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DESCRIPCION
Procedimiento de deteccién de un fragmento nucleico endégeno asociado a una enfermedad autoinmune.

La presente invencion se refiere a un fragmento nucleico endégeno de tipo retroviral integrado al ADN del genoma
humano.

Los retrovirus son unos virus de ARN que se replican mediante un proceso denominado de transcripcién inversa,
mediado por una ADN polimerasa dependiente de ARN denominada reverse transcriptasa (RT), codificada por el
gen pol. El ARN retroviral comprende asimismo por lo menos dos genes adicionales que son los genes gag y env. El
gen gag codifica para las proteinas del esqueleto, es decir para la matriz, la capside y la nucleocapside. El gen env
codifica para las proteinas de cubierta. La transcripcion se regula mediante unas regiones promotoras situadas a
nivel de los LTR (Long Terminal Repeat) que encuadra los extremos 5’ y 3’ terminales del genoma retroviral.

En el curso de la evolucidn, los humanos o sus ancestros han integrado en su genoma material de origen retroviral
tras una infeccion. En efecto, durante la infeccion de una célula, la transcriptasa inversa hace una copia de ADN del
ARN retroviral, pudiendo entonces esta copia de ADN integrarse eventualmente en el genoma humano. Los
retrovirus pueden infectar las células germinales y transmitirse asi a las generaciones futuras por transmision
Mendeliana vertical. Se habla entonces de retrovirus endégenos que estan presentes en forma de ADN proviral
integrado en el genoma de todas las células humanas. La mayoria de los retrovirus endégenos son silenciosos o
defectivos. Sin embargo, algunos de ellos han podido conservar la totalidad o parte de sus propiedades iniciales y
pueden ser activados en unas condiciones particulares. La expresion de los retrovirus endégenos puede ir desde la
transcripcion de genes viricos hasta la produccion de particulas viricas.

Estos retrovirus endégenos pueden estar asociados directa o indirectamente al desarrollo de ciertas patologias.

Unas estructuras retrovirales enddégenas pueden encontrarse en forma completa LTR-gag-pol-env-LTR o en formas
truncadas.

Asi, en una solicitud anterior de patente (PCT/FR98/01442), la solicitante ha cribado un banco de ADNc con la
ayuda de una sonda Ppol-MSRV (SEC ID n° 18) y ha detectado unos clones solapantes que le han permitido
reconstruir un ARN gendmico putativo de 7582 nucleétidos. Este ARN gendmico presenta una estructura R-U5-gag-
pol-env-U3-R. Una interrogacion “blastn” sobre varias bases de datos con la ayuda del genoma reconstruido ha
permitido demostrar que existe una cantidad importante de secuencias genémicas (ADN) parecidas en el genoma
humano que se han encontrado sobre varios cromosomas. Asi, la solicitante ha demostrado la existencia de
estructuras parciales de tipo retroviral en el genoma humano y ha considerado su papel potencial en el desarrollo de
enfermedades autoinmunes, en fracasos de embarazo o en estados de embarazo patoldgicos.

A titulo de ejemplo, se puede citar como enfermedad autoinmune, la esclerosis en placas, la poliartritis reumatoide,
el lupus eritematoso diseminado, la diabetes insulino-dependiente y/o las patologias que les estan asociadas.

El aislamiento y la secuenciacion de fragmentos de ADNc solapantes y la identificacion de clones genémicos (ADN)
que corresponden a los clones de ADN aislados, descritos en la solicitud de patente PCT citada anteriormente de la
Solicitante se incorporan a la presente memoria a titulo de referencia.
Aislamiento y secuenciacion de fragmentos de ADNc solapantes:
Las informaciones que se refieren a la organizacion de la nueva familia de retrovirus endégenos denominada por
la solicitante HERV-W se obtuvieron ensayando un banco de ADNc placentario (Clontech cat#HL5014a) con las
sondas Ppol-MSRYV (SEC ID n° 18) y Penv-C15 (SEC ID n° 19) y practicando a continuacién una técnica de “gen
walking” con la ayuda de las nuevas secuencias obtenidas. Los experimentos se realizaron refiriéndose a las
preconizaciones del fabricante del banco. Unas amplificaciones PCR sobre ADN se han utilizado también para
comprender esta organizacion.
Se han seleccionado y secuenciado los clones siguientes:
- Clon ¢1.6A2 (SEC ID n°® 20): region 5’ no traducida de HERV-W y una parte de gag
- Clon ¢1.6A1 (SEC ID n° 21): gag y una parte de pol
- Clon cl.7A16 (SEC ID n° 22): region 3’ de pol
- Clon cl.Pi22 (SEC ID n° 23): region 3’ de pol y principio de env

- Clon c1.24.4 (SEC ID n1 24): ARN empalmado que comprende una parte de la regién 5’ no traducida de
HERV-W, el final de pol y la region 5’ de env
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- Clon cl.C4C5. (SEC ID n° 25): final de env y region 3’ no traducida de HERV-W

- Clon cl.PH74 (SEC ID n° 26): ARN sub-gendmico: regiéon 5 no traducida de HERV-W, final de pol, env, y
regién 3’ no traducida de HERV-W

- Clon cl.PH7 (SEC ID n°® 27): ARN multi-empalmado: region 5’ no traducida de HERV-W, final de env y region
3’ no traducida de HERV-W

- Clon cl.Pi5T (SEC ID n° 28): gen pol parcial y regiéon U3-R
- Clon c1.44.4 (SEC ID n° 29): region R-U5, gen gag y gen pol parcial.

Con la ayuda de estos clones, procediendo a unas alineaciones de secuencias, se ha elaborado un modelo de
secuencia total de HERV-W. Los ARN empalmados se pusieron en evidencia asi como los sitios potenciales
donantes y receptores de empalme. Mediante el estudio de la similitud con unos retrovirus existentes, se han
definido las entidades LTR, gag, pol y env.

La organizacion genética putativa de HERV-W en forma ARN es la siguiente (SEC ID n° 30):
gen 1..7582
Localizacion de los clones en la secuencia de ARN gendmica reconstruida

cl.6A2 (1321 pb) 1-1325 ;
cl.PH74 (535+2229= 2764 pb) 72-606 y 5353-7582;

cl.24.4 (491 + 1457= 1948 pb); 115-606 y 5353-6810;

cl.44.4 (2372 pb) 115-2496;

cl.PH7 (369+297= 666pb) 237-606 y 7017-7313; c1.6A1 (2938 pb) 586-3559.;
cl.Pi5T (2785+566= 3351 pb) 2747-5557 y 7017-7582;

c1.7A16 (1422 pb) 2908-4337;

cl.Pi22 (317+1689 = 2006 pb) 3957-4273 y 4476-6168;

¢1.C4C5 (1116 pb) 6467-7582

5LTR 1..120

/nota="R of 5'LTR (extremo 5'inciertao"

121..575

/nota="U5 of 5'LTR"
diverso 579..596

/nota="PBS primer binding site para RNAt-W"
diverso 606

/nota="union de empalme (sitio donante de empalme ATCCAAAGTG-GTGAGTAATA vy sitio receptor de

empalme CTTTTTTCAG-ATGGGAAACG clon RG083MO05, GenBank accession AC000064)"
diverso 5353

/nota="sitio receptor de empalme para el ORF1 (env)"
diverso 5560

/nota="sitio donante de empalme"
ORF  5581..7194

/nota="ORF1 env 538 AA" /producto-="cubierta"
diverso 7017

/nota="sitio receptor de empalme para ORF2 y ORF3"
ORF  7039..7194

/nota="ORF2 52 AA"
ORF  7112..7255

/nota="ORF3 48 AA"
diverso 7244..7254

/nota="PPT polypurine tract"
3LTR 7256..7582

/nota="U3-R of 3' LTR (unién U3-R indeterminada)
diverso 7563..7569

sefial de poliadenilacion

Identificacion de clones gendmicos (ADN) que corresponden a los clones de ADN aislados:

Una interrogacién “blastn” sobre varias bases de datos, con la ayuda del genoma reconstruido, ha mostrado que
existe una cantidad importante de secuencias parecidas en el genoma humano. Se han identificado
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aproximadamente 400 secuencias en GenBank y mas de 200 secuencias en el banco EST, la mayoria en
antisentido. Las 4 secuencias mas significativas en tamafio y en similitud son las secuencias de los clones
gendmicos (ADN) siguientes:

el clon humano RG083MO05 (gb AC000064) cuya localizacién cromosémica es 7q21-7922,

el clon humano BAC378 (gb U85196, gb AE000660) que corresponde al locus alfa delta del receptor de las
células T, localizado en 14q11-12,

el cosmido humano Q11M15 (gb: AF045450) que corresponde a la region 21922.3 del cromosoma 21,
el cosmido U134E6 (embl Z83850) sobre el cromosoma Zq22.

Se indica la localizacion de las regiones alineadas para cada uno de los clones, y la pertenencia a un cromosoma se
indica entre corchetes (figura 6). Se indica el porcentaje de similitud (sin las amplias deleciones) entre las 4
secuencias y el ARN gendémico reconstruido, asi como la presencia de secuencias repetidas en cada extremo del
genoma y el tamafo de los tramos de lectura (ORF) mas grandes. Se han encontrado secuencias repetidas en los
extremos de 3 de estos clones. La secuencia reconstruida esta contenida integramente en el interior del clon
RG083MO05 (9,6 kb) y presenta una similitud de 96%. Sin embargo, el clon RG083MO05 presenta una insercion de 2
Fb situada inmediatamente aguas abajo de la regién 5’ no traducida (5 UTR). Esta insercidén se encuentra también
en otros dos clones gendémicos que presentan una delecion de 2,3 kb inmediatamente aguas arriba de la regién 3’
no traducida (3' UTR). Ningun clon contenia los tres tramos de lectura (ORF) gag, pol y env funcionales. El clon
RG083M05 muestra un ORF de 538 aminoacidos (AA) que corresponde a una cubierta entera. El cosmido Q11M15
contiene dos grandes ORF contiguos de 413 AA (tramo 0) y 305 AA (tramo + 1) que corresponden a una poliproteina
pol truncada.

Se ha descubierto y aislado ahora un fragmento nucleico enddgeno, integrado al ADN del genoma humano, que
comprende o consiste en por lo menos una parte del gen gag de un retrovirus endégeno asociado a una enfermedad
autoinmune, o a fracasos de embarazo o a patologias del embarazo, codificando esta parte por lo menos, directa o
indirectamente, para un producto de expresion.

Ventajosamente, el fragmento definido anteriormente responde ademas a por lo menos cualquiera de las
caracteristicas siguientes:

comprende, o consiste en, dicho gen gag entero;
dicha parte del fragmento codifica por lo menos para la matriz y la capside;

comprende, o consiste en, SEC ID n° 1, SEC ID n° 2, SEC ID n° 3, o el complementario de cualquiera de dichas
secuencias;

esta localizado sobre por lo menos uno de los cromosomas humanos 1, 3, 6, 7 y 16, preferentemente esta
localizado por lo menos en el cromosoma 3;

el producto de expresion de dicha parte es ARN mensajero;

el producto de expresion de dicha parte estéd inmunolégicamente reconocida por unos anticuerpos presentes en
una muestra biolégica de un paciente que padece una enfermedad autoinmune, tal como la esclerosis en placas;
preferentemente, el fluido bioldgico se selecciona de entre el suero, el plasma, el liquido sinovial y la orina.

Se describe asimismo un producto de transcripcion enddgeno, en el estado aislado, susceptible de ser obtenido
mediante transcripcidn de por lo menos dicha parte del gen gag de un fragmento citado anteriormente.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento de deteccién de un fragmento nucleico enddégeno que
pertenece al gen gag del retrovirus humano endégeno HERV-W, en una muestra de retrovirus humano endégeno
HERV-W, en una muestra bioldgica, que comprende las etapas siguientes:

se efectlia previamente una etapa de extraccion del ADN celular de dicha muestra, se realiza por lo menos un
ciclo de amplificacion del ADN celular, tal como mediante PCR, por medio de cebadores seleccionados de entre
SECIDn°4aSECIDNn°9,ySECIDNn°12aSECIDn°® 17,

se efectlia una etapa de transcripcion/traduccion in vitro del producto amplificado,

se hace reaccionar el producto procedente de la etapa de transcripcion/traduccion con un suero o plasma de un
paciente que presenta la esclerosis en placas, y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2388913 T3

se detecta por lo menos un producto de expresion seleccionado de entre un ARN mensajero cuya traduccion
conduce a un polipéptido que consiste en SEC ID n° 31, y a un polipéptido que consiste en SEC ID n° 31.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento para el estudio y/o el seguimiento de una proliferacion celular
seguida de una proliferacion celular de las células T in vitro segun la cual se ponen en contacto las células T de un
paciente con o bien unos productos de transcripcion/traduccion (SEC ID n°® 31), tales como los obtenidos segun el
procedimiento anterior, o bien unos péptidos de sintesis derivados de, o que pertenecen a, SEC ID n° 31.

Ventajosamente, la sonda esta marcada por un trazador, tal como, por ejemplo, un trazador radioactivo o una
enzima.

El fragmento citado anteriormente encuentra las aplicaciones siguientes:

Una proteina recombinante obtenida a partir de un casete de expresion en un hospedante bacteriano,
caracterizada porque la secuencia proteica consiste en SEC ID n° 31; en particular el hospedante bacteriano es
E. coli.

Un agente reactivo para la deteccion de una enfermedad autoinmune o un seguimiento de embarazo que
comprende por lo menos un fragmento o una proteina descrita anteriormente;

La utilizaciéon de un fragmento o de una proteina descrita anteriormente para detectar, en una muestra bioldgica,
una susceptibilidad a una enfermedad autoinmune o un seguimiento de embarazo; en particular, la enfermedad
autoinmune es la esclerosis en placas.

Antes de exponer la presente invencion con mayor detalle, se proporciona la definicion de ciertos términos utilizados
en la descripcion y en las reivindicaciones.

