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DESCRIPCION

Moléculas de virus TT reorganizadas para su uso en diagnostico, prevencion y tratamiento del cancer y
autoinmunidad

La presente invencion se refiere a moléculas reorganizadas de (a) una secuencia de virus TT especifica y (b) a una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido que muestra homologia con proteinas de mamifero asociadas
con el cancer o una enfermedad autoinmunitaria que son capaces de replicarse de manera auténoma.

La familia Anelloviridae incluye torque teno virus (VTT), TT-midivirus (TTMDV) y TT-minivirus (TTMV), originandose
la mayoria en muestras de origen humano (Nishizawa y col., 1997; Takahashi y col., 2000; Ninomiya y col., 2007;
Okamoto, 2009; Biagini y de Micco, 2010). La pluralidad de esta familia de virus de ADNmc se refleja no solo en la
secuencia de ADN, sino también en el tamafio y la organizacion del genoma.

Se han efectuado multiples intentos para encontrar un sistema in vitro adecuado para la replicacion y propagacion de
virus TT. Se han demostrado formas replicativas de su ADN en células de médula ésea y en el higado (Kanda y col.,
1999; Okamoto y col., 2000a, c, d). La sangre periférica actia como reservorio para los virus TT (Okamoto y col.,
2000b) y parece ser que la replicacion in vivo se produce preferentemente en células mononucleares activadas
(Maggi y col., 2001b; Mariscal y col., 2002; Maggi y col., 2010). Aunque se ha investigado la transcripcion in vitro en
una diversidad de lineas celulares (Kamahora y col., 2000; Kamada y col., 2004; Kakkola y col., 2007; 2009; Qiu y
col., 2005; Muller y col., 2008), ha sido dificil lograr la replicacion a largo plazo que dé lugar a la produccion del virus
(Leppik y col., 2007).

La presencia de una serie de moléculas subviricas de TT reorganizadas intragenémicas en muestras de suero y la
transcripcion in vitro de una molécula subvirica que suponia Unicamente el 10 % del genoma completo, dio lugar a la
discusion de si los virus TT podrian compartir similitudes con la familia de plantivirus Geminiviridae (Leppik y col.,
2007; de Villiers y col., 2009).

Los geminivirus tanto mono como bipartidos se asocian con satélites de ADN monocatenarios para formar complejos
inductores de enfermedades (Saunders y col., 2000; Stanley, 2004; Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009; Jeske 2009;
Paprotka y col., 2010; Patil y col., 2010).

Las infecciones se producen en los primeros dias de vida, infectandose un 100 % de los bebés antes de cumplir un
afio de edad. Sin embargo, sigue sin estar clara la via primaria de infeccion (Kazi y col., 2000; Peng y col., 2002;
Ninomiya y col., 2008). La naturaleza ubicua de las infecciones por VTT ha dificultado los esfuerzos para asociarla
con la patogénesis de enfermedades (Jelcic y col., 2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2009; Okamoto,
2009). Se ha comunicado una posible asociacion etioldgica con enfermedades del higado (revisado en Okamoto,
2009), el tracto respiratorio (Biagini y col., 2003; Maggi y col., 2003a,b; Pifferi y col., 2005), neoplasias malignas
hematopoyéticas (Jelcic y col., 2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2002; 2009; Shiramizu y col., 2002;
Garbuglia y col., 2003; zur Hausen y de Villiers, 2005) y enfermedades autoinmunitarias (Sospedra y col., 2005;
Maggi y col., 2001a; 2007; de Villiers y col., 2009). Durante los ultimos afios, se han compilado algunos datos que
son indicativos de una asociacion de la infeccion con virus TT con tumores malignos humanos. Una tasa elevada de
carga de virus TT se ha observado en una biopsia de bazo de un paciente con linfoma de Hodgkin (24 genotipos
individuales de VTT). Del mismo modo, Del mismo modo, otros informes describen una mayor tasa de prevalencia
de VTT en el cancer colorrectal y de es6fago y en canceres malignos hematopoyéticos, en comparacion con tejido
no tumoral del mismo paciente o de otros pacientes. Sin embargo, la ubicuidad de estas infecciones hizo que una
interpretacion de estos resultados fuera bastante dificil y no permitié relacionar estas observaciones con el desarrollo
de tumores.

El documento WO 2008/138619 desvela moléculas subviricas de virus TT reorganizadas y de replicacion autbnoma
que se asocian con el cancer.
Jelcic y col. (2004) desvela un poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado que comprende la secuencia detth25.

Sospedra (2005) desvela un genoma completo de un poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado y sugiere que el
genoma completo del virus TT esta asociado con enfermedades autoinmunitarias.

El documento WO 00/46407 desvela un vector basado en VTT, en el que se inserta un gen de interés dentro del
genoma completo de un virus TT.

Durante los experimentos que dieron como resultado la presente invencion, se han aislado mas de 200 genomas de
virus TT. Los aislados que se agrupan en el género Alphatorquevirus (aproximadamente 3,8 kb de tamafrio)
comparten una homologia de secuencia de ADN en la organizacion de su genoma. Una serie corta (71 pb) de la
region intergénica esta altamente conservada entre todos los aislados de VTT humanos (Peng y col., 2002) y se usa
ampliamente para demostrar la infeccion por virus TT. Se analizaron muestras de un amplio espectro de
enfermedades respecto de la presencia de ADN de torque teno virus aplicando amplificacion por la PCR de esta
region conservada (Jelcic y col., 2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2009; Sospedra y col., 2005; de Villiers y
Gunst, resultados no publicados). La identificacion de tipos de virus TT individuales, sin embargo, requiere de la
amplificacién de genomas de longitud completa. Hasta ahora, se han aislado 93 genomas de longitud completa de
VTT (aproximadamente 3,8 kb) de muestras humanas (Jelcic y col., 2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2009;
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presentes experimentos). Estos incluyeron muestras obtenidas de individuos sanos, pacientes con leucemia y
linfoma, artritis reumatoide, esclerosis multiple y enfermedad renal. La presente descripcion describe la replicacion y
transcripcion in vitro de 12 aislados tras la transfeccion inicial del ADN gendmico y seguido de la propagacion del
virus usando células infectadas congeladas o particulas purificadas. Se clonaron y caracterizaron moléculas
subviricas reorganizadas de pTTY (microTTV) que aparecieron en los pases tempranos. Estas también se
propagaron de manera independiente en cultivo celular, dando como resultado nuevas estructuras similares a
particulas que son capaces de infectar a células 293TT sin virus.

La ubicuidad de los torque teno virus, junto con la ausencia de sistemas de cultivo in vitro adecuados, ha dificultado
el progreso en la investigacion de este grupo de virus. La multitud y heterogeneidad de tipos (Biagini y de Micco,
2010; Okamoto, 2009), asi como su presencia ubicua en células hematopoyéticas (Takahashi y col., 2002; Kanda y
col., 1999; Zhong y col., 2002), se han afadido al retraso en la recogida de informacion acerca de si estos virus
estan implicados en la patogénesis de cualquier enfermedad. Se aislé un espectro de tipos de VTT (Jelcic y col.,
2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2009; presente divulgacion). Con frecuencia se han aislado genomas de
longitud completa de una serie de tipos de VTT de una muestra individual, dependiendo de la composicién de los
cebadores usados para la amplificacion por la PCR de larga distancia. La distribucién dispersa de los nuevos
aislados de la presente divulgacion en un arbol filogenético del género Alphatorquevirus (figura 18) indica su
heterogeneidad, independientemente del origen. Se ha observado con frecuencia la variacion en la organizacion del
genoma que resulta de diferencias en la identidad de secuencia por todo el genoma entre aislados del mismo tipo y
ha suscitado preguntas acerca de la funcionalidad de estos genes modificados.

En el pasado, se ha intentado propagar genomas de VTT en una serie de lineas celulares y en monocitos de sangre
periférica en diversas condiciones de cultivo in vitro. Se logré un éxito moderado con aislados individuales en
estirpes celulares de linfoma de Hodgkin y en células 293T. Sin embargo, la replicacion fue lenta y se produjo a
bajos niveles (Leppik y col., 2007; Leppik y de Villiers, datos no publicados). Para los estudios de la presente
divulgacion, se modificd por ingenieria genética la estirpe de células de rifion embrionario humano 293TT para que
expresase altos niveles del antigeno T grande de SV-40 (Buck y col., 2005). La transfeccion de genomas de VTT en
estas células dio como resultado la replicacion del ADN virico y la produccion de particulas viroides con un tamafio
de aproximadamente 30 nm (figura 22). Las estructuras de estas particulas viroides difieren de aquellas publicadas
previamente como particulas de VTT (ltoh y col., 2000). Esto es posiblemente a consecuencia del aislamiento de
esta ultima de heces.

En la actualidad no pueden explicarse las diferencias en el nivel de replicaciéon de ADN observadas entre aislados de
VTT. La informacion filogenética no proporciona una respuesta. Cabe destacar que 6 aislados (VTT-HD14, VTT-
HD15 y VTT-HD16) que se originaron a partir de biopsias cerebrales de pacientes con esclerosis multiple se
replicaron mucho menos en el sistema de la presente divulgacion. La produccion de virus (figura 22) o la
propagacion del virus (figuras 19 y 21) no parecieron estar influenciadas, a pesar de los diversos niveles de
replicacion de ADN o de las modificaciones en la organizacion del genoma, que incluyeron ORF1 modificadas. Sin
embargo, los niveles de transcripcion parecian estar influenciados y se detectd una menor cantidad de los transcritos
comunes descritos para otros tipos de VTT en los cuatro aislados de VTT-14 que en los cultivos de VTT-HD15a y
VTT-HD16a. Los transcritos comunicados previamente (Leppik y col., 2007; Kakkola y col., 2009) se aislaron de
todos los cultivos infectados. De forma interesante, no se identificd ningun transcrito que codificase la proteina ORF1
de longitud completa (que se sospecha que desempefia un papel importante en la codificacion de la capside virica,
aunque aun no se ha demostrado) de cualquiera de los tipos de VTT-HD estudiados, a pesar del aislamiento de
particulas viroides que portan el genoma de longitud completa de todos los cultivos infectados. Se identificd una
serie de secuencias de supuestas proteinas que pueden ser el resultado de productos de fusién de cualesquiera dos
o tres genes. Las estrategias de traduccion que se sabe que usan los virus, tales como el rastreo ribosomal (leaky
scanning), el reinicio y cambio de via traduccional (ribosomal shunting) (Ryabova y col., 2006) podrian estar
implicadas en este caso. La codificacién dual en fases de lectura alternativas es un mecanismo adicional que podria
estar implicado (Kovacs y col., 2010). De forma interesante, también se aislaron transcritos de la region de control.
En este caso, se identificaron dos grupos de transcritos. Un grupo implicado en transcritos que abarcan al menos
parte de la region intergénica y que se extienden al resto del genoma, abarcando los genes conocidos. El segundo
grupo consistia en transcritos de longitudes diversas y sin capacidad de codificacion reconocible. Se ha propuesto
que la naturaleza de la region intergénica de VTT con su alto contenido en GC puede tener un papel en el bloqueo
de la replicacion dependiente de la transcripcion (Belotserkovskii y col., 2010).

