pro Arg

1 5

10

Val Arg Gly Leu Tyr Phe Pro Ala Gly Gly

20

<210> 17

<211> 15

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

25

<223> Descripcion de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 17

15

Thr Ser Leu Asn Phe Leu Gly Gly Thr Thr Val Cys Leu Gly Gln

<210> 18

<211> 21

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

1

o

<223> Descripcién de la secuencia artificial: Péptido sintético

<400> 18

Ser Leu Leu Val Pro Phe Val Glmn Trp Fhe Val Gly Leu Ser Pro Thr

1 5

Val Trp Leu Ser Val
20
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REIVINDICACIONES

1. Ratén transgénico que tiene genes enddégenos no funcionales de H2 clase | y de H2 clase Il, que comprende un
transgén funcional de HLA-A2 y un transgén funcional de HLA-DR1, en el que dicho transgén de HLA-A2 es una
monocadena que comprende la beta 2 microglobulina humana enlazada covalentemente a la cadena pesada de
HLA-A2.

2. Ratén transgénico segun la reivindicacion 1, en el que el transgén de HLA-A2 comprende la secuencia de HLA-A2
proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n° 1, y el transgén de HLA-DR1 comprende la secuencia de
HLA-DR1 proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n® 2y SEC ID n® 3.

3. Método para identificar simultdneamente la presencia de uno o mas epitopos en un antigeno o grupo de
antigenos candidatos, en el que el epitopo provoca una respuesta humoral especifica, una respuesta restringida a
HLA-DR1 de TH, y/o una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL, comprendiendo el método:

administrar el antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos al ratén de la reivindicacion 1 o 2;
analizar una respuesta humoral especifica en el raton frente al antigeno;

analizar una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el raton frente al antigeno; y

analizar una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el raton frente al antigeno;

ooy

en el que

la observacion de una respuesta humoral especifica en el ratén frente al antigeno identifica un epitopo que provoca
una respuesta humoral en el antigeno;

la observacién de una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el raton frente al antigeno identifica un epitopo
que provoca una respuesta restringida a HLA-DR1 de TH en el antigeno; y

la observaciéon de una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el ratdn frente al antigeno identifica un epitopo
que provoca una respuesta restringida a HLA-A2 de CTRL en el antigeno.

4. Método segun la reivindicacion 3, que comprende ademas analizar una respuesta especifica de Th1 en el ratén
frente al antigeno y analizar una respuesta especifica de Th2 en el ratdn frente al antigeno; en el que

la observacion de una respuesta especifica de Th1 en el ratén frente al antigeno identifica un epitopo que provoca
una respuesta especifica de Th1 en el raton frente al antigeno; y

la observacion de una respuesta especifica de Th2 en el ratén frente al antigeno identifica un epitopo que provoca
una respuesta especifica de Th2 en el raton frente al antigeno.

5. Método para identificar la presencia de un epitopo en un antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos,
comprendiendo el método:

a) administrar el antigeno candidato o grupo de antigenos candidatos al raton de la reivindicacion 1 0 2; y
b) analizar la respuesta epitopica en el ratén frente al antigeno; en el que

la observacion de una respuesta epitopica T auxiliar restringida a HLA-DR1 de TH identifica un epitopo T auxiliar
restringido a HLA-DR1 en el antigeno, y

la observacion de una respuesta epitopica T citotdxica (CTL) restringida a HLA-A2 identifica un epitopo T citotdxico
(CTL) restringido a HLA-A2 en el antigeno.

6. Método para comparar la eficacia de una respuesta inducida por dos o mas vacunas, comprendiendo el método:

a) administrar una primera vacuna candidata a un ratdn de la reivindicacion 1 o 2 y medir la respuesta inducida en
el ratén por la primera vacuna candidata;

b) administrar una segunda vacuna candidata a un ratén de la reivindicaciéon 1 o 2 y medir la respuesta inducida en
el raton por la segunda vacuna candidata;

c) administrar cada vacuna candidata adicional a comparar a un ratéon de la reivindicacion 1 o 2 y medir la
respuesta inducida en el ratén por cada vacuna candidata adicional a comparar; y

d) determinar la eficacia de cada vacuna candidata para inducir una respuesta comparando las respuestas con
cada una de las vacunas a comparar entre si,
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en el que dicha respuesta es una respuesta de célula T auxiliar, una respuesta de célula citotoxica o ambas.