La expresion “producto de expresion” significa cualquier producto derivado del ADN retroviral integrado en el
genoma humano que incluye los productos de la transcripciéon (ARN mensajero) y los productos procedentes de la
traduccion del ARN mensajero obtenido. En este ultimo caso, y a titulo de ejemplo, el producto puede ser un péptido,
una proteina funcional o funcionalizable, es decir susceptible de volverse funcional.

Por parte que codifica, directa o indirectamente, para un producto de expresion, se entiende una parte que por si
misma comprende por lo menos la totalidad o parte de un marco de lectura abierto del cual se puede deducir una
secuencia de aminoacidos, y cuya capacidad codificante puede ser inducida por unos elementos tales como, por
ejemplo, los susceptibles de tener una actividad promotora. Esta definicion incluye la variabilidad que se puede
encontrar en la secuencia nucleica codificante, con la condicién de que se respeten las condiciones anteriores.

Ejemplo 1: Localizacion del gen gag de la familia HERV-W sobre los cromosomas humanos mediante la
técnica de transferencia Southern.

Con el fin de localizar el gen gag de la familia HERC-W, se ha hibridado una sonda que corresponde a este gen de
MSRV sobre una membrana de nylon (Hybond® N+, Amersham) que contiene 5 ug de ADN de 24 hibridos
somaticos de células [humana x roedores] (ADN gendémico humano aislado: 22 cromosomas autosémicos y 2
cromosomas sexuales) y 3 ADN control (humano, ratén y hamster) digeridos por la enzima de restriccion EcoRI.

La sonda utilizada es la siguiente: Pgag-CI2 identificada por SEC ID n° 3, que corresponde a la regién codificante (de
1056 pb) del clon MSRV gag CI2.

1.1- Obtencion del clon 2, C12, que contiene en 3’ una parte homdloga al gen pol, que corresponde al gen proteasa,
y una parte homodloga al gen gag que corresponde a la nucleocapside y una region 5’ codificante, que corresponde
al gen gag, mas especificamente la matriz y la capside de MSRV-1.

Se ha efectuado una amplificacion mediante PCR sobre ARN total extraido a partir de 100 pl de plasma de un
paciente que padece SEP. Se ha utilizado como control negativo, un control agua, tratado en las mismas
condiciones. La sintesis de ADNc se realizé con 300 pmoles de un cebador aleatorio (ibco-BRL, Francia) y la
transcriptasa inversa “Expand RT” (Boehringer Mannheim, Francia) segun las condiciones preconizadas por la
compainia. Se efectud una amplificaciéon por PCR (polymerase chain reaction) con la enzima Taq polimerasa (Perkin
Elmer, Francia) utilizando 10 pyl de ADNc en las condiciones siguientes: 94°C durante 2 min., 55°C durante 1 min.,
72°C durante 2 min. y después 94°C durante 1 min., 55°C durante 1 min., 72°C durante 2 min. durante 30 ciclos y
72°C durante 7 min. y con un volumen de reaccion final de 50 pl.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR son los siguientes:

- cebador 5', identificado por SEC ID n° 4
5' CGG ACATCC AAAGTG ATG GGA AAC G 3%
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- cebador 3', identificado por SEC ID n° 5
5' GGA CAG GAA AGT AAG ACT GAG AAG GC 3'

Se ha realizado una segunda amplificacién por PCR denominada “anidada” con unos cebadores 3’ y 5’ situados en
el interior de la regidn ya amplificada. Esta segunda PCR se efectud en las mismas condiciones experimentales que
las utilizadas durante la primera PCR, utilizando 10 pl del producto de amplificacidon procedente de la primera PCR.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR anidada son los siguientes:

- cebador 5', identificado por SEC ID n° 6
5'CCT AGA ACG TAT TCT GGA GAATTG GG 34

- cebador 3', identificado por SEC ID n° 7
5'TGG CTC TCAATG GTC AAACATACCCG 3

Se ha obtenido un producto de amplificacién de 1511 pb a partir del ARN extraido del plasma de paciente SEP. No
se ha observado el fragmento correspondiente para el control agua. Este producto de amplificacién se ha clonado de
la manera siguiente.

El ADN amplificado se inserté en un plasmido con la ayuda del kit TA Cloning. Los 2 ul de disolucién de ADN se han
mezclado con 5 pl de agua destilada estéril, 1 yl de un tampdn de ligacién concentrado 10 veces “10X Ligation
Buffer”, 2 ul de “PCR® Vector” (25 ng/ml) y 1 pl de “T4 DNA ligase”. Esta mezcla se incubd durante una noche a
14°C. Las etapas siguientes se realizaron de acuerdo con las instrucciones del kit TA cIonlng (Invitrogen). La
mezcla de ligacion se esparcié después de la transformacion de la ligacion en unas bacterias E. coli. Al final del
procedimiento, las colonias blancas de bacterias recombinantes se transplantaron para ser cultivadas y permitir la
extraccion de los plasmidos incorporados segun el procedimiento denominado de “mini preparacion de ADN” (J.
Sambrook, E.F. Fritsch y T. Maniatis, Molecular Cloning, a laboratory manual, Cold Spring Harbour Laboratory Press,
1989). La preparacion de plasmido de cada colonia recombinante se corté mediante la enzima de restriccién Eco RI
y se analizé sobre gel de agarosa. Se seleccionaron los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV
después del marcado del gel con bromuro de etidio, para la secuenciacién del inserto, después de la h|br|da0|on con
un cebador complementario del promotor T7 presente en el plasmido de clonacion del TA Cloning kit®. La reaccion
previa a la secuenmamon se efectud a contmuamon segun el metodo preconizado para la utilizacion del kit de
secuenciacion “Prism® Ready Reaction Amplltaq FS, DyeDeOX| Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y
la secuenciacion automatica se realizé en los aparatos 373 A 'y 377 de Applied Biosystems, segun las instrucciones
del fabricante.

El clon obtenido, denominado C12, permite definir una regiéon de 1511 pb que presenta una fase abierta de lectura
en la region N-terminal de 1089 pb (fragmento 434-1521 de SEC ID n° 2) codificante para 363 aminoacidos (SEC ID
n® 31) que corresponde a las regiones matriz y capside del gen gag.

La secuencia nucleotidica de C12 esta identificada por SEC ID n° 1. Se representa en la figura 2 con los tramos de
lectura potenciales en aminoacidos.

1.2- obtencién de la sonda gag cl2 MSRV

La sonda se ha obtenido después de la amplificacién mediante PCR, a partir del plasmido pCRT'\’I vector (kit TA
Clonlng Invitrogen) que contiene el inserto del clon: gag c12 de MSRYV, con la Taqg polimerasa (Perkin Elmer,
Francia) en las condiciones siguientes: 94°C durante 1 min., 55°c durante 1 min., 72°C durante 2 min. durante 35
ciclos y 72°C durante 7 min. y con un volumen de reaccién final de 100 pl.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR son los siguientes:

- cebador 5', identificado por SEC ID n°® 12
5'-CTA GAA CGT ATT CTG GAG AAT TGG GA-3'

- cebador 3', identificado por SEC ID n°® 13
5'-CCT AAG GCAGACTTT TGA AG -3'

Se obtuvo un producto de amplificacion de 1056 pb para gag cl2 de MSRV.

Después de la amplificacion por PCR, el fragmento se analiz6 en gel de agarosa 1%. El fragmento detectado bajo
luz UV, después del marcado con el gel, con bromuro de etidio, se corté y se marcé con [a-P32] con la ayuda de los
cebadores aleatorios (Gibco-BRL, Francia) de acuerdo con las instrucciones del kit “Ready to go DNA labelling”
(Pharmacia Biotech). Los nucleétidos no incorporados se han eliminado con una columna G-50 Quick Spin
(Boehringer, Mannheim).
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1.3- Transferencia southern

Las condiciones de hibridacién son las siguientes:

Después de 4 horas de pre-hibridacién (en 5x SSC, 1X Denhardt, 0,1% SDS, 50% formamida, 20 mM Tris-HCI
pH = 7,5, 0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque), se hibridé la membrana de Nylon que contiene los
cromosomas humanos (en 5x SSC, 1x Denhardt, 0,1% SDS, 50% formamida, 20 mM Tris-HCI pH = 7,5,
0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque, 5% de sulfato de dextrano) durante 18 horas a 42°C, con la sonda de
ADN de 1056 pb (SEC ID n° 3) de gag cl2 marcada con **P. Después de la hibridacion, se lavé la membrana
(The BIOS Monochromosomal Somatic Cell Hybrid blot, de Quantum Bioprobe) hibridada con la sonda gag en
disolucion 2x SSC, 0,2% SDS 2 veces durante 15 min., a temperatura ambiente, y (en 0,2x SSC = 0,2% SDS) 2
veces durante 15 min., a 45°C. Después del lavado, la membrana se expuso a la pelicula de rayos X, a -80°C en
presencia de una pantalla amplificadora.

Los resultados se representan en la tabla 1 siguiente.
En esta tabla:

m significa ratéon (“mouse”) y h significa hamster y corresponden a las células receptoras del ADN de
cromosomas humanos.

la cifra indicada bajo cada cromosoma corresponde al numero de bandas encontradas.

El nimero total de copias del gen gag es de 66.
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Ejemplo 2: Amplificacién por PCR del gen gag de la familia HERV-W sobre cada uno de los cromosomas
humanos aislados; verificacion de la especificidad de las amplificaciones por transferencia southern;
ensayo de transcripcion-traduccion “in vitro” (PTT) a partir de los productos de PCR, con el fin de verificar la
capacidad codificante, localizar cuéles son los cromosomas humanos que presentan unos marcos de
lectura abiertos para el gen gag de la familia HERV-W.

2.1- Amplificacién por PCR

Para la amplificacién del gen gag HERV-W, se ha efectuado una PCR sobre cada cromosoma humano aislado
[NIGMS human/rodent somatic cell hybrid panel #2. The human monochromosomal NIGMS somatic hybrid mapping
panel #2, descrito por H.L. Drwinga et al. y B.L. Dubois et al.) obtenido de Coriell Institute (Camden, NJ)] con la
enzima Taq polimerasa (Perkin Elmer, Francia) utilizando: 40 pmol de cada cebador, 25 mM de cada dNTP
(Pharmacia), 2,5 mM MgCly, 2,5 U de Taq polimerasa en el tampén PCR estandar (Perkin Elmer), y 300 ng ADN de
cromosoma aislado en un volumen final de 100 pl. Las condiciones de PCR para amplificar la regién gag son las
siguientes: 3 min. a 94°C; después 1 min. a 94°C, 1 min. a 55°C, 3 min. a 72°C, durante 30 ciclos y 7 min. a 72°C.

Los cebadores utilizados para la amplificacion por PCR del gen gag a partir de un ATG introducido en la secuencia
gag HERV-W sobre cada cromosoma humano aislado son los siguientes:

- cebador 5, identificado por SEC ID n° 14
5S¢ -TTT GGT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GCA GCC ACC ATG GGA AMC

GTT CCC CCC GAG-3'

El cebador contiene la secuencia del promotor T7 RNA polimerasa, un "spacer", la secuencia Kozak (sitio de
iniciacién a la traduccion en las eucariotas) y la secuencia 5’ gag a partir de ATG de HERV-W.

- cebador 3, identificado mediante SEC ID n°® 15
5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTICAGGCTGCGCCAGTGTCCAGGAGAC-3'

El cebador contiene una cola de poli-A (para estabilizar a transcripcion del ARN, representada por 18 bases T), un
codon stop (representado por TCA) y la secuencia del gen proteasa (G+E+A) de MSRV-1.

Para la amplificacion del gen gag HERV-W utilizando unos oligonucleétidos definidos en las regiones LTR y proteasa
de HERV-W con la enzima Taqpolimerasa (Perkin Elmer, Francia), las condiciones de PCR fueron las siguientes: 3
min. a 94°C; después 1 min. a 94°C, 1 min. a 60°C, 2 min. a 72°C, 35 ciclos; seguido de 7 min. a 72°C, con 50 ng de
cada ADN monocromosoémico.

Los cebadores utilizados para la amplificacién, mediante PCR, del gen gag con la ayuda del oligonucleétido definido
en la secuencia LTR HERV-W sobre cada cromosoma humano aislado, son los siguientes:

- cebador 5', identificado por SEC ID n° 16
5-TGTCCGCTGTGCTCCTGATC-3'

- cebador 3', identificado por SEC ID n® 17
S5-TTTTTTTTTTTTTTTTTTICAGGCTGCGCCAGTGTCCAGGAGAC-3'

El cebador contiene una cola de poli-A (para estabilizar la transcripcién del ARN, representado por 18 bases T), un
codon stop (representado por TCA) y la secuencia del gen proteasa de G+E+A de MSRV-1.

Las amplificaciones por PCR se efectuaron en el aparato MJ Research PTC200, Peltier Thermal cycler. Los
productos de PCR (10 ul de cada producto PCR) se analizaron en un gel de agarosa al 1% en TBE 1X(Tris-HCI,
borato, EDTA). Con el fin de verificar la especificidad de los productos de amplificacién, se han analizado 3 pl de
cada producto PCR en gel de agarosa y después se han transferido sobre una membrana de Nylon (Hybond®-N+,
Amersham) (transferencia southern) con la ayuda de NaOH 0,4N. La hibridacién con la sonda gag cl2 (1056 pb) (J.
Sambrook et al., 1989) se efectud en las condiciones siguientes: después de 4 horas de pre-hibridacion, (en 5x SSC,
1X Denhardt, 0,1% SDS, 50% formamida, 20 mM Tris-HCI pH = 7,5, 0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque), la
membrana de Nylon se hibridd (en 5x SSC, 1x Denhardt, 0,1% SDS, 50% formamida, 20 mMTris-HCI pH = 7,5,
0,1 mg/ml de ADN de esperma de arenque, 5% de sulfato de dextrano) durante 18 horas a 42°C, con la sonda de
ADN gag marcada con p. Los productos de PCR gag de cada cromosoma humano aislado se lavaron en
disolucion de 2x SSC, 0,2% SDS 1 vez, durante 15 min. a temperatura ambiente; 0,2x SSC, 0,1% SDS 2 veces
durante 15 min. cada lavado a 65°C, en 0,1x SSC, 0,1% SDS 2 veces durante 15 min. cada uno a 65°C, y en 0,1x
SSC, 0,1% SDS 2 veces durante 30 min. cada uno a temperatura ambiente.