Una observacion muy destacable en el presente estudio es la formacion de moléculas subviricas de manera
temprana durante el ciclo de replicacion de la mayoria de aislados obtenidos. Se distinguieron dos grupos de
moléculas subviricas. Con bastante frecuencia, se produjo la formacion de multiples moléculas de ADN subviricas de
diversos tamafios y de manera extensa en cultivos infectados por VTT-HD20a, VTT-HD3a y VTT-HD1a. Se ha
demostrado la presencia de particulas subviricas reorganizadas similares en muestras de suero (Leppik y col.,
2007). La transfeccion en células L428 (estirpe celular de linfoma de Hodgkin) de un pequefio nimero de genomas
subviricos originarios de suero dio como resultado una replicacion y transcripcion limitada durante unos pocos dias
(de Villiers y col., 2009). Los datos mostrados en la presente divulgacion indican un papel como particulas
interferentes defectuosas durante la replicacion in vitro del genoma de longitud completa. La replicacion del genoma
de longitud completa se reduce mientras que simultaneamente aumentan los niveles de moléculas subviricas (figura
19b). Se han mostrado moléculas subviricas similares de manera ocasional e inconsistente en cultivos de los otros 9
aislados, pero no tuvieron influencia en la replicacion del genoma de longitud completa. Esta diferencia asimismo
resalta no solo la diversidad entre tipos de VTT, sino también que este fendmeno no es el resultado de un artefacto
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de la PCR. También se ha informado de moléculas interferentes defectuosas similares en Geminivirus, donde se
acumulan durante una replicacién inadecuada (Jeske, 2009).

El segundo grupo de moléculas subviricas yVTT se desprendié durante la replicacion de los aislados de VTT VTT-
HD14b, VTT-HD14c, VTT-HD14a y VTT-HD14e, VTT-HD15a, VTT-HD16a, VTT-HD1a, VTT-HD23b, VTT-HD23d y
VTT-HD23a, y se mantuvo constante en cuanto a su tamafio y composicion durante la propagacion, segin se
evidencio tras la clonacion y secuenciacion. Su produccion en el caso de los Ultimos 4 aislados parecia estar
influenciada por las condiciones de cultivo. De forma interesante, la molécula subvirica yVTT-HD1 en el cultivo
infectado por VTT-HD1a fue detectable en el cultivo infectado incluso después de la pérdida del genoma de longitud
completa parental detectable (figura 19c). Se aislaron dos moléculas, yVTT-HD23.1 (409 bases) y yVTT-HD23.2
(642 bases) de los 3 cultivos infectados por VTT-HD23. uyVTT-HD23.2 esta formada por la molécula pVTT-HD23.1
mas una duplicacién de 306 nt de la molécula mas pequefia. Las moléculas subviricas (WWTT-HD14) que se aislaron
de los 4 cultivos de VTT-HD14 fueron idénticas en cuanto a su secuencia y aparecieron de manera muy temprana
tras la transfeccion inicial del genoma parental.

La produccion de estas moléculas mas pequefas no parecia estar influenciada por la variacién en la estructura del
genoma entre aislados del mismo tipo de VTT. Todas las moléculas subviricas estaban compuestas por partes del
tipo de VTT parental, aunque las regiones genémicas implicadas, difirieron. Todas se amplificaron mediante PCR de
larga distancia usando los mismos cebadores consecutivos que para la amplificacion del genoma parental. Se ha
observado previamente la replicacion episémica de una molécula subvirica de VTT aislada de una muestra de suero
a lo largo de un periodo de 23 dias (de Villiers y col., 2009). Se ha demostrado la presencia de ARN subvirico
multimérico durante este proceso. Las moléculas subviricas comunicadas en la presente divulgacion son capaces de
replicarse de manera auténoma, pueden propagarse in vitro (figura 21) y parecen estar relacionadas con pequefias
estructuras proteicas observadas en estos cultivos por microscopia electronica (figura 22). Se desconoce si se
transmiten como parte de un virus TT infeccioso o si se inducen Unicamente tras la infeccion por el virus parental y
después se transmiten infectando de manera autdbnoma otras células. Se han asociado ADN subviricos similares con
el complejo de enfermedad por geminivirus (Stanley, 2004). Los satélites 8 potencian los fenotipos de sintomas en
plantas. Comparten una red de interacciones proteicas con los geminivirus y dependen de ellos para la trans-
replicacion, la encapsidacion y la transmision del vector. La unica secuencia compartida entre los satélites B y los
geminivirus se encuentra en el origen de replicacion corto (Nawaz-ul-Rehman y Fauquet, 2009; Patil y Fauquet,
2010; Paprotka y col., 2010). Esto contrasta con las moléculas subviricas de VTT (uVTT) que comparten secuencias
practicamente idénticas con el genoma parental. El efecto citopatico observado durante la propagacion in vitro de las
moléculas subviricas de VTT de la presente invencién aporta indicios acerca de su posible papel como componente
inductor de enfermedad de algunos torque teno virus. Se han identificado motivos de firma de proteinas implicadas
en enfermedades autoinmunitarias mediante analisis in silico de supuestas proteinas expresadas por estas
moléculas subviricas, asi como de transcritos de virus aislados de los cultivos infectados por VTT. La observacion de
un ADN que codifica una proteina que contiene un motivo de firma de una proteina de mamifero asociada con el
cancer o una enfermedad autoinmunitaria relacionada con la region altamente conservada de 71 pb del virus TT
(HCR) es la base de la siguiente conclusion: Las fases abiertas de lectura reorganizadas de VTT y pVTT codifican
epitopos antigénicos que imitan a secuencias de proteinas celulares que son atacadas en el cancer o en
enfermedades autoinmunitarias. Su secuencia compartida pero no idéntica deberia provocar una respuesta
inmunitaria contra estos epitopos también presentes en tejido normal.

Un nuevo papel para los virus TT en el cancer humano y la autoinmunidad

La sorprendente observacion de ADN de células hospedadoras asociado a una forma aparentemente de cadena
sencilla de la HCR del virus TT, es la base para la siguiente conclusiéon: todavia no se ha demostrado que
secuencias viricas de TT estén integradas en el ADN celular de cadena doble, continuando dentro de los
cromosomas de la célula hospedadora. Por lo tanto, el hallazgo opuesto de ADN de la célula hospedadora,
relacionado en un estado de cadena sencilla a la HCR de VTT, deberia tener una importancia bioldgica. Los datos
actuales indican su persistencia a largo plazo como episomas en lineas celulares de cancer humano, lo que apunta
a un papel de esa persistencia en la proliferacion celular. Dos aspectos parecen requerir una consideracion
especifica: un posible papel de estos recombinantes en el cancer y en la autoinmunidad.

Una posibilidad es la integracion aleatoria de secuencias de la célula hospedadora en episomas de VTT. Esto puede
suceder después de un desplazamiento de la cadena en el curso de una replicacién de ADN aberrante o después de
una transcripcion inversa del ARN celular. En el caso de una integracion aleatoria, una mayor cantidad de
recombinantes debe ser inocua e inofensiva para las células que son portadoras de estos recombinantes. Una
propiedad que favorece el crecimiento de los transcritos de la HCR de VTT, asi como la integracion y la transcripcion
de los genes de la célula hospedadora que estimulan el crecimiento, su modificacion en el proceso de integracion o
su alteracion por la HCR de VTT, daran lugar, sin embargo, a consecuencias proliferativas. Estos episomas deben
adquirir propiedades inmortalizantes y, bajo ciertas condiciones, propiedades transformadoras. En combinacién con
modificaciones adicionales del genoma de la célula hospedadora, pueden dirigir el crecimiento maligno. Este modo
de accion revela una semejanza distante con la insercion de oncogenes celulares en genomas retrovirales.

El concepto de oncogén de VTT

Las consideraciones anteriores se resumen en la Fig. 4. Obviamente, la recombinacion entre la region reguladora de
VTT y los acidos nucleicos celulares debe ser un proceso relativamente frecuente, ya que tales recombinantes se
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encuentran en la mayoria de las lineas celulares analizadas hasta el momento. También debe contribuir a la
proliferacion celular, de lo contrario la persistencia regular de tales moléculas, en parte durante décadas de
proliferacién continua, seria dificil de explicar. Se supone que este tipo de recombinaciéon es un proceso aleatorio,
que implica diferentes tipos de genes celulares. La funcion codificante de la HCR de VTT y/o la captacion de genes
que dirige la proliferacion celular, o que bloquea la funcién de antagonistas de proliferacion, o la inhibicion de la
diferenciacion celular, deberian dar lugar a una acumulacién de células que contienen estos tipos de recombinantes.
Se prevé que esto, en combinaciéon con eventos mutacionales o recombinantes adicionales de las células que
albergan tales recombinantes de acido nucleico de células hospedadoras de VTT, proporciona una ventaja selectiva
para las células que son portadoras de este tipo de episomas. La presencia de estos ultimos representaria un factor
de riesgo principal para la conversion a cancerigeno. En este sentido, esas recombinaciones deben tener una
importancia general para diferentes tipos de canceres humanos, aunque se espera para tipos de canceres
individuales un cierto grado de especificidad para un conjunto limitado de genes.