7. Método segun la reivindicacion 6, en el que la respuesta de célula T auxiliar es una respuesta restringida a HLA-
DR1.

8. Método segun la reivindicacion 6, en el que la respuesta de célula T citotdxica es una respuesta restringida a
HLA-A2.

9. Método segun la reivindicacion 6, en el que la respuesta de célula T auxiliar es una respuesta restringida a HLA-
DR1, y en el que la respuesta de célula T citotoxica es una respuesta restringida a HLA-A2.

10. Método para determinar simultaneamente la respuesta humoral, la respuesta de célula T auxiliar y la respuesta
de célula T citotéxica de un ratén tras su inmunizacién con un antigeno o una vacuna que comprende uno 0 mas
antigenos, comprendiendo el método:

a) administrar el antigeno o la vacuna que comprende uno 0 mas antigenos a un ratén de la reivindicacion 1 o 2;

b) analizar una respuesta humoral especifica en el ratén frente al antigeno o vacuna que comprende uno o mas
antigenos;

c) analizar una respuesta de célula T auxiliar en el raton frente al antigeno o vacuna que comprende uno o mas
antigenos; y

d) analizar una respuesta de célula T citotoxica en el ratdn frente al antigeno o vacuna que comprende uno o0 mas
antigenos.

11. Método segun la reivindicacion 10, en el que la respuesta de célula T auxiliar es una respuesta restringida a
HLA-DRT1, de TH.

12. Método segun la reivindicacion 10, en el que la respuesta de célula T citotoxica es una respuesta restringida a
HLA-A2, de CTRL.

13. Método para optimizar dos 0 mas composiciones de vacunas candidatas para la administracion a un ser
humano, basandose en criterios preseleccionados, comprendiendo el método: determinar simultdneamente la
respuesta humoral, la respuesta de célula T auxiliar, y la respuesta de célula T citotdéxica de un ratén tras su
inmunizaciéon con las dos o mas composiciones de vacunas candidatas, usando un método que comprende
administrar dichas composiciones de vacuna que comprenden uno o mas antigenos al ratén transgénico de las
reivindicaciones 1 o 2, analizar una respuesta humoral especifica en dicho ratén frente a dichas composiciones de
vacuna, analizar una respuesta de célula T auxiliar en dicho ratén frente a dichas composiciones de vacuna, analizar
una respuesta de célula T citotdxica en dicho ratén frente a dichas composiciones de vacuna, y seleccionar una
vacuna optimizada aplicando a los resultados criterios preseleccionados.

14. Método segun la reivindicacion 13, en el que las dos o mas vacunas candidatas difieren s6lo en la proporciéon
entre el antigeno y el adyuvante presente en la vacuna.

15. Método segun la reivindicacion 13, en el que las dos o mas vacunas candidatas difieren sélo en el tipo de
adyuvante presente en la vacuna.

16. Método para determinar si una vacuna presenta un riesgo de induccién de una enfermedad autoinmunitaria
cuando se administra a un ser humano, comprendiendo el método:

a) administrar la vacuna a un raton de la reivindicacion 1 0 2; y
b) analizar una respuesta autoinmunitaria en el ratén; en el que

la observacion de una respuesta autoinmunitaria en el ratén indica que la vacuna presenta un riesgo de induccion de
una enfermedad autoinmunitaria cuando se administra a un ser humano.

17. Célula de ratén transgénico aislada que tiene genes enddgenos no funcionales de H2 clase | y H2 clase Il, y que
comprende un transgén funcional de HLA-A2 y un transgén funcional de HLA-DR1, en la que dicho transgén de
HLA-A2 es una monocadena que comprende la beta 2 microglobulina humana enlazada covalentemente a la cadena
pesada de HLA-A2.

18. Célula de raton transgénico segun la reivindicaciéon 17, en la que el transgén de HLA-A2 comprende la secuencia

de HLA-A2 proporcionada en el listado de secuencias en SEC ID n® 1, y el transgén de HLA-DR1 comprende la
secuencia de HLA-DR1 proporcionada en el listado de secuencias en SEC IDn® 2y SEC ID n? 3.
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Respuesta proliferativa de HLA-A2+DR1+CI-CII-T CD4 frente a epitopos

restringidos a HLA-DR1 tras la inmunizaciéon con pcmv S2-S
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Figura 7
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