Se utilizé una parte del volumen restante (4 pl) de los productos de amplificacion por PCR para el ensayo de
transcripcion-traduccion in vitro PTT, (Roest PAM et al., 1993) (Promega, Francia). Se utilizé el volumen restante
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para la clonacion en el vector pCR® 2.1-TOPO (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del kit, y para la
secuenciacion con el método preconizado para la utilizacion del kit de secuenciacion “PRISM™ Ready Reaction
Amplitaq® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y se realizd la secuenciacién automatica
en los aparatos 373A y 377 de Applied Biosystems, segun las instrucciones del fabricante.

La parte codificada (SEC ID n°® 31) por el fragmento de 2009 pb (SEC ID n° 2) se amplific6 mediante PCR con la
enzima Pwo (5U/ul) (Boehringer Mannheim, Francia) utilizando 1 pl de la mini-preparacion del ADN del clon gag
(SEC ID n° 3) bajo las condiciones siguientes: 95°C durante 1 min., 60°C durante 1 min., 72°C durante 2 min.
durante 25 ciclos y con un volumen de reaccion final de 50 ul con la ayuda de los cebadores:

- cebador 5' (Bam HI) (SEC ID n° 8):
5' ATG GGA AAC GTT CCC CCC GAG 3' (21 meros), y

- cebador 3' (Hind Ill), identificado por SEC ID n° 9
5 GGC CTA AGG CAG ACT TTT GAA 3' (21 meros)

El fragmento obtenido después de PCR se linealiz6 mediante Bam HI e Hind Ill y se subclon6 en los vectores de
expresion pET28C y pET21C (NOVAGEN) linealizado por Bam HI e Hind lll. La secuenciacion del ADN del
fragmento de 1089 pb en los dos vectores de expresion se realizé segun el método preconizado para la utilizacion
del kit de secuenciaciéon "PRISMT™ Ready Reaction Amplitaq® FS, DyeDeoxy™ Terminator" (Applied Biosystems,
ref. 402119) y la secuenciacion automatica se realizé en los aparatos 373 Ay 377 de Applied Biosystems, segun las
instrucciones del fabricante.

La expresiéon de la secuencia nucleotidica del fragmento de 1089 pb del clon gag por los vectores de expresion
pET28C y pET21C esta identificada mediante respectivamente SEC ID n°® 10 y SEC ID n° 11.

2.2- Ensayo de transcripcion-traduccion in vitro (PTT, Promega)

Este ensayo se efectud para localizar los cromosomas humanos que presentan unos marcos de lectura abiertos
para el gen gag de la familia HERV-W.

En un volumen de reaccién de 25 pl, se realizé la mezcla que contenia 12,5 pl de lisado de retocilocito de conejo
TNT® (Promega), 1 pl de tampén de reaccion TNT® (Promega), 0,5 pl de ARN polimerasa TNT® (Promega), 0,5 pl de
mezcla con 1 mM de los aminoacidos menos metionina, 2 pl de **S-metionina (1.000 Ci/mmol) con 10 mCi/ul
(Amersham), 0,5 pl de inhibidor de ribonucleasa RNasin® con 40 U/ul, 4 pl de productos de amplificacion por PCR
(equivalente a 1 ug) de cada cromosoma humano y 4 pl de agua. Esta mezcla se incubd a 30°C durante 90 minutos.

Las proteinas gag que corresponden a los productos de transcripcion/traduccion del gen gag de la familia HERV-W
de cada cromosoma humano, amplificado por OCR, se pusieron en evidencia mediante electroforesis sobre gel de
poliacrilamida al 10% en presencia de dodecil-sulfato de sodio (SDS)-PAGE después de la exposicion del gel a la
pelicula de rayos X a temperatura ambiente en presencia de pantalla amplificadora.

Los resultados se presentan en la tabla 2 siguiente.

En esta tabla, la cifra indicada bajo cada cromosoma corresponde a la masa molecular (kDa) de las proteinas
visualizadas en gel de poliacrilamida en presencia de SDS.

10



ES 2388913 T3

11
Ll 0z 8l
8l Gz ford
- - 4 - - - - - 2z | ¢ - | Sy 8z Beb Beb yod
y w w y y w w y y y y y y y y y y y y y w juaied juspol juaied juspol
enbe zz| el oz 6L 8| 2L o] st v et 2] L] o] 6 L 9| s v| €] @ L OWOIO 8p U OWOI0 8p U
Zelgel

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2388913 T3

Ejemplo 3: expresion del clon gag en Escherichia coli, y reaccidon con sueros humanos

Se expreso la parte codificante SEC ID n° 2 en Escherichia coli y después se ensayaron los productos asi
expresados con respecto al suero de pacientes que padecen SEP, asi como al suero de pacientes sanos.

Las construcciones pET28c-clon gag (1089 pb) y pET21C-clon gag (1089 pb) se sintetizan, en la cepa bacteriana
BL21 (DE3), una proteina en fusion N y C terminal para el vector pET28C y C Terminal para el vector pET21C con 6
residuos de histidina, de masa molecular parecida de aproximadamente 45 kDa, puesta en evidencia mediante
electroforesis sobre gel de poliacrilamida SDS-PAGE (U.K. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of bacteriophage T4, Nature, 1970, 227:680-685).

La reactividad de la proteina se demostré con respecto a un anticuerpo monoclonal anti-histidina (DIANOVA)
mediante la técnica de transferencia western (H. Towbin et al., Electrophoretic transfer of proteins from polyacrylamid
gels to nitrocellulose skeets: procedure and some applications, Proc. Natl. Acad. Sci. USA., 1979, 76:4350-4354).

Las proteinas recombinantes pET28c-clon gag (1089 pb) y pET21C-clon gag (1089 pb) se visualizaron en SDS-
PAGE en la fraccion insoluble después de la digestion enzimatica de los extractos bacterianos con 50 pl de lisozima
(10 mg/ml) y lisis por ultrasonidos.

Las propiedades antigénicas de los antigenos recombinantes pET28C-clon gag (1089 pb) y pET21C-clon gag
(1089 pb) se ensayaron mediante transferencia western después de la solubilizacion del resto bacteriano con 2% de
SDS y 50 mM de B-mercaptoetanol. Después de la incubacién con los sueros de pacientes que padecen esclerosis
en placas, los sueros de los controles neuroldgicos y los sueros de los controles de centro de transfusidon sanguinea
(CTS), se detectaron los inmunocomplejos con la ayuda de un suero de cabra anti-lgG y anti-lgM humano, acoplado
a la fosfatasa alcalina.

Los resultados se presentan en la tabla 3 siguiente.
Tabla 3

Reactividad de sueros de pacientes que padecen esclerosis en placas y controles con la proteina recombinante de
gag producida en E. coli®

ENFERMEDAD NUMERO DE INDIVIDUOS NUMERO DE INDIVIDUOS
ENSAYADOS POSITIVOS
SEP 15 62 (+++), 2 (++), 2 (+)
CONTROLES NEUROLOGICOS 2 1(+++)
CONTROLES SANOS (CTS) 22 1(+/-)

(a) Las bandas pequefias que contienen 1,5 ug de antigeno recombinante gag presentan una reactividad contra
sueros diluidos al 1/100. La interpretacion de transferencia western se basa en la presencia o la ausencia de
una banda gag especifica sobre las bandas pequefas. Unos controles positivos y negativos estan incluidos
en cada experimento.

Estos resultados de muestran que, en las condiciones técnicas utilizadas, aproximadamente 40% de los sueros
humanos afectados de esclerosis en placas ensayados reaccionan con la proteina recombinante gag.

Listado de secuencias

<110> BIO MERIEUX

<120> Fragmento nucleico endégeno asociado a una enfermedad autoinmune, procedimiento de marcado y reactivo
<130> SEP19-enddgeno

<140>
<141>

<150> FR 9900888
<151> 21-01-1999

<160>31

<170> Patentin Ver. 2.1

12
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<210> 1

<211>1511

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

cctagaacgt
atttatattc
gcttcectgag
ggagggcaaa
acaattatgt
ccccageogte
ggtccaaaag
attatgccce
tctttetete
tgacggctat
tataatgtta
agceccgagag
ggaaagaaca
agaatcagaa
gaggaaaact
ggaagaaaat
cctgtcacct
agctgcagac
accctattta
cgggacaaac
aagcagactt
ctggcttcca
cgcececettg
gatgaagata
gcccggggcey
ttgagagcca

attctggaga
ttctgcagta
ggaagtataa
tggagtgaag
aaaaagtgtg
ccctoeecga
gagatagaca
ctccaagcecag
tcagacttaa
attgatgttt
ctactaaatc
tttggegatc
actcccacag
catggagatt
aggaagaagce
cttactgctt
gactctattg
attagaaaaa
acttggecatc
gggataaaaa
tggaggctct
gtgcggtcta
tccatgccce
ctctgagtca
agcgecagec
a

attgggacca
ccgoctggece
attataacat
tgccatatgt
gtttatgcecc
ctcctteetce
aaggggtaaa
tgagaggagyg
agcaaattaa
tacaagggtt
agacactaac
tttggtatct
gccagcecagge
ggtgccacaa
ctatgaatta
ttetggacag
aaggccaact
acttcaaaag
ctcagttttt
aaaaagggdgyg

gcaaaaggga
caaggacact

ttacgtcaag
gaagccatta
catgccatca

atgtgacact
acaatatcct
catcttacag
gcaaacttte
tacaggaagc
aactaataag
caatgaacca
agaattcggc
aatagaccta
aggacaatcc
cccaaatgag
cagtcaggcc
agttcccagt
acatttgcta
ctcaatgatg
actaagggaq
aatcttaaag
tectgecttag
tataatagag
ggtccactac
aaagctgggc
ttaaaaaaga
ggaatcactg
accagatgat
ccctcacaga

cagacgctaa
cttcaaggga
ctagacctct
ttttcattaa
cctecagagtce
gaccccectt
aagagtgcca
ccagccagag
ggtaaattct
tttgatctga
agaagtgccg
aacaatagga
gtagaccctce
acttgecgtgc
tccactataa
gcattgagga
gataagttta
gcecggagea
atcaggagga
tttagtcatg
aaatcaaatg
ttatccaagt
gaaggcccac
ccagcagcag
geececegggta

gaaagaaacg
gagaaacctg
tctgtagaaa
gagacaactc
caccteccoota
taacccaaac
atattccccg
tgcetgtacce
cagataaccc
catggagaga
ctgtaactge
tgacaacaga
attgggacac
tagaaggact
cacagggaaa
agcatacctc
tcactcagtce
gaacttagaa
gcaggcgaaa
gccctcecaggce
cctaataggayg
agaaataagc
tgccccaggg
gactgagggt
tgtttgacca

60

‘120

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1511

<210>2

<211> 2009

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
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atacgactac
gatggatatc
ttgectgectec
tcatcctaat
gcttctaata
gaggccaaga
cgeeatettg
gacctccaaa
ggagaattgg
cagtaccgcc
tataaattat
tgaagtgcca
gtgtggttta
cccgactect
agacaaaggg
agcagtgaga
cttaaagcaa
tgttttacaa
aaatcagaca
cgatctttygg
cacaggccag
agattggtgce
gaagcctatyg
tgecttttetyg
tattgaaggc
aaaaaacttc
gcatccteoag
aaaaaaaaaa
gctctggaaa
gtctacaagg
gccecttacg
agtcagaagc
cagcccatgce
ttaactgtct

<210>3

<211>1056

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 3

ctagaacgta
tttatattct
cttectgagy
gagggcaaat
caattatgta
ccecagegtcece
gtccaaaagg
ttatgccccc
ttttetectet
gacggctata
ataatgttac
gcccgagagt
gaaagaacaa
gaatcagaac
aggaaaacta

tatagggcga
tgcagaattc
caattgggct
tgagctgaac
gagctctaat
accccaggtce
ggagctctgg
gcgatgggaa
gaccaatgtg
tggccacaat
aacatcatct
tatgtgcaaa
tgccctacag
tcctcaacta
gtaaacaatg
ggaggagaat
attaaaatag
gggttaggac
ctaaccccaa
tatctcecagtc
caggcagttc
cacaaacatt
aattactcaa
gacagactaa
caactaatct
aaaagtctgce
ttttttataa
gggggggtcc
agggaaaagc
acactttaaa
tcaagggaat
cattaaccag
catcacecctn
cctggacact

ttctggagaa
tctgcagtac
gaagtataaa
ggagtgaagt
aaaagtgtgg
cctceecgac
agatagacaa
tccaagcagt
cagacttaaa
ttgatgtttt
tactaaatca
ttggcgatct
ctceccacagg
atggagattg
ggaagaagcc

ES 2388913 T3

attgggccct
geceetttgte
aaaggcttgce
actagtcact
actcaccaca
agagaacacg
gagcaaggac
acattececcce
acactcagac
atcctcttca
tacagctaga
ctttecttttce
gaagecctca
ataaggaccc
aaccaaagag
tcggccceagce
acctaggtaa
aatcctttga
atgagagaag
aggtcaacaa
ccagtgtaga
tgctaacttg
tgatgtccac
gggaggcatt
taaaggataa
cttaggecceg
tagagatcag
actactttag
tgggcaaatc
aaagattatc
cactggaagg
atgatccagce
acagagcccce
ggcgcagcee

ttgggaccaa
cgcectggeca
ttataacatc
gccatatgtg
tttatgcect
tcecttectea
aggggtaaac
gagaggagga
gcaaattaaa
acaagggtta
gacactaacc
ttggtatcte
ccagcaggca
gtgccacaaa
tatgaattac

ctagatgcat
cgctgtgete
cattgttccc
gggttcecatg
tggcccaaga
aggcttgcca
cccccagtaa
caaggcaaaa
gctaagaaag
agggagagaa
cctettetgt
attaagagac
gagtccacct
ccetttaacce
tgccaatatt
cagagtgcct
attctcagat
tctgacatgg
tgccgetgta
taggatgaca
ccctecaktgg
cgtgctagaa
tataacacag
gaggaagcat
gtttatcact
gagcagaact
gaggagcagg
tcatggcect
aaatgecctaa
caagtagaaa
cccactgeccec
agcaggactg
gggtatgctt

tgtgacactc
caatatcctc
atcttacage
caaactttct
acaggaagcc
actaataagg
aatgaaccaa
gaattecggec
atagacctag
ggacaatecct
ccaaatgaga
agtcaggcca
gttcccagtg
catttgctaa
tcaatgatgt