Las implicaciones de este modelo son profundas. Alcanzan desde la prevencion del cancer, la deteccién temprana,
hasta la terapia del cancer. El papel importante de las infecciones con VTT y de la persistencia de HCR de VTT se
destaca en la informacion disponible. La prevencion de estas infecciones debe reducir el riesgo de desarrollar los
recombinantes descritos. El diagndstico de recombinantes especificos contribuira probablemente a la evaluacion del
riesgo de cancer. Se esperan profundas implicaciones en la terapia del cancer: la HCR de VTT surge como el
principal determinante de la persistencia y el mantenimiento de los episomas de una sola hebra. Puesto que esta
region parece formar parte de un marco de lectura abierto, deberia ser vulnerable frente a ARNs o ADNs pequefios
de interferencia. Por lo tanto, ofrece una diana adecuada para futuras deliberaciones terapéuticas.

Otros dos aspectos merecen un examen: ciertos paralelos que parecen existir en la carcinogénesis retroviral en
roedor y pollo, y el uso de sistemas de vectores basados en VTT de replicacion autbnoma para la terapia génica. La
mutagénesis por insercion, la captacion y la modificacion de genes que estimulan el crecimiento celular que los
convierte en oncogenes, se han analizado frecuentemente en sistemas animales. Esto, por lo tanto, todavia no se ha
descrito para los canceres humanos. ¢jLos virus TT reemplazan este nicho en las células de humanos y otros
primates? ;Compite el VTT con éxito con infecciones por retrovirus para hacerse cargo de su papel en especies
especificas? La persistencia episomica del ADN de cadena sencilla surge, sin embargo, como una notable diferencia
en la carcinogénesis inducida por retrovirus.

Las moléculas de ADN subvirales con replicacion autbnoma de aproximadamente 400 bases, originarias de VTT, se
han descrito antes. Es tentador especular que ellas o recombinantes especificos de células hospedadoras de VTT
puedan representar sistemas de vectores dptimos para futuros enfoques en la terapia génica y para la construccion
de cromosomas artificiales.

El concepto de autoinmunidad del ADN de células hospedadoras de VTT recombinantes

La existencia de recombinantes de acido nucleico de células hospedadoras de VTT también permite un enfoque
novedoso de aspectos de enfermedades autoinmunes y otras enfermedades crénicas (potencialmente, incluso
afecciones como la arteriosclerosis y la enfermedad de Alzheimer). La modificacion o la alteracion de proteinas
celulares pueden proceder de eventos por insercion de genes celulares en el ADN de una sola cadena o sobre las
diferentes HCRs, ejercida por elementos de VTT (Fig. 5). Podrian proporcionar una explicacion conveniente para las
reacciones autoinmunes, incluso para las locales, al igual que en la esclerosis multiple (MS, del inglés “multiple
sclerosis”) o la enfermedad de Crohn. En los dos ultimos casos, en particular, la reactivacion de otras infecciones
locales (potencialmente virus de tipo herpes) proporcionaria un estimulo para una amplificacion local y la actividad
génica de los respectivos recombinantes de acido nucleico de células hospedadoras de VTT. En la MS, esto podria
explicar episodios recurrentes de la progresion de la enfermedad. Un modelo del concepto de autoinmunidad se
representa en la Figura 5.

Del mismo modo, se han identificado moléculas de virus TT reordenadas, de 719, 642, y 621 bases que se replican
de manera autébnoma después de la transfeccion de lineas celulares especificas. La composicion de sus ADNs y el
proceder de genotipos de VTT completos especificos, se muestra en la Figura 6. Aqui los reordenamientos dan
como resultado nuevos marcos de lectura abiertos, en parte con epitopos relacionados con los de la diabetes juvenil
y la artritis reumatoide.

Conclusioén

Los modelos de la presente invencién para un papel de los recombinantes de acido nucleico de células
hospedadoras de VTT, se basan en la demostracién de las moléculas quiméricas de cadena sencilla entre la HCR
de VTT y el ADN de la célula hospedadora y moléculas de VTT reordenadas con replicacion auténoma de pesos
moleculares sustancialmente reducidos. Ambos, el concepto de oncogén de VTT y el concepto de autoinmunidad de
VTT, ofreceran sin duda nuevos enfoques para la prevencion, el diagndstico y, en particular, para la terapia de estas
afecciones y mejoraran el prondstico de los pacientes respectivos.

Definiciones

A menos que se defina de otro modo, todos los términos técnicos y cientificos usados en este documento tienen el
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mismo significado que entienden cominmente los expertos normales en la técnica a la que pertenece la invencion.
Aunque se puede emplear cualquier procedimiento y material, similar o equivalente a los descritos en el presente
documento, en la practica o al someter a ensayo la presente invencion, se describen los procedimientos y materiales
preferidos. Para los fines de la presente invencion, se definen a continuacion los siguientes términos.

Por "motivo de firma de una proteina de mamifero que esté asociada con una enfermedad autoinmunitaria" se
entiende una secuencia de aminoacidos que muestre una identidad sorprendente con n motivo que pueda
encontrarse en cualquiera de las proteinas listadas en la tabla 1. Preferentemente, la longitud del motivo de firma es
de al menos 5 aa, preferentemente al menos 10 aa, mas preferentemente al menos 20 aa y lo mas preferentemente,
al menos 30 aa y/o el grado de identidad de este motivo de firma respecto de un motivo correspondiente en una
proteina de mamifero es de al menos el 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 % 0 95 %.

Por "anticuerpo” se entiende una proteina de la familia de las inmunoglobulinas que es capaz de combinarse,
interactuar o de otro modo asociarse con un antigeno. El término "antigeno” se usa en el presente documento en su
sentido mas amplio para hacer referencia a una sustancia que es capaz de reaccionar y/o inducir una reaccion
inmunitaria. Tipicamente, pero no necesariamente, los antigenos son extrafios para el animal hospedador en el que
producen reacciones inmunitarias.

Por "epitopo” se entiende la parte de una molécula antigénica contra la que se dirige una respuesta inmunitaria
particular. Tipicamente, en un animal, los antigenos presentan varios o incluso muchos determinantes antigénicos
simultaneamente. Por lo tanto, los términos "epitopo" y "determinante antigénico" significan una secuencia de
aminoacidos que es inmunorreactiva. En general, un epitopo consiste en 4 y mas normalmente 5, 6, 7, 8 0 9
aminoacidos contiguos. Sin embargo, ha de quedar claro que un epitopo no necesita estar compuesto por una
secuencia de aminoacidos contigua. La secuencia inmunorreactiva puede estar separada por un enlazador, que no
es una parte funcional del epitopo. El enlazador no es necesariamente una secuencia de aminoacidos, sino que
puede ser cualquier molécula que permita la formacién del epitopo deseado.

La expresion "muestra biolégica” tal y como se emplea en esta memoria se refiere a una muestra que se puede
extraer, sin tratar, tratada, diluida o concentrada a partir de un animal. Muestra bioldgica se refiere a cualquier
muestra bioldgica (tejido o fluido) que contiene un poli(acido nucleico) de VTT de la invencion y se refiere mas
particularmente a muestras de suero sanguineo, muestras de plasma, muestras de biopsias, muestras de liquido
cefalorraquideo, etc..

Por "vehiculo" se entiende cualquier sustancia de peso molecular normalmente alto a la que una sustancia no
inmunogénica o poco inmunogénica (por ejemplo, un hapteno) esta ligada de forma natural o artificial para mejo-rar
su inmunogenicidad.

El término "diagnosis” se emplea en esta memoria en su sentido mas amplio para incluir la deteccién de un antigeno
reactivo con una molécula que se une a un antigeno de una subinmunoglobulina. También se incluye dentro de su
alcance, el analisis de mecanismos de trastornos. De acuerdo con ello, el término "diagnosis" incluye el uso de
anticuerpos monoclonales para fines de investigacion, como herramientas para detectar y comprender los
mecanismos asociados con una enfermedad o afeccion de interés. También incluye el uso diagnéstico del poli(acido
nucleico) de VTT de la invenciéon para la deteccion de ARN homadlogo o complementario transcrito a partir de tales
moléculas. El término "inmunogenicidad” se emplea en esta memoria en su sentido mas amplio para incluir la
propiedad de provocar una respuesta inmune dentro de un organismo. La inmunogenicidad depende normalmente
en parte del tamafio de la sustancia en cuestidon, y en parte de en qué grado es no similar a las moléculas
hospedadoras. Se considera generalmente que las proteinas altamente conservadas tienden a tener una
inmunogenicidad mas bien baja.

El término "paciente” se refiere a pacientes de origen humano o de otro mamifero, e incluye a cualquier individuo
que se desea examinar o tratar usando los procedimientos divulgados en la presente memoria. Sin embargo, se
entendera que 'paciente” no implica que los sintomas estén presentes. Mamiferos adecuados que estan
comprendidos dentro del alcance de la invencion incluyen, pero no se limitan a, primates, animales de granja (por
ejemplo, ovejas, vacas, caballos, burros, cerdos), animales de ensayo de laboratorio (por ejemplo, conejos, ratones,
ratas, cobayas, hamsteres), animales de compafiia (por ejemplo, gatos, perros) y animales silvestres cautivos (por
ejemplo, zorros, ciervos, dingos).

Por "vehiculo farmacéuticamente aceptable” se entiende una carga solida o liquida, diluyente o sustancia
encapsulante que se puede utilizar de manera segura en cualquier tipo de administracion.