14

gctegagegy
ctgatccagc
acacggctaa
gttetettce
ttccattect
ccgtecttgga
cattttggca
acgcccectaa
aaacgattta
acctggecttc
agaaaggagg
aactcacaat
ccctaccccea
caaacggtcce
ccccgattat
gtaccttttt
aaccctgacg
agagatataa
actgcagcce
acagaggaaa
gacacagaat
ggactgagga
ggaaaggaag
acctcectgt
cagtcagctg
tagaaaccct
cgaaacggga
caggcaagca
tagggetgge
taagccgoce
caggggatga
agggtgcccg
gaccattgag

agacgctaag
ttcaagggag
tagacctectt
tttcattaag
ctcagagtcc
accccccttt
agagtgccaa
cagccagagt
gtaaattctc
ttgatctagac
gaagtgccge
acaataggat
tagaccctceca
cttgegtgcet
ccactataac

ccgccagtgt
gaggcgceca
gtgcecegggt
atgacccacyg
tggaatcegt
agtggcccge
accacaaaqg
gatgtattct
tattcttetg
ctgagggaag
gcaaatggag
tatgtaaaaa
gcgtcecceccece
aaaaggagat
geccecteea
ctctetecaga
gctatattga
tgttactact
gagagtttgg
gaacaactcc
cagaacatgg
aaactaggaa
aaaatcctac
cacctgactc
cagacattag
atttaacttg
caaacgggat
gactttggag
ttccagtgeg
ccttgtecat
agatactctg
gggcgagege
agccaggagyg

daagaaacga
agaaacctgg
ctgtagaaag
agacaactca
acctecctac
aacccaaacg
tattccccoa
gcctgtacct
agataaccct
atggagagat
tgtaactgca
gacaacagag
ttgggacaca
agaaggactg
acagggaaag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
soo
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1980
2009
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120
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300
360
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540
600
660
720
780
840
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gaagaaaatc ttactgcttt tctggacaga ctaagggagg cattgaggaa gcatacctec 960
ctgtcacctg actctattga aggccaacta atcttaaagg ataagtttat cactcagtca 1020

gctgcagaca ttagaaaaaa cttcaaaagt ctgcct

<210> 4

<211> 25

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 4

cggacatcca aagtgatggg aaacg
<210>5

<211> 26

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 5

ggacaggaaa gtaagactga gaaggc
<210>6

<211> 26

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 6

cctagaacgt attctggaga attggg
<210>7

<211> 26

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 7

tggctctcaa tggtcaaaca tacccg
<210> 8

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 8

atgggaaacg ttccceccga g
<210>9

<211> 21

<212> ADN

<213> Homo sapiens
<400> 9

ggcctaaggc agacttttga a
<210> 10

<211> 409

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 10

15

1056

25

26

26

26

21

21



Met

Arg

Ile

Leu

Phe

65

Arg

Gln

Tyx

Lys

Pro

145

Leu

Pro

Gly

Asp

Asp

225

Thr

Glu

Gly

Gly

Met

Glu

S0

Ile

Glu

Leu

val

Cys

130

Ser

Thr

Lys

Gly

Leu

210

Gly

Trp

Arg

Sexr

Ser

Gly

35

Asn

Phe

Thr

Asp

Gln

115

Gly

Val

Gln

Ser

Glu

15%

Lys

Tyr

Arg

Ser

Ser

His

20

Asn

Trp

Phe

Trp

Leu

100

Thr

Leu

Pro

Thr

Ala

180

Phe

Gln

Ile

ASp

Ala
260

His

Met

Ile

Asp

Cys

Leu

85

Phe

Phe

Cys

Pro

Val

165

Asn

Gly

Ile

Asp

Ile

245

Ala

ES 2388913 T3

His

Ala

Pro

Gln

Ser

70

Pro

Cys

Phe

Pro

Pro

150

Gln

Ile

Pro

Lys

val

230

Met

val

His

Ser

Pro

Cys

55

Thr

Glu

Arg

Ser

Thrx

135

Thr

Lys

Pro

Ala

Ile

215

Leu

Leu

Thr

His

Met

Lys

40

Asp

Ala

Gly

Lys

Leu

120

Gly

Pro

Glu

Arg

Arg

200

Asp

Gln

Leu

Ala

16

His

Thr

25

Ala

Thx

Trp

Ser

Glu

105

Arg

Ser

Ser

Ile

Leu

i85

val

Leu

Gly

Leu

Ala
265

His

10

Gly

Lys

Gln

Pro

Ile

S0

aly

Asp

Pro

Ser

ASD

170

cys

Pro

Gly

Leu

Asn

250

Arg

Ser

Gly

Thr

Thr

Gln

75

Asn

Lys

Asn

Gln

Thr

155

Lys

Pro

Val

Lys

Gly

235

Gln

Glu

Ser

Gln

Pro

Leu
60

Tyr

Tyr

Trp

Ser

Ser

140

Asn

Gly

Leu

Pro

Phe

220

Gln

Thr

Phe

Gly

Gln

Leu

45

Arg

Pro

Asn

Ser

Gln

125

Pro

Lys

val

Gln

Phe

205

Ser

Ser

Leu

Gly

Leu

Met

30

Arg

Lys

Leu

Ile

Glu

110

Leu

Pro

Asp

Asn

Ala

150

Sex

Asp

Phe

Thr

Asp
270

val

15

Gly

Cys

Lys

Gln

Ile

95

Val

Cys

Pro

Pro

ASh

175

vVal

Leu

Asn

Asp

Pro

255

Leu

Pro

Arg

Ile

Arg

Gly

Leu

Pro

Lys

Tyr

Pro

160

Glu

Arg

Ser

Pro

Leu

2490

Asn

Trp



Tyr Leu
P}o Thr
290

Glu Ser
3056

Leu Glu

Met Ser

Asp Arg

Ser Ile
370

Ala ala
385

Ala Leu

<210> 11

<211> 393

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11

Met Ala
Ile Pro
Leu Glu
Phe Ile

50
Arg Glu
Gln Leu

Tyr Val

Lys Cys

Ser

275

Gly

Glu

Gly

Thr

Leu

355

Glu

Asp

Glu

Ser

Pro

Asn

35

Phe

Thr

Asp

Gln

Gly
115

Gln

Gln

His

Leu

Ile

340

Arg

Gly

Ile

His

Met

Lys

20

Trp

Phe

Trp

Leu

Thr

100

Leu

Val

Glnl

Arg

325

Thr

Glu

Gln

Arg

His
405

Thr

Ala

Asp

Cys

Leu

Phe

B5

Phe

Cys

ES 2388913 T3

Asn

Ala

Asp

310

Lys

Gln

Ala

Leu

Lys

390

His

Gly

Lys

Gln

Sexr

Pro

70

Cys

Phe

Pro

Asn
Val
295
Trp
Thr
Gly
Leu
Ile
378

Asn

His

Gly
Thr
Cys
Thr

55
Glu
Arg

Ser

Thr

Arg

280

Pro

Cys

Arg

Lys

Arg

360

Leu

Phe

His

Gln

Pro

Asp

40

Ala

Gly

Lys

Leu

Gly
120

17

Met

Ser

His

Lys

Glu

345

Lys

Lys

Lys

His

Gln

Leu

25

Thr

Trp

Ser

Glu

Arg

105

Ser

Thr

Val

Lys

Lys

330

Glu

His

Asp

Ser

Met

10

Arg

Gln

Pro

Ile

Gly

S0

Asp

Pro

Thr

Asp

His

315

Pro

Asn

Thr

Lys

Leu
385

Gly

Cys

Thr

Gln

Asn

75

Lys

Asgn

Gln

Glu

Pro

300

Leu

Met

Pro

Ser

Phe

380

Pro

Arg

Ile

Leu

Tyr

60

Tyr

Trp

Ser

Ser

Glu

285

His

Leu

Asn

Thr

Leu

365

Iile

Lys

Ile

Leu

Arg

45

Pro

Asn

Ser

Gln

Pro
125

Arg

Trp

Thr

Tyr

Ala

350

Ser

Thr

Leu

Met

Glu

30

LYyS

Leu

Ile

Glu

Leu

110

Pro

Thr

Asp

Cys

Ser

335

Phe

Pro

Gln

Ala

Gly

15
Arqg
Lys
Gln
Ile
val

a5

Cys

Pro

Thr

Thr

Val

320

Met

Leu

Asp

Ser

Ala
400

Asn

Ile

Arg

Gly

Leu

80

Pro

Lys

Tyr
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Pro
Leu
145

Pro

Gly

Asp

Asp

Thr

225

Glu

Tyr

Pro

Glu

Leu

305

Met

Asp

Ser

Ala

Ala
385

<210> 12
<211> 26
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 12

Ser

130

Thr

Lys

Gly

Leu

Gly

210

Trp

Arg

Leu

Thr

Ser

290

Glu

Ser

Arg

Ile

Ala

370

Leu

Val

Gln

Ser

Glu

Lys

185

Tyr

Arg

Ser

Ser

Gly

275

Glu

Gly

Thr

Leu

Glu

355

Asp

Glu

ES 2388913 T3

Pro Ser Pro Thr

Thr

Ala

Phe

180

Gln

Ile

Asp

Ala

Gln

260

Gln

His

Leu

Ile

Arg

340

Gly

Ile

His

ctagaacgta ttctggagaa ttggga

val

Asn

165

Gly

Ile

Asp

Ile

Ala

245

Ala

Gln

Gly

Arg

Thr’

325

Glu

Gln

Arg

His

Gin

150

Ile

Pro

Lys

val

Met

230

vVal

Asn

Ala

Asp

Lys

310

Gln

Ala

Leu

Lys

His
390

135

Lys

Pro

Ala

Ile

Leu

215

Leu

Thr

Asn

vVal

Trp

295

Thr

Gly.

Leu

Ile

Asn

375

His

Pro

Glu

Arg

Arg

Asp

200

Gln

Leu

Ala

Arg

Pro

280

Cys

Arg

Lys

Arg

Leu

360

Phe

His

18

Ser
Ile
Leu
val
185
Leu
Gly
Leu
Ala
Met
265
Ser
His
Lys
Glu
Lys
345
Lys

Lys

His

Ser

Asp

Cys

170

Pro

Gly

Leu

Asn

Arg

250

Thr

Val

Lys

Lys

Glu

330

His

Asp

Ser

Thr

Lys

155

Pro

Val

Lys

Gly

Gln

235

Glu

Thr

Asp

His

Pro

315

Asn

Thr

Lys

Leu

Asn

140

Gly

Leu

Pro

Phe

Gln

220

Thr

Phe

Glu

Pro

Leu

300

Met

Leu

Ser

FPhe

Pro
380

Lys

Val

Gln

Phe

Ser

205

Ser

Leu

Gly

Glu

Hisg

285

Leu

Asn

Thr

Leu

Ile

385

Lys

Asp

Asn

Ala

Ser

1920

Asp

Phe

Thr

Asp

Arg

270

Trp

Thr

Tyr

Ala

Ser

350

Thr

Leu

Pro

Asn

val

175

Leu

Asn

Asp

Pro

Len

255

Thr

Asp

Cys

Ser

Phe

335

Pro

Gln

Ala

Pro

Glu

160

Arg

Ser

Pro

Leu

Asn

240

Trp

Thr

Thr

val

Met

320

Leu

Asp

Ser

Ala

26
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<210> 13

<211> 20

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 13
cctaaggcag acttttgaag
<210> 14
<211> 54

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 14
tttggtaata cgactcacta tagggcagcc accatgggaa acgttcccecc cgag
<210> 15
<211> 44

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 15
tttttttttt tttttttttc aggetgegec agtgtccagg agac
<210> 16
<211> 20

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 16
tgtccgetgt getectgate
<210> 17
<211> 44

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 17

ttttttttt tttttttttc aggetgegec agtgtccagg agac
<210> 18

<211> 678

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 18

tcagggatag cccccateta tttggeccagg cattagecca agacttgagce cagttctcat &0
acctggatat tettgtectt tggtatgegg atgatttact tttagecgee cgttcagaaa 120

19

20

54

44

20

44
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15

ccttgtgcea
tttccaaacce
ggctgaaatt
cttatcctta
caggcataac
tatatacact
aagcagaggc
tgccageggg
tccttacaca
atgtagtggc

<210> 19

<211> 591

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 19
ccatggeccat
aaagagtacc
gcattggcag
gtgacatgga
cagcagtagt
cctgtttatt
agaaagttaa
aacgctgggg
cagctctaat
tctettcecag

<210> 20

<211> 1321

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 20

caacaatcgg
cttceocetttyg
ctcttetggt
tgtttgccac
cgectgtgete
cattgttcet
gggttccatg
tggcecccaaga
aagcttgcca
tgaggagctet
aagtgatggyg
gggaacaatt
cectggcacte
agaaaaggca
tcacaattat
tatcccagca
ccaaaaggag
atgacceccte
ttctectceca
tggctatatt
atatgtcact
cctgagagtt

a

tcaagccacc
aaaggctcag
atccaaaggc
tcccaaaace
aggtttetge
aattaaggaa
agctttecag
gcaagacttt
ggtccgaggg
aaagggtt

ctacactgaa
cattcttcct
tatcacaacc
acaggtcact
ccttcaaaat
tttaggagaa
agaaattcga
cctectecage
attgttactc
aattgaagct

gatataaacc
tatgggagct
ccatgtttct
caccgcagac
ctgatccagce
gcacggctaa
gttectettet
ttcecatteoct
ccatcttgga
gtgagcaagg
aaacgttcce
tgaccctcag
ctgagggaag
aatggagtga
gtaaaaagtg
tcceoegactce
atagacaaaa
caagcagtgg
gacttaaagc
ggtgttttac
gctaaatcag
tggcgatctce
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caagtgctcet
ctctgecteac
accagggccce
ctaaaacaac
tgaatatgga
actcagaaag
gccgtaaaga
tctttetgtyg
accagcttgce

caagatttat
tttgttatca
tctactcagt
gactcecctgg
cgaagagctt
gaacgctgtt
gatcgaatac
caatggatgc
ctctttggac
gtaaagctac

caggcattcg
gttttcatge
tacggctcga
ctgccgetga
gaagcgcecca
gtgcctgggt
gtgacccacg
tggaatccgt
agcggcctgc
acccceoeggt
cgcaagacaa
acactaagaa
tataaattat
agtgcecataa
tgatttatgc
cttcececcact
gggtaaacag
gaggaagaga
aaataaaaac
aagggttagg
acactaaccc
tgatatctca

taaatttcct
agcagaaggc
tcagtgagga
taagaaggtt
ttceccaagta
ccaataccca
acaccctaac
tcacagaaaa
aacccatggce

acaatcatgt
gagcaggagt
tetactacaa
tcaccttgca
tagacttgct
attatgttaa
aatgtagagc
cctgggttet
cctgtatctt
agatggtctt

agctggcaac
tatttcactc
gctgagettt
ctceceatecec
ttgcegetcece
ttgttctaat
gcttctaata
gaggccaaga
taccatcttg
aacattttgg
aaacgccect
agaaacgact
aacaccatct
gtacaaactt
cctacaggaa
taataaggac
tgaaccaaag
attcggecca
agacttaggt
acaattcttt
caaatgagag
gtcaggtcaa

20

cgccacctgt
tatttaccect
atgtatccag
ccttggeatca
cggcaaaata
tttagtaaga
ccaagececcca
aataggaata
atacctgagt

cgtacctaag
gctaggcaga
actatctcaa
agatcaactt
aaccgccaaa
tcaatccaga
agaggagctt
cceocttetta
taacctcctt
acaaatctag

agcagecoccce
tattaaatct
tgctcacegt
tctggatcct
caattgggct
tgagctgaac
gaactataac
actccaggtc
gaagtggttc
caaccacgaa
aagacgtatt
tatattctte
tacagctaga
tcttttcatt
gcettcagag
ccecoccttcaa
agtgccaata
gccagagtgce
aaattctcag
gatctgacat
aagtgccacc
tgataggatg

ggctacaagg
aaatacttag
cctatactgg
ataggcataa
gccagaccat
tggacacctg
gtgttaagct
gctntaggag
aaggaaattg

ccccacaaca
ctaggtactg
gaaataaatg
aacteccctag
agagggggaa
attgtcactg
caaaacaccyg
ggacctctag
gttaagtttg
a

ctttgggtce
tgcaactgca
ccaccactgc
gcagggtgtc
aaaggcttge
actagtcact
acttaccaca
agagaatacg
accaccatct
cggacatceca
ctggaaaatt
tgcagtgccg
cctettttgt
aagagacaac
tctaccteec
cccaaatggt
ttecccaatt
atgtgccttt
ataaccctga
ggagagatat
ataactgcag
acaacagagg

180
240
30Q
360
420
480
540
600
660
678

&0

120
180
240
300
360
420
480
540
591

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
€660
720
780
B40
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

1321
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<210> 21

<211> 2938

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 21

caacgacgga
cgtattctgg
ctcttctgca
gctagactte
ttcattaaga
tcagagtcta
cttcaaccca
ccaatattce
gagtgcatgt
tctcagataa
tgacatggag
ccaccataac
ggatgacaac
ctcattgggg
tgtgtgctac
caccataaca
cattgaggaa
gtaagtttat
ccecggagcaa
tcaggaggag
tgaccctcag
tgcctaatag
gtagaagtaa
actgceccag
aggactgagg
tatgcttgac
tcttactctt
agacgggcag
ttttcacatg
ctagcaaaag
cceccotgettg
gcaaagaatg
aggcagtacc
aaagcccaag
ggaggcacag
gaggcegttg
ccagaggaag
gtacatcectg
ctcacctgga
ttagcccaag
tttactcttg
tttccteget
ggttacttag
cctatactgg
ataggtttct
ctaattaagg
gtggctttcc
tcttcatatg
atgagcttgc

<210> 22

<211> 1422

<212> ADN

<213> Homo sapiens

catccaaagt
agaattggga
gtgccgeoctg
ttttgtagaa
gacaactcac
ccteectate
aatggtccaa
ccaattatga
gctttttcte
tcctgatgge
agatataatg
tgcagcctga
agaggaaaga
acacagaaat
aaggactaag
caggggaagd
gcgtgecetet
cactcagtca
aacttagaaa
caggcggaac
gcaagtggac
ggcttgette
gecegecectt
gggacaaagg
gtgcctgggg
cattgagggc
ctgtcccecgga
tcactagata
cttttctaat
caggggccat
aggaaggaat
cccgteoctgt
ccctcagacc
gcttagtaaa
aaacccagtg
tcettttata
cagagtggtt
actctcaatt
ctgttttacc
acttgagcca
gccgececatt
acctgtggct
ggctaaaatt
cttatcctceca
gccgaaaatg
aaactcagaa
aggccctaac
tcacagaaaa
aacctgtggc
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gatgggaaac
ccaatttgac
gcactcctga
aaggcaaatg
aattatgtaa
ccagcatecc
aaggagatag
ccecteccaa
ctecccagact
tatattgatg
tcactgctaa
gagtttggcg
gatgateccc
cagtaacatg
gaaaactacg
gaagaaaatc
ctgtcacctg
gctgcagaca
ccectattgaa
aggacaaacy
tttggaggct
cagtgcggtc
cgtccatgec
tettttgagt
caagcgccat
caggaaggtt
caactgtcect
ctteotececcag
tatgcttgaa
tatacacctg
taatcctgaa
tcaagttaaa
caaggcccaa
accatgcata
gacagtggag
cccagetgta
tacactcctg
cttgtttgcece
ccaagggttc
atcctcatcac
cagaaacctt
acatggtttc
atccaaaggc
tceccaaaacce
gattcccagg
agccaatace
ccaagcccca
aacaggaata
gtacctgact

gttccecegcea
cctcagacac
gggaagtata
gagtgaagtg
aaagtgtgat
cgacteette
acaaaagggt
gcagtgggag
taaagcaaat
ttttacaagg
atcagacact
atctetggta
acagccagca
ggagattggt
aagaaaatct
ctactgcett
actcttetga
ttagaaaaaa
cttggcaacy
ggattaaaaa
ctggaaaagg
tacaaggaca
ccttatttca
cagaagccac
cccatgecat
gtctectgga
¢ccagatctgt
ccactaagtt
agccecacta
aacataggag
gtctgggcaa
ctaaaggatt
caaggattcc
actccctgea
ggttagtgca
cctagceccectt
gaccttaagg
tttgaagata
agggatagcc
ctggacactt
gtgccatcaa
caaaccaaag
accagggecce
ctaaagcaac
tttggcgaaa
catttagtaa
gtgttaagtt
gctctaggag
aaggaaattg

21

agacaaaaac
taagaaagaa
aattataaca
ccataagtac
ttatgcecta
cccaactaat
aaacagtgaa
gaagagattc
aaaaacagac
gttaggacaa
aaccccaaat
tctcagtcag
agcagttcce
gctgcagaca
acgaattact
tctggagaga
aggccaacta
cttcaaaagt
tcgagtttttt
aaaggccacce
gaaaagctgg
ctttaaaaaa
agggaatcac
taaccagatg
caccctcaca
cactggtgcg
cactatctga
atgactgggg
ccttgttagg
aaggaacace
cagaaggaca
ccacttcctt
aaaagattgt
gtaattcecgt
agatctcagg
atactgtgct
atgccttett
cttcaaaccc
cccatctatt
gtecttcecggt
gccacccaag
gctcaactct
tcagtgagga
taaggggatt
tagccaggtce
gatggacaac
tgccaacagg
tccttacaca
atgtagtggc

gcccctaaga
acgacttata
ccatcttaca
aaactttctt
caggaagcct
aaggacccec
ccaaagagtg
ggcccagcecea
ttaggtaaat
ttectttgatc
gagagaagtg
gtcaatgata
agtctasacc
tttgctaact
caatgatgtc
ctaagggagg
atcttaaagc
ctgccgtagyg
ataatagaga
gctttagtca
gcaaattgaa
gattgtccaa
tggaaggccc
atccagcagc
gagccctggyg
gtcttcttag
gggggtecta
agetttatte
gagagacatt
cgtttgttgt
atatggacga
tccctaccasa
taaggactta
agtggattga
attatcaatg
ttcccaaata
ctgcatcect
aacatctcaa
tggccaggca
aggtggatga
cgctcttcaa
gctcacagca
acacatccag
ccttggegta
attaaataca
tgaagtagaa
gcaagacttt
gatccgaggg
aaagggtt

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
16890
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2938
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<400> 22

tcagggatag
acctggacac
ccttgtgeccea
tttccaaaga
caaaggcacc
caaaacccta
tccccaggta
ccaataccca
aaggccttaa
catcacagaa
tgcaacccat
gtttatgggt
ggagagatct
acttgtggcet
tgctgcaact
atagaatata
gaagttcecct
aaaaggactt
ceccteocactec
aattaggaga
tccatgeeca
tcacacatca
aagtcttaca
aagcagatat

ccecccatcta
tcttgtectt
tcaagccacc
gaagctcagce
aaggccctca
aagcaactaa
tggcaaaata
tttaataaga
acccaagtcc
aaaaacagaa
ggcatacctg
agtggtggca
tactgtgtgg
gtcagacaac
gtgcacttgt
actgtcaaca
tgactgatcce
caaaagecggg
aggaactagt
aggaaaaagyg
tgaggcaata
ggaagccatt
ctgectggggt
tgaagcaaaa

<210> 23

<211> 2006

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 23

atgcagtggt
ctcagctagce
caaatatata
ggaaagaaag
ggaaattatt
atcanaaagg
aaaaccctte
ttatttactg
tgccaaaaaa
cattaccctg
agtatctact
cagaaaaggc
ttcececegagg
tatcccagge
ggaaggtega
cceaccteac
aaaaagcagyg
ttgtgcttga

cagtgataat
agaactaata
tacagactct
ggaattccta
attggctgta
aaaggaaagg
atcaaacett
gaccaggcect
ataatccccet
aaaaaaactg
agtctgggta
ccaagaggta
cttacagagt
gttaggtata
gaaaatgaat
atggcctgcet
acttagccca
cccaagacag
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tttggccagg
cagtatgtgg
caagcactct
tctgctcaca

gtgaggaatg

gagagttcct
gccaggccat
tggatacctg
cagtgttaag
acagctctgg
agtaaggaaa
gtagcagttg
acatctcatg
cgtttactta
gcaactctta
aataatttct
tgaccttcaa
gtatgcagtg
gcttagctgyg
gtaaatatat
tgcagagaaa
aggagattat
catcagaaag
agagctgcaa

ggaatacttg
gccctcactt
aaatatgctt
acttctgaga
cagaaaccta
gaaaatactt
tcacttaggc
tttcaaaact
gcctcatege
gcaactgatt
aatactttca
ataaaggcac
gacaatagcc
cgatatcact
gaaatactca
ctgttgccta
tacgaaatgc
ccaacttagt

cattagccecca
atgatttact
taaatttcct
gcaggttaaa
tatccagect
tggcataaca
tatatacagt
aagccaaagt
cttgccaacy
gagtccttac
ctgatgtagt
tagtatctga
aggtgaacag
aatatcaggce
acccagtenc
caaacctatg
cttgtatact
gtcagtgata
cagaactaat
atacagactc
gggaattcet
tactggcagt
gaaagaaaag
ggcaggaccce

aaagtaatcc
gggcactaga
acctagtcct
gaacacctat
aagaggtggc
ttgcetgcaa
atcgatagca
atcaagcaaa
caagctcctt
ttacccacaa
cgggttgggc
tagttcatga
ctgctttececa
tacactgege
aaggacatct
tagccttaaa
tgtatggaag
tgcagacatc

22

agacttgagt
tttagctgece
cgccacctgt
tacttaagac
atactggett
ggcttctgece
aattaaggaa
ggctttccag
gagcaagact
acaggtccaa
ggcaaagggt
agcagttaaa
catactcact
tctattactt
atttcttcca
ccactcgagg
gatggaagtt
atggaatatt
agcctteatt
tgagtatgct
aacttccgag
acagaaacct
ggaaatagaa
tc

cctecacteca
attaggagaa
ccatgcccat
caaacatcag
agtcttacac
ctatccaatg
cccatcaaat
tattcagggce
caggaaaaca
gcccaaacct
aaaggcctetce
aataattcec
ggccacagta
ctgaaggcca
aaaaaagcaa
aagaatctgc
gcecttcata
acctccttag

cagttatcat
tgttcagaaa
ggctacaagg
taagattatc
atcctcatct

gaatatggat.

actcagaaag
gceectaaag
tttctttata
gggacgagct
tggcttecatt
ataatacagg
gctaaaggag
gaaaggccag
gacaatgaag
ggaccttcta
cctttgtaga
tgaaagtatc
gagggcactag
cacctagtcn
ggaacaccta
aaagaggtgg
gggaattgcc

ggaactagtg
gaaaaaaggg
gcagcaatat
gaagccatta
tgeccggggte
gaaattactt
ggccaaatca
ctgtgaattyg
aaaaacaggc
cagggatttc
ccctgtagga
agattcggac
acccagggag
cagtcctcag
acccaggaaa
aactttccce
accaatgacc
ccaaatatca

60
120
180
240
300
i60
420
480
540
6§00
€60
720
780
840
900
860
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1422

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
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acaagttcte
cccttgtgac
<tgggaagga
ggtcttggat
caggagacaa
aacaaccagg
trtctecttta
atgaccagta
gatgccccat
atgcccecgea
acaggaaaaa
tacttcaccc
catgtaaaag
gactagatct
ttaataccac
tatgcctcce