La expresion "enfermedad o afeccién relacionada” se emplea en esta memoria para referirse a una enfermedad o
una afeccion que se relaciona anatdmica, fisiologica, patoldgica y/o sintomaticamente con una enfermedad o
afeccion de referencia. Por ejemplo, las enfermedades o afecciones pueden estar relacionadas entre si mediante
una afeccion a localizaciones anatdmicas similares (por ejemplo, que afectan al mismo érgano o parte del cuerpo),
que afectan a diferentes 6rganos o partes del cuerpo con funcion fisiolégica similar (por ejemplo, el eséfago, el
duodeno y el colon que se basan en el peristaltismo para mover los alimentos desde un extremo del canal
alimentario a otro), por tener patologias similares o solapantes (por ejemplo, lesidn o ruptura de un tejido, apoptosis,
necrosis) o por tener sintomas similares o solapantes (es decir, respuesta alérgica, inflamacion, linfocitosis). Por lo
tanto, por ejemplo, un antigeno asociado con una colitis ulcerosa también se puede asociar con una perforacion del
colon, ya que esa enfermedad afecta al mismo érgano (es decir, el colon).
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El término "tratar” se emplea en esta memoria en su sentido mas amplio para incluir tanto un tratamiento terapéutico
como profilactico (es decir, preventivo), disefiado para mejorar la enfermedad o la afeccion.

El término "episoma" se emplea en esta memoria para referirse a una porcién de material genético que puede existir
de forma independiente del cuerpo principal del material genético (cromosoma) algunas veces o de manera continua
y replicarse de manera autbnoma, mientras que otras veces es capaz de integrarse en el cromosoma. Ejemplos de
episomas incluyen secuencias de insercion, transposones y el VTT de la invencion.

Leyendas de las figuras

Figura 1: amplificacion con PCR de un fragmento de 71 bases gque contiene la region de VTT altamente
conservada (HCR) en 4 lineas celulares diferentes, L7236 (linea de linfoma de Hodgkin negativa para EBV),
HSB-2 (linea de leucemia linfoblastica aguda), KR e IGL (lineas celulares de melanoma) y ADN de placenta

Figura 2: ADN enrollado que permanece en el material sobrenadante de las células L1236 después de una
precipitacion y recogida del ADN de peso molecular elevado y digestion con ARNasa
Dos bandas son visibles en la region entre las bandas de 4,3 y 6,6 bases.

Figura 3: PCR larga dirigida hacia afuera, usando cebadores de la regién HCR de VTT de 71 bases en ADN de
HSB-2

Dos bandas son visibles en regiones correspondientes a 4,5 a 7 kb. Ademas, las bandas surgen en la region
correspondiente a 0,4 a 0,7 kb.

Figura 4: Representacion esquematica del concepto de oncogén de VTT
La parte izquierda representa la organizacion genémica de los genomas de VTT de tipo silvestre. La parte
derecha prevé la integracion del ADN de la célula hospedadora en los plasmidos de cadena sencilla.

Figura 5: Representacién esquematica del concepto de autoinmunidad del ADN de células hospedadoras de
VTT. Los genes modificados de las células hospedadoras deben codificar epitopos antigénicos inmunorreactivos.

Figura 6: Amplificacién con PCR de la regién altamente conservada (HCR) de 71 bases a partir del ADN de 4
lineas celulares diferentes. Las flechas apuntan a los dos sitios con variaciones en las secuencias de
nucleétidos.

Figura 7:

(A) EI ADN con replicacion autonoma de 719 bases de VTT (derecha) y la secuencia de VTT completa a
partir de la cual se obtiene. La composicion de nucledtidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura
11A + B.
(B) EI ADN con replicacion auténoma de 621 bases de VTT (derecha) y la secuencia de ADN completa a
partir de la cual se obtiene. La composicion de nucledtidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura
12A + B.
(C) El ADN con replicacion auténoma de 642 bases de VTT (derecha) y la secuencia de ADN completa a
partir de la cual se obtiene. La composicion de nucledtidos de ambas moléculas se encuentra en la Figura
13A + B.

Figura 8: Tres secuencias ejemplares de ADN quimérico de VTT / célula hospedadora truncada procedentes de
biopsias cerebrales de pacientes con esclerosis multiple

(A) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 1 con algunas homologias con
secuencias de priones y de tumor de Wilms y el extremo 3' del seudogén de leucemia linfoide mieloide 3
(MLL3). Secuencia de ADN humano del clon RP11-14N7 en el cromosoma 1. Contiene un extremo 3' de un
seudogén de leucemia linfoide mieloide 3 o un linaje mixto (MLL3), un seudogén del receptor de siete hélices
transmembranales, el extremo 5' de un gen novedoso.

(B) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 16. Homologias con el factor de
transcripcion 3 (TF 3C), firmas proteicas para receptores de quimiocinas y receptor de leucotrienos B4.

(C) Secuencias celulares quiméricas obtenidas a partir del cromosoma 10, secuencia truncada de la miosina,
reactividad descrita en pacientes con esclerosis multiple y aquellos con artritis reumatoide (la secuencia
contiene ambos cebadores completos delantero y posterior).

Figura 9: Tres secuencias ejemplares de ADN quimérico de VTT / célula hospedadora truncada procedentes de
lineas celulares obtenidas a partir de pacientes con la enfermedad de Hodgkin o leucemia

(A) Secuencias del cromosoma 1 con parte de transgelina 2, el gen IGSF9 para miembros de la superfamilia
de inmunoglobulinas 9, el gen SLAM9.

(B) Secuencias de proteinas traducidas con homologia sustancial con los oncogenes v-myb (oncogén virico
de la mieloblastosis aviar), pero también con c-myb. Esta secuencia se amplificé con el cebador directo en
ambos extremos.
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(C) Obtenida a partir del cromosoma 10. Homologia elevada con la proteina "Deleted in malignant 1 Protein"
(DMBT), un gen supresor tumoral identificado. Esta secuencia se amplificé con el cebador directo en ambos
extremos.

Figura 10: Secuencias de cebadores utilizadas en las reacciones descritas en los Ejemplos, obtenidas a partir de
la HCR de 71 bases.

Figura 11:

(A) Secuencia completa de VTT a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 719 bases que se replica
auténomamente.
(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 719 bases que se replica autbnomamente.

Figura 12:

(A) Secuencia completa de VTT (tth25) a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 621 bases que se replica
auténomamente.
(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 621 bases que se replica autbnomamente.

Figura 13:

(A) Secuencia completa de VTT (ttrh215) a partir de la cual se ha obtenido el ADN de 642 bases que se
replica autbnomamente.
(B) Secuencia completa del ADN de TTV de 642 bases que se replica autbnomamente.

Figura 14: Marcos de lectura abierta (ORFs) que se encuentran dentro de la secuencia de nucleétidos de 71 nt
zyb2.1.pep, zyb9.1.pep y zkb69.1.pep estan empezando en el primer triplete, zyb2.3.pep, zyb9.3.pep, zkb5.3.pep
y zkb69.3.pep estan empezando a partir del tercer triplete. Esta region se transcribe activamente.

Figura 15: Digestion de ADN monocatenario mediante la nucleasa de judia de mungo (MBN). Los carriles 2 y 3
muestran que el ADN amplificado puede ser digerido mediante un pretratamiento con MBN. Los carriles 5 y 6
muestran que ADN plasmidico tratado previamente de la misma manera, no es digerido por MBN.

Figura 16: Presentacion esquematica del ORF1 de una serie de aislados de VTT-HD
El ORF1 se dividié en uno a varios ORF mas pequefios o se fusiono a otros ORF.

Figura 17: Transcritos aislados durante la replicacion in vitro de aislados de VTT-HD

El marcaje de transcritos individuales indica "aislado 5- o 3'-race (s - monocatenario).no". Los numeros de
aislado de VTT (1-12) indicados con el genoma esquematico respectivo y el nimero de VTT-HD. * - transcritos
que se aislaron con mas frecuencia.

Figura 18: Arbol filogenético que muestra las especies de VTT v aislados del género Alphatoquevirus, asi como
todos los tipos de VTT-HD, los tipos de VTT-HD propagados en cultivos celulares in vitro se encuentran
rodeados con un circulo.

Figura 19: Propagacion de genomas de VTT-HD de longitud completa en células 293TT Ejemplos de
propagacion de

(A) VTT-HD14b, VTT-HD14c, VTT-HD14a y VTT-HD14e (carriles 1-4), VTT-HD15a (carril 5) y VTT-HD16a
(carril 16) tras la amplificacion por PCR anidada;

(B) VTT-HD20a (carril 7), VTT-HD3a (carril 8), VTT-HD1a (carril 9), VTT-HD23b, VTT-HD23d y VTT-HD23a
(carriles 10-12) tras una sola amplificaciéon por PCR. a, b y ¢ - ejemplos de propagaciones, aproximadamente
7 dias después de la infeccion. b-1, b-2 y b-3 indican la variabilidad observada cuando se propaga el mismo
pase.

(C) Muestreo diario de cultivos de CTT-HD14e (PCR anidada) y VTT-HD23b. M - marcador de tamario del
ADN; * - indica moléculas subviricas de diferentes cultivos.

Figura 20: Presentacion esquematica de VTT-HD de longitud completa con sus respectivas moléculas de yVTT-
HD Los numeros indican los ORF en el genoma del ADN.

Figura 21: Propagacién independiente de yVTT-HD uVTT-HD15 se replicé con mas fuerza tras la transfeccion
inicial, pero se redujo con el paso del tiempo (*-indica amplificacién por PCR anidada). yVTT-HD1 y pVTT-
HD23.2 se replicaron de manera creciente tras las etapas iniciales de propagacion. Moléculas de pyVTT-HD23.2
formadas durante la replicaciéon de yVTT-HD23.1.

Figura 22:

(A) Particulas viroides parcialmente purificadas. Las particulas se lisaron y el contenido se separ6 en gel de
agarosa.
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(B) Particulas de mVTT parcialmente purificadas. Las particulas se lisaron y el contenido de ADN se separé
en gel de agarosa.

3-VTT-HD14a, 5 - yVTT-14, 6 - VTT-HD164a, 8 - VTT-HD3a, 9 - yVTT-HD1, 12 - VTT-HD23a, 12a - pVTT-
HD12.1, 12b - yVTT-HD12.2

En el presente documento se divulga un poli(acido nucleico) de virus TT que comprende (o consiste en)

(a) una secuencia de nucleotidos mostrada en la figura 6;

(b) una secuencia de nucleétidos que muestra al menos un 70 %, 80 %, 90 %, 95 % o al menos un 98 % de
identidad respecto de una secuencia de nucledtidos de (a) y es capaz de replicarse de manera autbnoma;

(c) una secuencia de nucledtidos que es el complemento de la secuencia de nucleétidos de (a) o (b); o

(d) una secuencia de nucledtidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las
secuencias de aminoacidos zyb2.1.pep, zyb9.1.pep, zkb69.1.pep, zyb2.3.pep, zyb9.3.pep, zkb5.3.pep y
zkb69.3.pep mostradas en la figura 14 y dicho poli(acido nucleico) de virus TT es capaz de replicarse de
manera auténoma tras su transfeccion en células 293TT,

en la que dicha secuencia de nucledtidos de (a), (b), (c) o (d) esta unida a un poli(acido nucleico) que codifica
una proteina que contiene un motivo de firma de una proteina que esta asociada con el cancer o una
enfermedad autoinmunitaria mediante un enlace fosfodiéster.

La proteina es una proteina de mamifero. Se prefiere particularmente que la proteina de mamifero sea una proteina
humana. También se divulgan en el presente documento fragmentos de las secuencias de nucleétidos descritas
anteriormente que son capaces de replicarse de manera auténoma. El experto en la técnica puede obtener
fragmentos que sigan teniendo la actividad biolégica de la molécula de longitud completa sin experimentacion
innecesaria.

El experto en la técnica puede determinar facilmente qué secuencias de acidos nucleicos estan relacionadas con la
secuencia de nucleétidos de la Figura 6 o qué fragmentos todavia son capaces de replicarse de forma autonoma
mediante el uso de ensayos convencionales o los ensayos descritos en los ejemplos, a continuacion.

El término "poli(acido nucleico)" se refiere a una secuencia de acido nucleico de cadena sencilla o de cadena doble.
Un poli(acido nucleico) puede consistir en desoxirribonucledtidos o ribonucledtidos, analogos de nucledtidos o
nucledtidos modificados, o se puede haber adaptado para fines terapéuticos. Preferentemente, el poli(acido
nucleico) del virus TT es un ADN de cadena sencilla.

Preferentemente, el poli(acido nucleico) del virus TT de la invencion esta presente en forma de un episoma
extracromosémico.

La proteina de mamifero asociada con el cancer o una enfermedad autoinmunitaria o el alérgeno asociado con una
enfermedad autoinmunitaria es una proteina mostrada en la tabla 1.

Tabla 1
(A) Ejemplos de motivos de firma identificados en supuestas proteinas resultantes de transcritos y genomas
de longitud completa de VTT-HD

Protamina 1+2

Receptor B4 de leucotrienos

AIRE (Regulador autoinmunitario)

Gliadina

Neuropéptido Y

CHLAMIDIAOMS3 - Chlamidia mol. mimicry - enfermedad cardiaca
Rica en arginina (re. Sospedra y col., 2005 - mimicry molecular en MS)
Opsina

Ciclina cinasa

Proxisoma (diabetes, receptor de esteroides)

Vasopresina

Factor BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro)

prepro-orexina

Repeticion de hélice de colageno

Receptor GIP

Neurotensina Prion

antigeno CD36 (deficiencia de resistencia a insulina, arterioesclerosis)
Calcitonina

Prostanoide
Prostanoide
Receptor de GABA (principal neurotransmisor inhibidor en el cerebro)
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Arginina desaminasa
Opioide, receptor de factor de crecimiento

Galanina

Plexina/semaforina

NURR (receptor de hormona nuclear huérfano de rata)
Factor neurotrofico derivado de cerebro (BDN)
Colagenasa + endostatina

Aerolisina

Proteolipido de mielina
Serotonina
Receptor muscarinico

Receptor de hormona concentradora de melanina

Autoantigeno p27 de sindrome de Sjogren/esclerodermia
Firma de repeticion de tipo plexina/semaforina/integrina
Proteina especifica masculina

Gastrina

Colageno

Colagenasa metaloproteasa

(B) alineamientos de secuencias de aa

DomainSweep emplea una serie de procedimientos de busqueda para efectuar busquedas en las siguientes
bases de datos de familias de proteinas:

BLOCKS

PFAMA

PRINTS

PRODOM

PROSITE

SMART

SUPERFAMILY

TIGRFAMS

OPSINA
gbCsCt38.4ikn.2.154
OPSINRH3RH4_3: dominio 1 de 1, de 46 a 56: puntuacion 8,4, E = 5,1
*—>iynsFhrGERlg<-*
y sFhrG+a
gbCsCt38.4 46 ~YESFHRGHALF 13

zc55s.B4.18dek.281
OPSINRH3RH4_3: dominio 1 de 1, de 19 a 29: puntuacion 8,4, E = 5,1

*—>iynsFhrGfalg<—»
y sFhrG+Aa
zc55s.B4.1 19 -YESFHRGHAAFE 29

rheu.cd.215rev.1.736
OPSINRH3RH4_7: dominio 1 de 1, de 665 a 683: puntuacién 7,8, E = 5,3
*~>RIELgKRLPWLe lnEKave<-—*
R+ +g+RLPW+ + + =
rheu.cd. 21 665 REGVQQERELPWVHSSQETQS GH3
OPSINRH3RH4_7: dominio 1 de 1, de 23 a 41: puntuacién 8,2, E=4,4
*=>Rl1ELgERLPWLelnERKave<-*
R+ +g+R1PW+ + + +
ze3rll. B4, 23 REEVOOQRLEPWVHSSQETQS 41
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OPSINRH3RH4

PR00577

COMPUESTO(7)

II-SEP-1996; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

Firma de Opsina RH3/RH4

PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTES3
PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

PRINTS; PR00238 OPSIN; PR00574 OPSINBLUE; PR00575 OPSINREDGRN
PRINTS;PR00576 OPSINRH1RH2; PR0O0578 OPSINLTRLEYE; PR01244 PEROPSIN
PRINTS; PR00666 PINOPSIN; PR00579 RHODOPSIN; PR00239 RHODOPSNTAIL
PRINTS; PR0O0667 RPERETINALR

INTERPRO; IPR000856

1. APPLEBURY, M.L. Y HARGRAVE, P.A.

Molecular biology of the visual pigments.

VISION RES. 26(12) 1881-1895 (1986).

2. FRYXELL, K.J. Y MEYEROWITZ, E.M.

The evolution of rhodopsins and neurotransmitter receptors.

J.MOL.EVOL. 33(4) 367-378 (1991).

3. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

4. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Fingerprinting G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

5. FRYXELL, K.J. Y MEYEROWITZ, E.M.

An opsin gene that is expressed only in the R7 photoreceptor cell of

Drosophila.

EMBO J. 6(2) 443-451 (1987).

6. ZUKER, C.S., MONTELL, C., JONES, K., LAVERTY, T. Y RUBIN, G.M.J.

A rhodopsin gene expressed in photoreceptor cell R7 of the Drosophila

eye - homologies with other signal-transducing molecules.

NEUROSCIENCE 7(5) 1550-1557 (1987).

7. MONTELL, C., JONES, K., ZUKER, C.S. Y RUBIN, G.M.J.

A second opsin gene expressed in the ultraviolet-sensitive R7

photoreceptor cells of Drosophila melanogaster.

NEUROSCIENCE 7(5) 1558-1566 (1987).

Las opsinas, las moléculas absorbedoras de luz que median la visién [1,2], son
proteinas integrales de membrana que pertenecen a una superfamilia de receptores
acoplados a proteina G (GPCR). Los ligandos activadores de los diferentes miembros
de la superfamilia varian ampliamente en cuanto a su estructura y caracter, aunque
las proteinas parecen tener fielmente conservado un armazén estructural basico, que
se cree que consiste en 7 hélices transmembrana (TM). Aunque las secuencias de
estas proteinas son muy diversas, reflejando hasta cierto punto esta gran variedad de
ligandos activadores, sin embargo, se han identificado motivos en las regiones TM que
son caracteristicos de practicamente toda la superfamilia [3,4].

Entre las excepciones se encuentran los receptores olfatorios, que se agrupan en una
superfamilia, que carece de coincidencias significativas con los dominios 2, 4 y 6. De
forma interesante, las opsinas también parecen emerger como crecientemente
atipicas de la superfamilia, agrupandose con mas fuerza, en los analisis filogenéticos,
con los receptores olfatorios [4].

Los pigmentos visuales comprenden una apoproteina (opsina), unida covalentemente
al cromoforo cis-terminal 11. El enlace covalente es en forma de una base de Schiff
protonada entre el resto retinal y uno de lisina ubicado en el dominio 7 TM. La vision
se efectla mediante la absorcién de un fotén por el cromoéforo, que se isomeriza en la
forma todo trans, que promueve un cambio conformacional en la proteina.

A diferencia de la rodopsina de vertebrados, que se encuentra en los bastones, los
fotorreceptores de insectos se encuentran en los omatidios, que comprende los ojos
compuestos. Cada ojo de drosdfila tiene 800 omatidios, cada uno de los cuales
contiene 8 células fotorreceptoras (denominadas R1-R8): R1-R6 son células externas,
mientras que R7 y R8 son células internas. Las opsinas RH3 y RH4 son sensibles a la
luz UV [5-7]. OPSINRH3RH4 es una huella de 7 elementos que proporciona una firma
para las opsinas RH3 y RH4. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 5
secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones conservadas dentro de
cada bucle o las regiones N y C-terminales, centrandose en aquellas areas del
alineamiento que caracterizan a las opsinas RH3/RH4 pero que las distinguen del

11
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ad; resto de la superfamilia similar a rodopsina
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
ad; conjunto de inicio.
gd;
c; OPSINRH3RH43
il 12
it, Motlvo Il de opsina RH3/RH4 - 1
id; IFNSFHRGFAIY
id; IYNSFHRGFALG
id; IYNSFHRGFALG
id; IYNSFHOGYALG
id; IYNSFHQOGYALG
bb;
fo; © OPSINRH3RH43
f1; 12
ft; Motlvo Ill de opsina RH3/RH4 - 2
£d; IYNSFHRGFALG
fd; IYNSFHQGYALG
£d; IYNSFHRGFALG
fd; IYNSFHOGYALG
fd; IFNSFHRGFAIY
fd; IYNSFHTGFATG
fd; IYNSFNTGFATG
fd; IYNSFNTGFALG
fe; + OPSINRH3RH47
fl; 19
ft, Motlvo VIl de opsina RH3/RH4 - 2
fd; RMELOKRCPWLAIDEKAPE
£d; RMELOKRCPWLALNEKAPE
fd; ' RMELOERCPWLGVNEKSGE
fd; + RMELQKRCPWLAISEKAPE
fd; : RLELOKRCPWLGVNEKSGE
fd; @ RLELQKRLPWLELQEKPVA
fd; @ RLELQKRLPWLELQEKPIE
£d; RLELDQKRLPWLELQEKFIS
RICA EN ARG
PERFILES DE PROSITE
RICA EN ARG
NLS BP