<210> 24

<211> 1948

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 24

actgcactct
cactgctgtt
ggtgteceget
gcttgececatt
ntcactgggt
accacatggc
aatacgaggc
ccatcttggg
catccaaagt
ggttaaagtg
gccaaaggaa
tttgegececty
ggccctecoct
accceceteca
gcagcgteccc
cttcactgcc
tgcaaatact
agtcactgtce
agatcaggca
cacctctagce
tactecgecctg
aaaccctact
tgtacctgaa
acctcttgtt
caatactaca
agtctgccta
tggctcttca
tgaacaagat
tcettttgtt
aacctctact
cgccgactece
aaatcgaaga
ggaagaatgc

<210> 25
<211> 1136
<212> ADN

aaaacattac
atggtattag
ccctacccag
acatcacact
cqctagcetat
aggaaagtaa
ctgttetttt
gctcccctta
cgtataggag
actgctatca
tgattaatcc
aaactggtat
aagtaatctc
ctcaaaacta
cctecactggg
cctgaacttce

tctggtceat
tgccaccacc
gtgctectga
gtncctgecac
tceccatggttce
ccaagattec
ttgccaccat
agctctgtga
gatacatccet
gctggagtygg
cctgaaaatc
ctcttcaaac
tatcatattt
tgccgectgta
ggaaatattg
cacacccata
cattattgga
tgttggactt
agagdaaaaac
ccctacaaag
gtaagcctat
aactgttygga
caatggaaca
tccaatctgg
tacacaacca
ccctcaggaa
gaatctatgt
ttatacagtct
ataggagcag
cagttctact
ctggtcacct
gctttagact
tgttattatg
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aaggaaccta
tcaagtccct
tcattttatt
tgagtcaaat
tcctgtgaac
ctaaaatcat
accctettece
ccaagagttt
tctttctaag
ctctgccact
tagttgtecct

gtctgatggg

ccaactcace

catgaaacce
ctcoccatgagyg
aagcca

gtttcttacy
gcanacctgce
tccagegagg
ggctaagtgc
tcttoctgtga
attccttgga
cttggaagcg
gcaaggaccce
gggaaggacc
agtcttggat
caggagacaa
aacaaccagg
ttctctttac
tgaccagtag
atgccceccate
tgcccegeaa
caggaaaaat
acttcaccca
atgtaaaaga
gactagatct
ttaataccac
tatgcctcece
acttcagcac
aaataaccca
actcccaatg
tattttttgt
gettectete
atgtcatatce
gagtgctagg
acaaactatc
tgcaagatca
tgctaaccgce
ttaatcaa

tccctgagaa
tctctctaat
tacgccaact
cctggatact
ctctagagga
aaatcccceca
actctcactg
ctatggagaa
ggaacccceca
ctttgcatgc
ggaggacttg
ggtggagttc
cgggtacatg
tcegtaccca
tcteggecca

gctcgagetg
cgctgactce
cgeccattge
ctgggtttgt
cccacggcett
atcegtgagg
gcctgctacce
ccecggtaaca
ctaceccagtce
acatcacact
cgctagctat
aggaaagtaa
tgttgtttca
cteceeccttac
gtataggagt
ctgectatcac
gattaatcct
aactggtatg
agtaatctcc
ctcaaaacta
cctcactggg
cctgaacttce
agaaataaac
tacctcaaac
catcaggtgg
ctgtggtacc
attcttagtg
taageccecge
tgcactaggt
tcaagaacta
acttaactcc

tgaaagaggg

23

gagggaaaag
tcceccateee
gcggttaaag
gccaaaggaa
cttgcgectg
tggccctecece
cacccectcece
tgcagcgtcce
cettecactge
atgcaaatac
gagtcactgt
aagatcaggc
gcacctectag
tactcgccetg
aaaccctact

agcttttgct
catcectcetg
cgcteccaat
tctaattgag
ctaatagaac
gcaagaactce
atcttggaag
ttttggcaac
attttatcta
tgagtcaaat
tcctgtgaac
ctaaaatcat
ccectetttea
caagagtttc
ctitgtaagg
tctgeccactc
agttgtcctg
tctgatgggg
caactcaccc
catgaaaccc
ctccatgagg
aggccatatg
accacttccg
ctcacctgtg
gtaactecctce
tcagcctatce
cccectatgg
aacaaaagag
actggcattg
aatggggaca
ctagcagcag
ggaacctgtt

aactattcca
tagatacatc
tggctggagt
cctgaaaatc
ctcttcaaac
ttatcatatt
atgccgetgt
cggaaatatt
ccacacccat
tcattattgg
ctgttggact
aagagaaaaa
ccectacaaag
gtaagcctat
aactgttgga

caccgtccecac
gatcctgcag
tgggctaaag
ctgaacacta
tataacactt
caggtcagag
tggttcacca
cacgaacgga
ccccaactge
cctggatact
ctctagagga
aaatccccat
ctctcactge
tatggagaat
gaacccccac
tttgcatgca
gaggacttgg
gtggagttca
gggtacatgg
teccgtaccca
tctcggoccca
tttcaatccc
ttttagtagyg
taaaatttag
ccacacaaat
gttgtttgaa
ccatctacac
tacccattct
gcggtatcac
tggaacgggt
tagtccttca
tatttttagg

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
leB0
1740
1800
1860
1920
1980
2006

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
14490
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1520
1548
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<213> Homo sapiens

<400> 25

ccatggccat
aaagagtacc
gcattggcgg
gggacatgga
cagcagtagt
cectgttitatte
agaaagttaa
gaccctgggg
cagctataat
tctcecttccag
agatctaccg
aaggcaceccc
gaagcagtta
atgggggact

tagctgggaa
gaccaatcag

caatcatcta
cttcgagcecg
tcatgctatt

ctacactgaa
cattcttcct
tatcacaacc
acgggtcgcc
ccttcaaaat
tttaggggaa
agaaattcga
ccteoctcage
attgctactc
aatcgaagct
cagacccecetg
tcctgaggaa
gagcggtcgt
gagagacagg
ggtgaccaca
agagctcact
ttgcatgaga
gcaacggcaa
tcactctatt

caagatttat
tttgttatag
tctactcagt
gactccctgag
cgaagagctt
gaatgctgtt
gatcgaatac
caatggatgc
ctctttggac
gtaaaactac
gaccggcctg
atctcagcetg
cggccaacct
actagctgga
tccaccttta
aaaatgctaa
gcacagcagg
cceectttygg
aaatcttgca

acagttatgt
gagcaggagt
tctactacaa
tcaccttgca
tagactecgct
attatgttaa

-aacgtagagc

cctggattct
cctgtatctt
aaatggagcc
ctagcccacg
cacaacctct
ccccaacagce
tttectagge
aacacgggge
ttaggcaaag
agggacaatg
gtcecceoctecc
gctgcgaaaa

catatctaag
gctaggtgca
actatctcaa
agatcaacctt
aaccgctgaa
tcaatcegga
agaagagctt
cccecttetta
taacctcctt
caagatgcag
atctgatgtt
actacgcccc
acttaggttt
tgactaagaa
ttgcaactta
acaggaggta
atcgggatat
tttgtatggg
aaaaaaaaaa

ccccgcaaca
ctaggtactg
gaactaaatg
aactccctag
agagggggaa
atcgtcactg
cgaaacactg
ggacctctag
gttaactttg
tccaagacta
aatgacatca
aattcagcag
tcectgttgag
tcectaagece
gttcacacct
aagaaatagce
aaacccaagt
agctctgttt
aaaaaa

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
300
860
1020
1080
1136

<210> 26

<211> 2782

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 26

atgggagctg
catgtttctt
accgcagacc
tgatccageg
cacggctaag
ttctcttctg
tcecattectt
ccatcttgga
gtgagcaagyg
tcctaggaag
gtggagtctt
aatccaggag
aaacaacaac
atttttctet
tgtatgacca
attgatgccc
catatgcccec
tggacaggaa
acttactteca
aaacatgtaa
aaaggactag
ctatttaata
tggatatgcc
aacaacttca

ttttecatget
acggctcgag
tgccgectgac
aagcgcccat
tgcctgggtt
tgacccacgg
ggaatcegtg
agcggectge
acccccoccggt
gaccctaccc
ggatacatca
acaacgctag
caggaggaaa
gtagtgttct
gtagctecccce
catcgtatag
gcaactgcta
aaatgattaa
cccaaactgg
aagaagtaat
atctctcaaa
ccaccctcac
tccccctgaa
gcacagaaat

atttecactct
ctgagectttt
tcccatecct
tgccgctcec
tgttctaatt
cttctaatayg
aggccaacga
taccatcttg
gacattttgy
agctcatttta
cacttgagtc
ctattcctgt
gtaactaaaa
ttcaccctgt
tcacccagag
gagtctttct
tcactetgee
tcctagttgt
tatgtctgat
ctceccaacte
actacatgaa
tgggctccat
cttcaggcca
aaacaccact

attaaatctt
gctcacegte
ctggatcctg
aattgggcta
gagctgaaca
aactataaca
actccaggtce
gaagtggttc
cgaccaccaa
tctaccecaa
aaatcctgga
gaacctctag
tcataaatcce
ttcactctca
tttctatgga
aagggaaccc
actctttgca
cctggaggac
gggggtggag
accggggtac
accecteegta
gaggtctcgg
tatgtttcaa
tecegttitag

24

gcaactgcac
caccactgct
cagggtgtcc
aaggcttgcece
ctagtcactg
cttaccacat
agagaatacg
accaccatct
cggacatcce
ctgcggttaa
tactgccaaa
aggatttgcg
ccatgggect
ctgcacccecc
gaatgcagcg
ccaccttcac
tgcatgcaaa
ttggagtcac
ttcaagatca
atggcacctce
cceatactceg
cccaaaaccc
tcectgtace
taggacctct

tettetggte
gtttgecace
gctgtgectcce
attgttectyg
ggttccatgg
ggcccaagat
aagcttgeca
tgggagctcet
aagtgataca
agtggctaga
ggaacctgaa
cctgctette
ccettatcat
tccatgeege
tcceggaaat
tgcecacace
tactcattat
tgtctgttag
ggcaagagaa
tagcccctac
cctggtaage
tactaactgt
tgaacaatgg
tgtttccaat

s0
120
180
2490
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B40
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
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15

gtggaaataa
accaactccc
ggaatatttt
atgtgcttcc
agttatgtca
gcaggagtge
tactacaaac
accttgcaag
gacttgctaa
tatgttaatc
cgtatagcag
tggattctcc
tgtatctttg
atggagcceca
agcccacgat
caacctcetac
ccaacagcac
tcctaggetyg
cacggggctt
aggcaaagac
ggacaatgat
ccceteectt
tgcaaaaaaa

cceatacctce
aatgcatcag
ttgtectgtgg
tctcattett
tatctaagcec
taggtgcact
tatctcaaga
atcaacttaa
ccgetgagag
aatccggaat
aggagcttcg
ccttcttagg
accteccttgt
agatgcagtc
ctgatgttaa
tacgcccocaa
ttaggttttc
actaagaatc
gcaacttagc
aggaggtaaa
cgggatataa
tgtatgggag
asaaaaaaaa

<210> 27

<211> 666

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 27

tgtcecgetgt
ttgccattgt
cactgggttc
cacatggccc
tacgaggctt
atcttgggag
tccaaagtga
gatctacege
aggcaccect
aagcagttag
tgggggactg
agctgg

gctcectgatc
tecectgecacgg
catggttctc
aagattccat
gccaccatct
ctctgtgagc
atcgaagctyg
agaccectgg
cctgaggaaa
agcggtcecgtce
agagacagdga

<210> 28

<211> 3372

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 28
gacttcccaa ataccagagg
cttctgcate cctgtacatce
cccagcatet caactcacct
atttggccag gcattagccc

ggtaggtgga
aagcgctctt
tctgectecaca

tgatttactt
caatttcctc
gcaggttact
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aaacctcacc
gtgggtaact
tacctcagcc
agtgcccect
ccgcaacaaa
aggtactggc
actaaatggg
ctccetagea
agggggaacc
cgtcactgag
aaacactgga
acctctagca
taactttgtc
caagactaag
tgacatcaaa
ttcagcagga
ctgtrgagat
cttaagccta
tcacacctga
gaaatagcca
acccaagttt
ctctgttttce
aa

cagcgaggcg
ctaagtgcct
ttectgtgacc
tccttggaat
tggaagcggc
aaggaccccce
taaaactaca
accggectgc
tctecagetge
ggccaaccte
ctagctggat

aagcagagtg
ctgactctca
ggactatttt
aagacttgag
ttggccgeec
gctacctgtg
tagggctaaa

tgtgtaaaat
cctceccacac
tatcgttgtt
atgaccatct
agagtaccca
attggcggta
gacatggaac
gcagtagtce
tgtttatttt
aaagttgaag
ccectagggece
gctataatat
tcttccagaa
atctaccgea
ggcacccecte
agcagttaga
gggggactga
ggtgggaagg
ccaatcagag
atcatttatt
tcgagecegge
atgctatttce

cccattgecg
gggtttgtte
cacggcttct
cegtgaggec
ctgectaccat
cggtaacatt
aatggagccc
tagcccacga
acaacctcta
cccaacagca
ttcctaggcet

gtttacagte
attettgttt
accccaaggg
ccaatcectca
attcagaaac
gctacatggt
attatccaaa

25

ttagcaatac
aaatagtctg
tgaatggctc
acactgaaca
ttcttcocttt
tcacaacctc
gggtcgccga
ttcgaaatcyg
taggggaaga
aaattccaga
tcctcageeg
tgctactcct
tecgaagetgt
gaccecctgga
ctgaggaaat
gcggtggteg
gagacaggac
tgaccacatc
agctcactaa
gcctgagagc
aacggcaacc
actctattaa

ctccraattg
taattgaget
aatataacta
aagaactcca
cttggaagtg
ttggcaacca
aagatgcagt
tetgatgtta
ctacgcccca
cttaggtttt
gactaagaat