PFSCAN usando la secuencia gbCsCt38.2ikn.1.726
y perfil(es) PRFDIR:prosite.prf,
Parametros de linea de comandos usados:

ES 2 685 605 T3

- los motivos 1y 2 se encuentran en el
extremo N-terminal; el motivo 3 abarca el primer bucle externo; el motivo 4 se

encuentra en el segundo bucle externo; el motivo 5 abarca la mitad C-terminal del
dominio 5 TM; el motivo 6 se encuentra en el tercer bucle citoplasmico; y el motivo 7
se encuentra en el extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia se necesité una
sola interaccion en OWL28.1, sin identificar secuencias adicionales mas alla del

-CUTLEV=-1
Puntuacion Raw
30,1607 170
4,0000 4
4,0000 4
5,0000 5

PFSCAN usando la secuencia gbDhD143.4rp.1.765
y perfil(es) PRFDIR:prosite.prf, 15 de octubre de 2010 15:31
Parametros de linea de comandos usados:

-CUTLEV=-1
Puntuacion Raw seq-f
33,0880 187

pri-t

12

OPS4_DROME 109
OPS4_DROPS 112
OPS4_DROVI 115
CES3_DROME 115
OPS53_DROP3 114
OPS4_DROVI 115
QP53 _DROME 115
OPS4_DROPS 112
OFS3_DROPS 114
OFS4_DRCME 108
061474 105
061473 106
OPSV_APIME 105
OFS4 DROVI 346
OPS3_DROME 346
OP34_DRCPS 343
OPS3_DROPS 345
OPS4_DROME 342
061474 336
061473 337
OPSV_APIME 336
Region rica en arginina
Lo nuclear bipartito

prf-t Nombre

2 RICAENARG

17 NLS_BP

17 NLS_BP

17 NLS_BP

52
54
54
54
54

54
54
54
54
52
54
54
54

62
62
62
62
62
62
62
62

Descripcion

Region rica en arginina
Lo nuclear bipartito

Lo nuclear bipartito

Lo nuclear bipartito

Nombre Descripcion
2 ARG_RICH Regién rica en arginina
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15
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PFSCAN usando la secuencia zpr5.B4.12dk.209
Parametros de linea de comandos usados:

-CUTLEV=-1
Puntuacion Raw seq-f seq-t prf-f
30,1607 170 4 - 67 1-

PFSCAN usando la secuencia zc55s.B4.18dek.117
y perfil(es) PRFDIR:prosite.prf,
Parametros de linea de comandos usados:

-CUTLEV=-1
Puntuacion Raw seq-f seq-t prf-f

18,7959 104 4 - 85 1-

PFSCAN usando la secuencia zc37.B9.2de.p1

Parametros de linea de comandos usados:

-CUTLEV=-1

"Puntuacién Raw seq-f  seg-t prf-f
24,3061 136 7- 86 1-

PROTAMINA 1Y PROTAMINA 2
BLKPROB Versi6n 5/21/00.1

Base de datos=/gcg/husar/gcgdata/gcgblimps/blocksplus.dat

pri-t

Nombre

2 RICAENARG

pri-t

Nombre

2 RICAENARG

pri-t
2

Nombre
ARG_RICH

Busqueda=gbCsCt38.2ikn.1.726 Longitud: Tamafio=726 aminoacidos

Familia

IPB000221 Protamina P1
HSP1_CHICK|P15340 1
IPB000492 Protamina 2, PRM2
HSP2_PIG|P19757 55
Busqueda=gbDhDi43.4xp. 1,765 Longitud: 7 65
Familia
IPB000221 Protamina P1
HSP1 DIDMA|P35305 1
IPB000492 Protamina 2,
HSP2_CALJA|Q28337 69

Busqueda=rheu.ef.242.746

Familia

IPB000492 Protamina 2, PRM2
HSP2 CALJA|Q28337 69
IPB000221 Protamina P1
HSPI_DIDMA|P35305 1

Busqueda=uro705rev.1a.74
IPB000221 Protamina P1
HSP1_DIDMA|P35305 1

IPB000492 Protamina 2, PRM2
HSP2_CALJA|Q28337 69

Busqueda=zpr5.B4.12dk
IPB000221 Protamina P1

HSP1 CHICK|P15340 1
IPB0004 92 Protamina 2, PRM2
HSP2 PIG|P19757 55

13

Descripcion
Region rica en arginina

Descripcion
Region rica en arginina

Descripcion
Region rica en arginina

Valor de E
Hebra Bloques combinado
1 1de1 1,3e-09
ARYRRSRTRSRSPRSRRRRRRSGRRRSPRRRRRY
1 1de2 2,2e-09
HTRRRRSCRRRRRRACRHRRHRRGCRRIRRERRCR
Valor de E
Hebra Bloques combinado
1 1de1 1,2e-l
BRYRRRSRSRSRSRYGRRRRRSRSRRRRSRRRRR
PRM2 1 1de2 2,8e-10
RRRSRSCRRRRRRSCRYRRRPRRGCRSRRRRRCRR
Longitud: 746
Valor de E
Hebra Bloques combinado
1 1de2 1,4e-08
RERRSRSCRERRRRRSCRYRRRPRERGCRSRRRRRCRR
1 1de1 1,5e-07
BRYRRRSRSRSRIRYGRRRRRSRSRRRRSREERRR
Longitud: 74
1/1 bloques Valor de E combinado= 2,8e-12
ARYRRRSRSRSRSRYGRRRRRSRSRRRRSERRRR
1/2 bloques Valor de E combinado= 2,3e-10
RRRSRSCRRRRRRSCRYRREPRRGCRERRRRRCRR
Longitud: 209
1 1de1 4,1e-10
ARYRRSRTRSRSPRSRRRRRRSGRRRSPRRERRY
1 1de2 7,1e-10

HTRRRRSCRRRRRRACRHRRHRRGCRRIRRRRRCR
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Busqueda=zc55s.B4.18dek.117 Longitud: 117

Familia Hebra Bloques
IPB000492 Protamina 2, PRM2 1 1de2
Q91V94|Q91V94_MESAUG63 HRRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCR
IPB000221 Protamina P1 1 1de 1
HSP1_MOUSE|P02319 1 ARYRCCRSKSRSRCRRRRRRCRRRRRRCCRERRR
Busqueda=zc37.B9.2de.p1 Longitud: 918

Familia Hebra Bloques
IPB000492 Protamina 2, PRM2 1 1de2
HSP2 ERYPA|Q9GKMO 69 RRRHRSCRERRRRSCRHRRRHRRGCRTRRRRCRRY
IPB000221 Protamina P1 1 1de 1
HSPI_CAVPO|P35304 1 BRYRCCRSPSRSRCRRRRRREFYRRRRRCHRERRR

Secuencias presentadas como ejemplos:

Genomas de longitud completa (VTT) de:
gbCsCt38.2ikn.1.726 (VTT-HD15, ORF1=726aa)
gbDhDi43.4rp.1.765 (VTT-HD16, ORF1=765aa)
rheu.ef.242.746 (VTT-HD19, ORF1=746aa)
uro705rev.1a.74 (VTT-HD18, ORF1a=74aa)

Genoma de longitud completa (uVTT) de:
zpr5.B4.12dk (uVTT-HD15. ORF=208aa)

Transcritos (de -):
zc55s.B4.18dek.117 (VTT-HD15, ORF=117aa)
zc37.B9.2de.p1 (VTT-HD20, ORF=109aa)

GALANINA:
HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Valor de E
combinado
3,4e-05

0,0013

Valor de E
combinado
2,8e-05

0,0001

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la

licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: smart.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi33.33ik.1c.417
galanina: dominio 1 de 1, de 264 a 367: puntuacion -22,9, E = 6,5

*->»atlGLgsPvkekrGWELnsAGYLLGPHAI dnHRsFsdKhGLtgKREL
t L P+ + 5 LGP ++ ++G+ +KR 4+
gbDhDi33.3 264 STHELFDPDRHPRMLOV-SDPTEKLGPKT - -AFHEWOWRRGMLSKRSI

e..pEdearpGsfdrplses. . nivrtiieflsfLhLkeaGaldripglPa
++ Ed +++pl+ ++n L+ L+ L +

307

gkDhDi33.3 308 EKrxrvQEDSTDDEYVAGPLPRKrNKFDTRVQGPPTPEKESYTLLOALQESGD 357

aasseDlers<-*
sseD a4+
gbDhDi33.3 3158 ESSSEDQEQA 367

gbDfDg33.48ikn.1b.179
galanina: dominio 1 de 1, de 26 a 129: puntuacion -21,0, E = 3,9

14
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*->atlGLgsPvkekrGWtLnsAGYLLGPHALIANHRSFsdKhGLEgKREL
t L P+ r + 5 LGP + ++ ++G+ +KR +
ghDEfDg33. 4 26 STHELFDPDRHPRMLOV-SDPTHKLGPRTV--FHEWDWRRGMLSKRSI 639

e..pEdearpGsfdrplses.nivrtiieflsflhlkeaGaldrlpglPa
++ Ed +++pl+ ++n t + L+ L +
gbDfDg33.4 70 KrvQEDSTODEYVAGPLPRErNKFDTRVQGPPTPEKESYTLLOALQESGD 119

aassellers<-*
ssel et++
ghDEDg33.4 120 ESSSEDQECA 129

Archivo HMM: smart.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi33.32ikn.1.648
galanina: dominio 1 de 1, de 495 a 598: puntuacion -24,5, E = 9,7