ctggaccttc
gcctttgaag
ttcagggata
tacctggaca
cttgtgccat
ttccaaacca
ggcaccaggg

tacatacaca
cctaccctea
ttcagaatct
agatttatac
tgttatagga
tactcagttce
ctccetggte
aagagcttta
atgetgttat
tcgaatacaa
atggatgeccc
ctttggaccc
gaaactacaa
ccggceetget
ctcagctgca
gccaacctcce
tagctggatt
cacctttaaa
aatgctaatt
acagcaggag
cecettigggt
atcttgcaac

ggctaaaggc
gaacactant

taacacttacg
ggtcagagaa
gttcaccacc
cgaacggaca
ccaagactaa
atgacatcaa
attcagcagg
cctgttgaga
ccctaagect

aggatgectt
atacttcaaa
gtccccatct
cttgtcectte
caagccaccce
aaggctcaac
ccctecagtga

1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2782

€0

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
666

60

120
180
240
300
360
420



ggaacacatc
attccttggc
gtcattaaat
aactgaagta
agggcaagac
acagatccga
ggcaaagggt
agcagttaaa
catactcact
tctattactt
atttcttcca
ctatgccact
tactgatdaga
tgataatgga
actaatagcce
gactctaaat
ttcctaactt
gctgtacaga
gaaagggaaa
gaccctccat
accaagecce
ceccteogggac
aaattactta
gccaaatcat
tgtgaagtgt
agaacaggcce
agggatttca
cctgtaggac
gattcggact
cccagggagt
agtcctcagg
cccaggaaac
actttececa
ccaatgaccet
caaatatcaa
tattccaccc
atacatcctg
ctggagtgga
ctgaaaatcc
tcttcaaaca
tgcagtccaa
atgttaatga
gccccaatte
ggttttccetg
aagaatccct
acttagctca
aggtaaagaa
gatataaacc
atgggagctc
aaaaaaaaaa

cagcctatac
gtaataggtt
acactaatta
gaagtggctt
ttttgttcat
gggatgagct
tgacctcatt
ataatacagg
gctaaaggag
gaagggecay
gacaatgaag
cgaggggacc
agttccettrtg
atacttgaaa
ctcacttggg
atgcttacct
ctgagagaac
aacctagaga
tacaagagaa
tagaaatgct
agtactcagc
ggttagccac
aaacccttca
tatttactgg
gccagagaaa
attaccctgyg
gtatctacta
agaaaaggcc
tcececgagge
atcccaggceg
gaaggtcgag
ccacctcaca
aaaagcagga
cgtgcttgac
caagttctta
aagtgacatg
ggaaggaccc
gtcttggata
aggagacaac
acaaccagga
gactaagatc
catcaaaggc
agcaggaagc
ttgagatggg
aagcctagcet
cacctgacca
atagccaatc
caagttttcg
tgttttcatg
aa
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tggcttatcc
tctgccgaaa
aggaaactca
tcecaggeect
atgtcacaga
tgcaacctgt
gtttacgggt
gaagagatct
acttgtggct
tgctgcgact
aaaagataaa
ttrtagaggt
tagaaaaagg
gtaatccccet
cactagaatt
agtcctcecat
acctatcaaa
ggtggcagtc
ctgccaagca
tattaaactt
aggagaaaca
tgaagaaggg
tcaaaccttt
accaggccett
taatcccctg
agaagactgg
gtectgggtag
caagaggtaa
ttacagagtg
ttaggtatac
aaaatgaatg
tggcctgtte
cttagcccat
ccaagacagc
aaacattaca
gtattagtca
tacccagtca
catcacactt
gctagctatt
ggaaaaatcg
taccgcagac
accecctectyg
agttagagcyg
ggactgagag
gggaaggtga
atcagagagce
atttattgce
agccggceaac
ctatttcact

tcatcccaaa
atggattccc
gaaagccaat
aacccaagcce
aaaaacagga
ggcacacctyg
agtggtggca
tactgtgtgg
gtcagacaac
gtgcacttgt
acataactgt
tcctttgact
acttcgaaaa
cactccagga
aggagaagaa
gccecatgcag
catcaggaag
ttacactgcc
tatattgaag
ccettagtat
gaatggggaa
aaaatacttt
cacttaggca
ttcaaaacta
ccttategeco
caactgattt
atactttcac
taaaggcact
acaatagccc
gatatcactt
aaacactcaa
tgttgecctat
acgaaatgct
caacttagtt
aggaacctat
agteccttcece
ttttatctac
gagtcaaatc
cctgtgaace
aagctgtaaa
ccctggaccg
aggaaatctc
gtegteggece
acaggactag
ccacatccac
tcactaaaat
tgagagcaca
ggcaaccecece
ctattaaatc

accctaaagc
aggtatggcg
acccatttag
ccagtgttaa
atagctctag
actaaggaaa
gtagcagtct
acatctcatg
tgtttactta
gcaactctta
caacaagtaa
gatcecgacce
gtggggtatg
actagtgctc
aaaagggcaa
caatatggaa
ccattaggaa
ggggtcatca
ccaaaagagc
agggtaatcc
ccteacgagg
tgcectgcaac
tcgatagcac
tcaagcagat
aagctccttc
tacccacaag
gggttgggca
agttcatgaa
tgctttccag
acactgegec
aggacatcta
agccttaaaa
gtatggaagg
gcagacatca
ccctgagaag
ctctaattce
cccaactgcg
ctggatactyg
tctagaggat
actacaaatg
gcctgttage
agctgcacaa
aacctcccca
ctggatttcc
ctttaaacac
gctaattagg
gcaggaggga
tttgggtcce
ttgcaactgc

aactaagggg
aaatagccag

taagatggac
gtttgccaac
gagtccttac
ttgatgtagt
tagtatctga
atgtgaatgg
aatgtcaggce
accecagccac
tttctcaaac
tcaacttgta
cagtggtcag
agctagcaga
atataataca
agaaagggaa
attattattg
caaaggaaayg
tgcaaggcag
cttccgggaa
cagttttcte
tatccaatgg
ccatcagatg
agtcagggcc
aggagaacaa
cccaaaccte
gaggccttce
ataattccca
gccacagtaa
tgaaggccac
aaaaagcaaa
agaatctgca
cececttcataa
cctecttage
aggaaaagaa
ccatccctag
gttaaagtgg
ccaaaggaac
ttgcgecctge
gagcccaaga
ccacgatctg
cctctactac
acagcactta
taggctgatt
ggggcttgca
caaagacagg
caatgatcgg
cteectttgt
aaaaaaaaaa

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
22840
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3372

<210> 29

<211> 2372

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 29

26



actgcactct
cactgctgtt
ggtgtcecgct
gcttgccatt
atcactgggt
accacatggc
aatacgaggc
ccatcttggg
catccaaagt
agaattggga
gtgcecgceetg
ttttgtagaa
gacaactcac
cctececetatce
aatggtccaa
ccaattatga
gectetttet
ccctgatggce
agatataatg
tgcagectga
cagaaggaaa
tgggacacag
gaaggactaa
cagggaaggg
cgtgecctctc
actcagtcag
acttagaaac
aggcggaaca
caagtggact
gcttgcttcc
cocgceectto
ggacaaaggt
tgcctgggge
attgagggcc
tgtcocggac
gtcactagat
atgcttttct
aagcaggggc
cttgaggaag
gaatgcceogt

tctggtceat
tgccacecace
gtgctecctga
gttcctgcac
tccatggtte
ccaagattcecc
ttgccaccat
agctctgtga
gatgggaaac
ccaatttgac
gcactcctga
aaggcaaatg
aattatgtaa
ccageatccce
aaggagatag
cccctceccaag
ctecccagact
tatattgatg
tcactgctaa
gggtttggcy
ganaatgatt
aatcagaaca
ggaaaactag
aagaaaatcc
tgtcacetga
ctgcagacat
cctattgaac
ggacaaacgg
ttggaggectc
agtgcggtct
gtccatgecc
cttttgagtc
aagcgeccatc
aggaaggttg
aactgtcecte
actttttecc
aattatgctt
cattatacac
gaattaatec
cctgttcaag
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gtttcttacg
gcagacctgc
tccagcgagy
ggctaagtgce
tcttctgtga
attccttgga
cttggaagcqg
gcaaggaccc
gttccececgea
cctcagacac
gggaagtata
gagtgaagtg
aaagtgtgat
cgactectte
acaaaagggt
cagtgggagg
taaagcaaat
ttttacaagg
atcagacact
tctetggtat
ccccacaggce
tggagattgg
gaagaagtct
tactgcettt
ctcttcectgaa
tagaaaaaac
ttggcaacct
gattaaaaaa
tggaaaaggg
acaaggacac
cttatttcaa
agaagccact
ccatgccatc
tctcectggac
cagatctgtc
agccactaag
gaaagcccca
ctgaacatag
tgaagtctgg
ttaaactaaa

gctcgagetg
cgctgactcece
cgecccattge
ctgggtttgt
cccacggett
atccgtgagg
gcectgcetacce
cccggtaaca
agacaaaaac
taagaaagaa
aattataaca
ccataagtac
ttatgcccta
cccaactaat
aaacagtgaa
aagagaattc
aaaaacagac
gttaggacaa
aaccccaaat
ctcagtcagg
cagcaggcag
tgctgcagac
atgaattact
ctggagagac
ggccaactaa
ttcaaaagtc
cggtttttta
aaggccaccg
aaaagctggyg
tttaaaaaag
gggaatcact
aaccagatga
accctcacag
actggtgcgg
actattctga
ttatgaactg
ctaccttgtt
gagaaggaac
gcaacagaag
ag

agettttget
catccctcetg
cgctcccaat
tctaattgag
ctaatagaac
ccaagaactc
gtcttggaag
ttttggcaac
gcccctaaga
acgacttata
ccatcttaca
aaactttectt
caggaagcct
aaggaccccec
ccaaagagtg
ggcccagcecea
ttaggtaaat
ttctttgate
gagagaagtg
tcaatggata
ttceccagtcet
atttgctaac
caatgatgtc
taagggaggc
tcttaaageg
tgccgtagge
taatagagat
ctttagteat
caaattgaat
attgtccaaqg
ggaaggeccca
tccagcagceca
ageccctgggt
tcttcttagt
gggggtcent
gggagcttta
agggagagac
acccgtttgt
gacaatatgg

caccgtccac
gatcctgcag
tgggctaaag
ctgaacacta
tataacactt
caggtcagag
tggttcacca
caacgacgga
cgtattctgy
ttcttectgea
gctagacctc
ttcattaaga
tcagagtcta
cttcaaccca
ccaatattcc
gagtgcatgt
tctcagataa
tgacatggag
ccaccataac
nggatgacaa
agaccctcat
ttgtgtgcta
caccataaca
attgaggaag
taagtttatce
ccggagcaaa
caggaggagc
gaccctcagg
gcctaatagg
tagaagtaag
ctgccccagyg
ggactgaggg
atgecttgacc
cttactctte
aagacgggca
ttcttttcac
attctagcaa
tgtneccectg
acgagccaaa

60
120
180
240
100
360
420
480
540
600
660
720
7680
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1280
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2372

<210> 30

<211> 7582

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 30

Caacaatcgg
cttecectttg
ctcttetggt
tgtttgcceac
cgectgtgete
cattgtncct
gggttccatg
tggcccaaga
gargcttgcce
ttgggagctc

gatataaacc
tatgggagct
ccatgtttct
caccgcanac
ctgatccagc
gcacggctaa
gttctettct
ttccattect
accatcttgg

tgtgagcaag

caggcattcg
gttttcatgc
tacggctcega
ctgececgcectga
gargcgccca
gtgcctgggt
gtgacccacg
tggaatccgt
aagcggcctg
gacccccegg

agctggcaac
tatttcactc
gctgagettt
ctceccateee
ttgececgctcec
ttgttctaat
gcttctaata
gaggscaacd
ctaccrtctt
tracattttg
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agcagccccc
tattaaatct
tgctcacegt
tctggatccet
caattgggct
tgagctgaac
kaactataac
aactccaggt
ggaagtggtt
gcraccamsr

ctttgggtcce
tgcaactgca
ccaccactge
gcagggtgtc
aaaggcttgc
actantcact
acttaccaca
cagagaatac
caccaccatc
acggacatcce