*->at1GLgsPvkekrGWEtLnsAGYLLGPHALdnHRsFsdKhGLEgKREL
t L P+ + 5 LGP + ++ ++G+ +ER +
ghDhDi33.3 4585 STHELPDPDRHPRMLOV-SDPTELGPEKTV--FHKWDWRRGMLSEKRS1 538

.epEdearpGs. fdrplses.nivrtiiefLsfLhlLkeaGaldrLpglPa
++ + G +4+pl+ ++n t o+ L+ L +
gbChDi33.3 53% kRVQGDSTDGEyVAGFLPRErNKFDTRVQGPPTPEKESYTLLQALQESGQ 588

aasselDlers<-+
ss5al e++
gbDhDi33. 3 58Y ESSSEDQEQL 5Of

gbDfDg33.45ikn.1b.210
galanina: dominio 1 de 1, de 57 a 160: puntuacion -23,1, E = 6,8
*=ratlGLQs PYkekrGWELNSACYLLGPHALdnHRIFsdKhGLTgKREL
t L P + T + 5 LGF + + + +G+ +KR +
STHELFDFPDREHPRMLOV-SDFTELGPHTV--FHEWDWGRGMLSERST 100

(5]
-

ghDfDg3d. 4

&..pEdearpGsfdrplses . nivrtiieflsfLhLkeaGaldrLpglPa
++ Ed +++pl+e 440 L+ L+ L +
ghDfDg33. 4 101 KrvQEDSTODEYVAGFLPREKrNEFDTRVOGPPTPERKESYTLLOALOESGD 150

aasseDlers<-*
ssel a++
1 ESSSEDQEQA 160

Ln

gbDfDg33.4 1

FIRMAS DE REPETICION DE TIPO PLEXINA/SEMAFORINA/INTEGRINA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

5
Archivo HMM: smart.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi33.32ikn.1.648
psinew7: dominio 1 de 1, de 341 a 394: puntuacioén -16,8, E = 3,9
*orrisgqygy. . tsCseCllardpyg. ... . . .CgWlCssegrCtrg.erc
Cs  +++ +t+ 5 C+l++ p + CW + HCE 444
gbDhDi33. 3 341 WCSEXKSSk1dTTKSKCILRDFPLWamaygyCDWVV=---KCTGVsSAW 384
derrgargqnwasgpassgip<-*
+ +r+ + op
golhDi3d. 3 385 TDOMRI---——AI---—- ICFE 394
10 Interpro:  IPR003659 Plexina/semaforinal/integrina
[ Pasar el ratén para mostrar la definicién de elementos. Hacer clic para mostrar datos originales
1 100 200 300 400 500 690
SHe0423 ———

15
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IPR003659; IPR016201; (Similar a plexina) coincidencias 1383 proteinas NombreCorto Plexina-liice
NombreCompleto firmas de repeticion de tipo plexina/semaforina/integrina SMART: SM00423 PS/

¥ Children |PR016201 Pliegue de tipo plexina (coincidencias 619 proteinas) A Encontrada en

IPR012013 subunidad beta-4 de integrina (coincidencias 9 proteinas)

IPR020707 Tirosina-proteina cinasa, receptor de factor de crecimiento de hepatocitos (coincidencias 82
proteinas)

IPR020739 Tirosina-proteina cinasa, receptor MSP (coincidencias 18 proteinas) Resumen Este es un dominio
que se ha encontrado en plexinas, semaforinas e integrinas. La plexina esta implicada en el desarrollo de
tejidos neurales y epiteliales; las semaforinas inducen el colapso y la paralisis de los conos de crecimiento
neuronal; y las integrinas pueden mediar las funciones adhesivas o migratorias de las células epiteliales.
Ejemplos

Archivo HMM: smart.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi33.31ikn.1.712
psinew7: dominio 1 de 1, de 341 a 378: puntuacion -14,4, E = 2,3

*->rCsqgygv...tsCseCllardpygCgWCssegrCtrgerCderrgsr

Cs +++ 4t+ 5 C+l++ p W +4+++Cd
gbDhDi33.3 341 WCSEKSSk1dTTKSECILRDFP---LWA-~--—-—— MAYGHCD-=--==-~- 372
gnussgpasqCp<-*
Wt +C#
gbDhDi33.3 3713 ==-WVV----KCT 374

GASTRINA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDIi33.32ikn.1.648
GASTRINR_8: dominio 1 de 1, de 541 a 559:
*—»vaGEDsDGCyvg. . LPRsR<—*
v G+ D0OG yv ++LPR R
ghDhDi33. 3 541 VOGDSTDGEYVRAgpLPRER 559

gc; GASTRINR
gx; PRO0527 gn; COMPUESTO(9)
ga; 03-JUN-1996; ACTUALIZADO 10-JUN-1999

gt; Firma de receptor de gastrina

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3
gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

gp; PRINTS; PRO1822 CCYSTOKININR; PR00524 CCYSTOKNINAR

gp; INTERPRO; IPR000314

gr; 1. ATTWOOD, T.K.Y FINDLAY, J.B.C.
gr; Fingerprinting G protein-coupled receptors.
gr; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

16



Las gastrinas y las colecistocininas (CCK) son péptidos de origen natural que comparten una
gd; secuencia C-terminal comun, GWMDF; toda la actividad bioldgica reside en esta region
gd; [6]. El principal papel fisiolégico de la gastrina es estimular la secrecion de acido en el
gd; estdomago; también tiene efectos tréficos en la mucosa gastrica [6]. La gastrina se
gd; produce a partir de un solo transcrito génico y se encuentra predominantemente en el
gd; estomago e intestino, pero también en los nervios vagales. El receptor CCKB tiene una
gd; amplia distribucion en el SNC y se ha relacionado con la patogénesis de los ataques de
gd; panico-ansiedad causados por péptidos relacionados con CCK [6]. Tiene una distribucion
gd; mas limitada en la periferia, donde se encuentra en el musculo liso y las glandulas
gd; secretorias.
gd; GASTRINR es una huella de 9 elementos que proporciona una firma para los receptores
gd; de gastrina (CCKB). La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 5 secuencias: los
gd; motivos se representaron a partir de secciones conservadas dentro de cada bucle o las
gd; regiones N y C-terminales, centrandose en aquellas areas del alineamiento que
gd; caracterizan a los receptores de gastrina, pero que los distinguen del resto de la
gd; superfamilia similar a rodopsina - los motivos 1 y 2 se encuentran en el extremo N-
gd; terminal; el motivo 3 abarca el primer bucle externo; el motivo 4 abarca el segundo bucle
gd; citoplasmico; los motivos 5 y 6 abarcan el segundo bucle externo; los motivos 7 y 8
gd; abarcan el tercer bucle citoplasmico; y el motivo 9 se encuentra en el extremo C-terminal.
gd; Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos interacciones en OWL28.0, punto en
gd; el cual se identifico un conjunto auténtico que comprendia 7 secuencias. También se

gd; encontraron varias coincidencias parciales, todas las cuales eran fragmentos de gastrina
gd; o miembros de la familia de receptor de tipo A de colecistocinina.
fc; GASTRINRS
fl; 17
ft; Motivo VIII de receptor de gastrina - 2

fd; LAGEDGDGCYVQLPRSR GASR_ERABIT 288 31

fd; VAGEDNDGCYVQLPRSR GASR_PRANA 28BS 30

fd; LAGEDGDGCYVQLPRSR GASR BOVIN 290 31

fd; AVGEDSDGCYVQLPRSE GASR HUMAN 285 26

fd; LAGEDGDGCYVOLPRSR GASR_CANFA 28% 29

fd; LTGEDSDGCYVQLPRSE GASR_MOUSE 2931 32

fd; VAGEDSDGCCVQLPRSE GASE_RAT 290 31
COLAGENASA

ES 2 685 605 T3

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: pfam.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.241.736

Peptidase_M9: dominio 1 de 1, de 125 a 412: puntuaciéon -152,5, E=7,5

17



rheu.ef.

rheu.ef.

rheu.ef.

rheu.af.

rheu.ef,

rheu.ef,

rheu.ef.

rheu.ef.241.736

24

24

24

24

24

24

24

ES 2 685 605 T3

+->msrlaelyllGdsiKgrhDnlWlhaaaemlsYyApegkselgidicaa
L 1ly r nW+ +te 1+ g+ +
125 -—TLRILYDEF-==-=-TRFMNFWTVSNEOLDLCRYVGCKLI F——FKHD

klelaakVlPy..lyeCsgpaa.irsgdltdggahsaldilrnkekdfhg
+ + + tH++ ++t+aa+i + 4+ +1 h+
164 TVDFIVQINTQppFLODTHLTAASTHPGIMMI.SKRRTLIPSLKTRPSRKHR

vkyvtGktPVaDDantrveVgvivseedykrYSafaSKEVkagFgrvtdiG
v+ v ++ + d+ +5 fa £t o+
214 VVVR----VGAPRLFQDKWYPQSDLCDTVLISIFA-———-—————— TACD

GmYLEGNPsdaglgvrF. .1AYEeaklnadlsigNlehEYthY...LDgR
+¥ G P t+  vtFt + + k t+5 Nt+e + th¥+++L +
249 LOYPFGSPLTENPCVNFgiLGPHYKKHL-SISSTNDETNKTHYesnLENK

fdtYGtFsrnleeshivWWeEGLAEYvhYkggGvEPyqgqaRpeligqgskly

+¥ tF ++ + e G+ v v o+t + g +
298 TELYNTFQTIAD----- LEKETGRTSGVNPNWTSVONTTPLNQAGNN---A
1sdvitTTeeGYAE1FAGShDLARIYRWGYLA . vrf. .. ... mletnHnr
+4+ + b+ G+ dI +t+4rf+s + 441 n +
340 ONSRDTWY---K-=—--- GNTYNDNISKLAEITIQRFksat isALP-NYPT

dvesllvhsRyGnsfafyaylvkllgymYnnefgiw<-*
+ 41+ H05 y+ 4+ 4+g Y gt++
381 IMSTDLYEYHSG----IYSSIFLSAGRSYFETTGARY 412

Peptidase_M9: dominio 1 de 1, de 125 a 412: puntuaciéon -152,5, E=7,5

rheu.ef.24

rheu.ef.24

rheu.ef.24

rheu.