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600



maagtgatgg
tgggamcaat
gcctggeact
tagaaaaggc
ctcacaatta
ctatcccagc
tccaaaagga
tatgacccct
tttyytctce
gatggctata
atatatgtca
agcctgagrg
gaaggaaaga
gggacacaga
tasaaggact
acacagggga
gaagegtgeco
tatcactcag
caaaacttag
gagcaggcgg
caggcaagtg
tagggcttgc
taagcecgecc
caggggacaa
agggtgcctg
gaccattgag
cttetgtecc
ggcagtcact
tcacatgctt
gcaaaagcag
cctgettgag
caaagaatgc
ggcagtaccc
aagcccaagyg
gaggcacaga
aggccgttgt
cagaggaagc
tacatcctga
tcacctggac
tagcccaaga
atttactttt
atttcctege
aggttaaata
tccagectat
gcrtaayagg
watacastaa
gymraagtgg
tgccaacrgg
gteccttacac
gatgtagtgg
gtatctgaag
gtgaayrgca
trtcaggctc
ccagycncat
tctcaaacct
caacttgtat
agtggtcagt
gctrgcagaa

gaaacgttcc
ttgaccctca
cctgagggaa
aaatggagtg
tgtaaaaagt
atccccogact
gatagacaaa
cccaagcagt
cagacttaaa
ttgregtett
ctgctaaatc
tttggcgatc
naatgattcecc
aatcagtaac
aaggaaaact
agggaagaaa
tctctgtecac
tcagctgcag
aaaccctatt
aacaggacaa
gactttggag
ttccagtgceg
cttcgtecat
aggtcttttg
gggcaagege
ggccaggaag
ggacaactgt
agatacttty
ttctaattat
gggccattat
gaaggaatta
ccgtectgtt
cctcagaccc
cttagtaaaa
aacccagtgg
ccttttatac
agagtggtte
ctecteaattce
trttttacec
cttgagycar
rgcygeceyrt
yacctgtggc
cttaggrcta
actggcttat
yttectgecga
ttaaggaaac
ctttccaggce
gcaagacttt
agrtcecragg
caaagggttg
cagttaaaat
tactcactgc
tattacttga
ttcttccaga
atgccactcyg
actgatggaa
gataatggaa
ctaatageccy
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ccgcaagaca
gacactaaga
gtataaatta
aagtgccata
gtgatttatg
ccttecccam
agggtaaaca
gggaggaaga
gcaaataaaa
acaagggtta
agacactaac
tctggtatct
ccacaggcca
atgggagatt
asgaagaaar
atcctactgce
ctgactctte
acattagaaa
gaacttggca
acgggattaa
gctctggaaa
gtctacaagg
gececettatt
agtcagaagc
catcececatge
gttgtcteoct
ccteccagatc
tccecageccecac
gcttgaaagc
acacctgaac
atcctgaagt
caagttaaac
aaggcccaac
ccatgcataa
acagtggagyg
ccagctgtac
acastcctgg
ctgtttgcct
caagggttca
tymtecatace
tcagaaacct
tacawggttt
arattatcca
cctecateyca
awatggattc
tcagaaagcc
ccctaaagaa
tsttyatayr
gaygagcttg
rcytcattgt
aatacagggr
taaaggagac
arggccagtg
caatgaagaa
aggggacctt
gttcetttgt
tayttgaaag
tcaytkgggc

aaaacgeccce
aagaaacgac
taacaccatc
agtacaaact
ccctacagga
ytaataagga
gtgaaccaaa
gaatteggec
acagacttag
ggacaattct
cccaaatgag
cagtcaggtc
gecargeagtt
ggtgctgcag
tctaygaatt
ctttetggag

tgaaggccaa

aaacttcaaa
acyteggttt
aaaaaaggcc
agggaaaagce
acactttaaa
tcaagggaat
cactaaccag
catcaccctc
ggacactggt
tgtcactatt
taagttatga
cccactacct
ataggagaag
ctgggcaaca
taaaggattc
aaggattcca
ctccectgcag
gttagtgcaa
ctagccctta
accttmagga
ttgaagatac
gggatagycc
tggacactct
tgtgccatca
ccaaacsara
aaggcaccar
aaaccctaaa
cccaggtwtg
aatacccatt
ggccttraaac
tcacagaaaa
caacecyrtgg
ttaygggtag
agagatctta
ttgtggetgt
ctgcractgt
aagataraay
ytagargttc
agaaaaagga
taatcceccte
actagaatta

28

taagacgtat
ttatattctt
ttacagctag
ctctttteat
agccttcaga
cceceecttea
gagtgccaat
cagccagagt
gtaaattctc
ttgatctgac
agaagtgcca
aatggatang
cccagtctas
acatttgcta
actcaatgat
agactaaggg
ctaatcttaa
agtctgccgt
tttataatag
accgetttag
tgggcaaatt
aaagattgtc
cactggaagqg
atgatccagc
acagagccct
gcggtcttcet
ctgagggggt
actggggagc
tgttagggag
gaacaccecgt
gaaggacaat
cacttecttt
aaagattgtt
taattcegta
gatctcagga
tactgtgmyt
tgcecttotte
ttcaaaccea
cecatcoctattt
tgtcctterg
agccacccaa
rgctcarcte
ggcectcagt
gcaactaagr
gcraaatagc
tartaagatg
ccaagyccca
aaacagraay
cryacctgas
tggtggeagt
ctgtgtggac
cagacaacyg
gcacttgtgce
ataactgtca
cyttgactga
cttcgaaaag
actccaggaa
ggagaagraa

tctggaraat
ctgcagtgce
acytcttttg
taagagacaa
gtetacectcee
acccaaatgg
attccecaat
gcatgtgeyt
agataaycct
atggagagat
ccataactgc
gatgacaaca
accctcattg
acttgtgtgce
gtccaccata
aggcattgag
agcgtaagtt
aggcccggag
agatcaggag
tcatgaccct
gaatgcctaa
caagtagaag
ceccactgecc
agcaggactg
gggtatgett
tagtcttact
centaagacg
tttattettt
agacattcta
ttgttgtncc
atggacgagc
ccctaccaaa
aaggacttaa
gtggattgag
ttatcaatgg
tcccaaatac
tgcatcceccetg
rcatctcaac
ggccaggcat
takgtggatg
gecrctecttma
tgctcacage
gaggaayrya
grrttccttg
caggycatta
gayamctgaa
gtgttaagyt
agctctrgga
taaggaaavt
agcagtykta
atctcatgak
tttacttaaa
aactcettaac
acaartaatt
tccygacctt
ygggatatgc
ctagtgctya
aaagggyaaa

€60

720

780

840

800

960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
les8o0
1740
1800
ige0
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
3300
3960
4020
4080



tatatataca
agaaagggaa
attattaytg
naaaggaaag
tgcaaggcayg
cttccecgggaa
cagttttcecte
tatccaatgg
ccatcaratg
aktcagggcce
aggaraacaa
cccaaacctc
raggccttcc
ataattccca
gccacagtaa
tgaaggccac
aaaaagcaaa
agaatctgceca
cccttcecataa
cctecttage
agggaaaaga
ccccakteccct
cggttaaagt
tgccaaagga
atttgcgecct
atggscctcce
gcaccccecete
atgcagecgtc
accttcactg
catgcaaata
ggagtcactg
caagat.cagg
ggcacctcta
catactcgcce
caaaacccta
cctgtacctg
ggacctcttg
agcaatacta
atagtctgcc
aatggctctt
actgaacaag
cttecettttg
acaacctcta
gtcgecgact
craaatcgaa
ggggaagaat
attecsagatc
ctcagoccrat
ctactcctct
gaagctgtra
ccectggacce
gaggaaatct
ggtsgtegge
gacaggacta
accacatcca
ctcactaaaa
mtgagagcac
cggcaaccce

gactctrart
tteectaactt
gcwgtacaga
raaagggaaa
gaccctccat
accaagcecc
ccctegggac
aaattactta
gccaaatcat
tgtgaaktgt
araacaggcc
agggatttca
cctgtaggac
gattcggact
cccagggagt
agtcctcagg
cccaggaaac
actttccceca
ccaatgacct
caaatatcaa
actattccac
agatacatcc
ggctggagty
acctgaaaat
gctcttcaaa
cttatcatat
catgccgetg
ccggaaatat
cccacaceca
ctcattattg
tetgttggac
caagagaaaa
gcccctacaa
tggtaagcct
ctaactgttg
aacaatggaa
tttecaatst
catacacaac
taccctcagy
cagaatctat
atttatacag
ttataggagc
ctcagttcta
ccctggtecac
gagctttaga
gctgttatta
gaatacaacg
ggatgccctg
ttggaccctg
aactacaaat
ggcctgytag
cagctgcaca
caacctcecec
gectggattte
cctttaaaca
tgctaattag
agcaggaggg
ctttgggtcc
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atgctyacct
cygagrgaac
aacctaraga
tasaagrgaa
tagaaatgct
agtactcage
ggttagccac
aaacgcttcea
tatttactgg
gccararaaa
attaccctygr
gtatctacta
agaaaaggcc
tceoceocegagge
atcccaggceg
gaaggtcgag
ccacctcaca
adaagcagga
tgtgcttgac
caagttetta
ccwwgtgaca
tgggaaggac
gagtettgga
ccaggagaca
caacaaccag
ttttetetkt
tatgaccagt
tgatgccccea
tatgcceege
gacaggaaaa
ttactteace
acatgtaaaa
aggactagat
atttaatacc
gatatgecctce
caacttecage
ggaaataacc
caactcccaa
aatatttett
gtgcttcectc
ttatgtcata
aggagtgcta
ctacaaacta
cttgcaagat
ctygctaacc
tgttaatcaa
takagcagar
gattctcccece
tatctttrac
ggagcccaag
cccacgatet
acctctacta
aacagcactt
ctaggctgay
cggggettgc
gcaaagacayg
acaatgatcg
cctcectttg

agtcontecat
acctatcama
ggtggmagtc
ytgccaagca
tattaaactt
aggagaaaca
tgaagaaggg
tcaaaccttt
accaggcctt
taatccccetg
araaractgg
gtctgggtar
caagaggtaa
ttacagagtg
ttaggtatac
aaaatgaatg
tggcctgytc
cttagccceat
ccaagacagc
aaacattaca
tggtattagt
cctacccagt
tacatcacac
acgctagcta
gaggaaagta
astgttsttt
agctececty
tcgtatagga
aactgctatc
atgattaatc
caaactggta
gaagtaatct
ctctcaaaac
accctcactg
ccecctgaact
acagaaataa
catacctcaa
tgcatcaggt
gtectgtggta
tcattcttag
tctaageccece
ggtgcactag
tctcaagaac
caacttaact
gctgaragag
tcecggaateg
gagcttcgaa
ttcttaggac
ctecttgtta
atgcagtcca
gatgttaatg
cgccccaatt
aggttttcct
taagaatccy
aacttagytc
gaggtaaaga
ggatataaac
tatgggagct

29

gcccatgmrg
catcaggaag
ttacactgcy
katattgaag
cccttagtat
gaatggggaa
aaaatacttt
cacttaggca
ttcaaaacta
cctyatcgcc
caactgattt
atactttcac
taaaggcact
acaatagccc
gatatcactt
aaayactcaa
tgttgcectat
acgaaatgct
caacttagtt
aggaacctat
caagtcecctt
cattttatyt
ttgagtcaaa
ttecetgtgaa
actaaaatca
yaccctsttt
accmagagtt
gtctttstaa
actctgceac
ctagttgtecc
tgtctgatgg
cccaactcac
tacatgaaac
ggctcocatga
tcargccata
acaccacttce
acctcacctg
gggtaactcc
cctcagccta
tgccecccyat
gcaacaaaaqg
gtactggcat
taaatgggga
ccctagecage
ggggaacctg
tcactgagaa
acactggacc
ctctagcage
actttgtete
agactaagat
acatcaaagg
cagcaggaag
gttgagatgg
taagcctags
acacctgacc
aatagccaat
ccaagtyttc
ctgttttcat

caatatgsar
ccattaggar
ggggtcatca
cmaaaagagce
agggtaatce
cctcacgagg
tgcctgceaac
tecgatagcac
tcaagcarat
aagctcecttc
tacccacaag
gggttgggca
agttcatgaa
tgcttteccag
acactgcgcce
aggacatcta
agccttaaaa
gtatggaagg
gcagacatca
ccctgagaag
cyctctaatt
accccaactg
tcctggatac
cctctagagg
taaatcccce
cactctcact
tctatggaga
gggaacccce
tctttgecatg
tggaggactt
gggtggagtt
csgggtacat
cctecgtacce
ggtctcggece
tgtttcaatc
cgttttagta
tgtaaaattt
tcccacacaa
tcgttgtttg
grccatctac
agtacccatt
tggcggtatc
catggaacqqg
agtagtcctt
tttattttta
agttraagaa
ctggggcctce
tataatattg
ttccagaate
ctaccgcaga
cacccctect
cagttagagc
gggactgaga
tgggaaggtg
aatcagagag
catytattgc
gagccggcaa
gctatttcecac

4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
46890
4740
4800
4860
4920
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
59540
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
€720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
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tctattaaat cttgcarctg cr

<210>31
<211>363
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 31
Met

Glu

Ile

Glu

Leu

65

val

Cys

Ser

Thr

Lys

145

Gly

Leu

Gly

Trp

Arg

225

Leu

Thr

Gly

Asn

Phe

Thr

50

Asp

Gln

Gly

val

Gln

130

Ser

Glu

Lys

Tyx

Arg

210

Ser

Ser

Gly

Asn

Trp

Phe

35

Trp

Leu

Thr

Leu

Pro

115

Thr

Ala

Phe

Gln

Ile

195

Asp

ala

Gln

Gln’

Ile

Asp

20

Cys

Leu

Phe

Phe

Cys

100

Pro

Val

Asn

Gly

Ile

180

Asp

Ile

Ala

Val

Gln

Pro

Gln

Ser

Pro

Cys

Phe

85

Pro

Pro

Gln

Ile

Pro

165

Lys

Val

Met

Val

Asn

245

Ala

Pro

Cys

Thr

Glu

Arg

70

Ser

Thr

Thx

Lys

Pro

150

Ala

Ile

Leu

Leu

Thr

230

Asn

val

Lys

Asp

Ala

Gly

55

Lys

Leu

Gly

Pro

Glu

135

Arg

Arg

Asp

Gln

Leu

215

Ala

Arg

Pro

Ala

Thr

Trp

40

Ser

Glu

Arg

Ser

Ser

120

Ile

Leu

Val

Leu

Gly

200

Leu

Ala

Met

Ser

30

Lys

Gln

25

Pro

Ile

Gly

Asp

Pro

105

Ser

Asp

Cys

Pro

Gly

185

Leu

Asn

Arg

Thr

Val

Thr

1o

Thr

Gln

Asn

Lys

Asn

a0

Gln

Thr

Lys

Pro

Val

17¢

Lys

Gly

Gln

Glu

Thr

250

Bgp

Pro

Leu

Tyr

Tyr

Trp

75

Ser

Sex

Asn

Cly

Leu

155

Pro

Phe

Gln

Thr

Phe

235

Glu

Pro

Leu

Arg

Pro

Asn

60
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento de deteccion de un fragmento nucleico endégeno que pertenece al gen gag del retrovirus humano
enddégeno HERV-W, en una muestra bioldgica, que comprende las etapas siguientes:

5 - extraer el ADN celular de dicha muestra,
- amplificar el ADN extraido con una sonda seleccionada de entre SECIDn%:4a9y12a 17,

- efectuar una etapa de transcripcion/traduccion in vitro del producto amplificado,

10
- hacer reaccionar el producto procedente de la etapa de transcripciéon/traduccién con un suero o un plasma de
un paciente que presenta la esclerosis en placas, y
- detectar por lo menos un producto de expresion seleccionado de entre un ARN mensajero cuya traduccion
15 conduce a un polipéptido que consiste en SEC ID n° 31 y un polipéptido que consiste en SEC ID n° 31.
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Fig. 1
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Fig. 2
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Fig. 2 (continuacion)
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Fig. 2 (continuacion)
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Fig. 2 (continuacion)
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