rheu.

rheu.

rheu.

ef 24

ef.24

ef.24

ef,24

125

164

214

249

298

340

341

*->msrlaelyllGdsiKgrhDnlWlhaaaemlsYyhApegkselgidicga

1 1w r nW+ +e 1+ g+ +

--TLRILYDEF--—--TREMNFUTVSHEDLDLCRYVGCKLIF=-=-FKHP
klelaakV1PFy..lyeCsgpaa.irsgdltdggadsaCdilrnkekdfhg
+ + + ++++ +++aa+i + 4+ +1 h+
TVDFIVQINTOppFLDTHLTAASIHPGIMMLSKRRILIFSLETRFSRKHE
vkytGktPVaDDgntrveVgvivseedykr¥SafaSKEVkagFgrvtdiG
v v ++ + d + +5 fa t +
VVVR-——-VGAPRLFQDEWY PRSDLCOTVLLSIFA-—-——-—-----= TACD

GmYLEGNPsdagNgvrF. .iAYEeaklnadlsiglehEYthY. ..LDgR

+Y G P +  v+E+ + + k ++s N+e + thY+++L +

163

213

248

297

339

380

le3

213

248

LOYPFGSPLTENPCVNFqiLGPHYKKHL-SISSTNDETNKTHYesnLFNK 257

fdt¥GtFsrnleeshiviWWeEGEAEYvhYkqggGvPygaApeligagskly

+Y tF ++ + e G+ v v 4+  + 4+g +
TELYNTEQTIAQ----- LXETGRTSGVNPNWTSVONTTPLNQAGNN--~-A 339
153dvEt TTeeGyAELFAGShDtdRIYRWGYLA. . vrf. .. ... mletnHnr
++ + t++ G+ diI ++++rf++ + +41 n +
ONSRDTWY---K-—--—- GNTYNDNTSKLAEITrQRFksatisALP-NYPT 380

dvesllvhsRyGnsfafyaylvkllgymYnnefgiw<—*
+ ++1 ++ +G y+ ++ +g Y g++
IMSTDLYEYHSG----IY3SIFLSAGRSYFETTGAY 412

18
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#=GF ID Peptidasa M9
#=GF AC PF01752.9
#=GF DE Colagenasa
#=GF AU Bateman A

#=GF SE SWISS-PROT
#=GF RM 7582017

#=GF RT Molecular analysis of an extracellular protease gene from Vibrio
#=GF RT parahaemolyticus.

#=GF RA Lee CY, Su SC, Liaw RB;

#=GF RL Microbiology 1995;141:2569-2576.

#=GF RM 8282691

#=GF RT Purification and characterization of Clostridium perfringens
#=GF RT 120-kilodalton collagenase and nucleotide sequence of the
#=GF RT corresponding gene.

#=GF RA Matsushita O, Yoshihara K, Katayama S, Minami J, Okabe A;
#=GF RL J Bacteriol 1994;176:149-156.

#=GF DR INTERPRO; IPR013510;

#=GF DR MEROPS; M9;

#=GF CC Esta familia de enzimas degradan los colagenos.

REPETICION DE HELICE DE COLAGENO
BLKPROB Version 5/21/00.1
Base de datos—/gcg/husar/gcgdata/gcgblimps/blocksplus dat

Copyright (c) 1992-6 por el Fred Hutchinson Cancer Research Center

En caso de que use BLOCKS en su investigacion, sirvase de citar:

Steven Henikoff y Jorja G. Henikoff, Protein Family Classification Based on Searching a
Database of Blocks, Genomics 19:97-107 (1994).

Cada resultado numerado consiste en uno o mas bloques de PROSITE o PRINTS

gbDhDi33.35ikn.2.128.pep

Valor de E
Familia Hebra Bloques combinado
IPB008161 Repeticion de hélice de colageno 1 1de 1 0,0077
>|PB008161  1/1 bloques Valor de E combinado= 0,0077: Repeticion de hélice de colageno
Bloque Marco Ubicacioén (aa)  Valor de E de bloque
IPB008161 0 49-91 0,007
Otros alineamientos comunicados:
IPB008161 <> GAPGPPGLPGPKGPRGPAGIEGKPCGRLGEDNRPGPPGFPGYRG

016787|016787_CAEEL143 | ] [ T T T L0

. . GPPRPPPGLDQLNPEGPAGPGGPPAILPALPAPADPERLAPRRG
gbDhDi33.35ikn.2.1 49

Busqueda=rheu.ef.241,148 Longitud: 148 Tipo: P
>|PB008161 1/1 blogues Valor de E combinado= 0,0075: Repeticion de hélice de colageno
Bloque Marco Ubicacién (aa)  Valor de E de bloque
IPB008161 0 67-109 0,0068
Otros alineamientos comunicados:

IPB008161 <->

0914 70_STAEP 1076 GKPAEPGKPAEPGKPAEPGTPAEPGKPAEPGT PAEPGKPAEPG
A L I

rheu.ef.241,148 67 HLATTLGRPPRPGPPGGPRTPQIRNLPALPAPQGEPGDRATWR

Busqueda=rheu.ef.238rev.148 2774 .sreformat Longitud: 148

>|PB008161 1/1 blogues Valor de E combinado= 0,0075: Repeticion de hélice de colageno

Bloque Marco Ubicacion (aa) Valor de E de bloque

IPB008161 0 67-109 0,0068

Otros alineamientos comunicados:
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IPBOOB161 <=

Q9L470 STAEFP 1076 GEPAEPGKRPAEPGKPAEFPGTFAEPGKPAEPGTPREFPGKPAEFG
N L (N

rheu.ef.23Brav. 148 &7 HLATTLGRPPRPGPPGGFRTPQIENLPALPAPQGEPGDRATHWR

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: pfam.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.241.148
Colageno: dominio 1 de 1, de 73 a 133: puntuacion -74,8, E = 3,5

*->GppCpRGPPERPEPPGPPGPPGPataptpptppte . pGPPGPPGPPG
G+p +pGppE p p + p o+ ++G+pG++ +G+ G++ + G
rheu.ef.24 73 GREPRPGPPGGPRTPOIRNLPALPAPQGEPGDRATWRGASGADAAGE 119

pPpPGppGapGapGpp<-*
G++Ga+G
rheu.ef.24 120 DGGERGADGGDPGD 133

rheu.ef,238rev.148
Colageno Repeticion de tripe hélice de colageno (20 copias)
Colageno: dominio 1 de 1, de 73 a 133: puntuacion -74,8, E = 3,5

*->GppGppGppGppbpetrpGppGpaGapGppGeppte . pGpPGPRGPRG
Gtp +pGppG p B + p  + ++GHpGH+ G+ GH+ + G
rheu.ef.23 73 GRPPRPGPPGGPRTPQIRNLEALPAPQGEPGORATWRGASGADARGG 119

ppGppGapGapGpp<—*
G++Ga+G
rheu.ef.23 120 DGGERGADGGDEGD 133

#=GF ID Colageno

#=GF AC PF01391.10

#=GF DE Repeticion de tripe hélice de colageno (20 copias)
#=GF AU Bateman A, Eddy SR

#=GF SE Swissprot

#=GF TP Repeticion

#=GF BM hmmbuild -F --prior PRIORHMM Is.ann SEED.ann
#=GF BM hmmcalibrate —seed 0 HMM s

#=GF BM hmmbuild -f -F —prior PRIORHMM fs.ann SEED.ann
#=GF BM hmmcalibrate —seed 0 HMM fs

#=GF AM byscore

#=GF RM 8240831
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#=GF RT New members of the collagen superfamily

#=GF RA Mayne R, Brewton RG;

#=GF RL Curr Opin Cell Biol 1993;5:883-890.

#=GF DR INTERPRO; |PR008160;

#=GF DR SCOP; 1a9a; fa;

#=GF DR MIM; 240400;

#=GF DC El escorbuto se asocia con los colagenos.

#=GF CC Los miembros de esta familia pertenecen a la superfamilia de colageno
#=GF CC [1]. En general, los colagenos son proteinas estructurales extracelulares
#=GF CC implicadas en la formacion de la estructura del tejido conectivo. El

#=GF CC alineamiento contiene 20 copias de la repeticion de G-X-Y que forma una
#=GF CC triple hélice. La primera posicion de la repeticion es glicina, las posiciones
#=GF CC segunda y tercera pueden ser cualquier resto, pero frecuentemente son
#=GF CC prolina e hidroxiprolina. Los colagenos se modifican

#=GF CC postraduccionalmente mediante prolina hidroxilasa para formar los restos
#=GF CC de hidroxiprolina. La hidroxilacion defectuosa es la causa del escorbuto.
#=GF CC Algunos miembros de la superfamilia del colageno no estan implicados en
#=GF CC la estructura del tejido conectivo, sino que comparte la misma estructura
#=GF CC de triple hélice.

PROTEINA ESPECIFICA MASCULINA DE ESPERMA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: pfam.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi33.34ik.2.128

MSSP: dominio 1 de 1, de 59 a 116: puntuacioén -9,5, E = 8,9
* - =wgGPCgpCGPCogpeCGscosPCg . gplgPCgpCCplGPecocggCGRC
F gp GP g+p+ P ++p P p CGE ++ g
ghDhDi33.3 59 QLMPEGPAGPGGFPAIL----PALpAPADPE- PAPRCGGRADGGARA 100

GRCGPCCGEtekyoGlL-*
G £t + 1
gbDhDi33. 3 101 GRAARDADHTGYEEGDL 116
#=GF ID MSSP
#=GF AC PF03940.5
#=GF DE Proteina especifica masculina de esperma
Esta familia de proteinas de Drosophila esta tipificada por el motivo
repetitivo C-G-P.

FIRMA DE METALOPROTEASA COLAGENASA MICROBIANA (M9)
HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: gbDhDi43.4rp.1.765

MICOLLPTASA_1: dominio 1 de 1, de 311 a 328: puntuacion 5,3, E = 5,7

*—>gletLveflRAGYYvriyn<-~
le+ +++ RA Y f++
gbDhDid3. 4 311 TLEN-ILYTRASYWNSFHA 328

MICOLLPTASA

gx; PR00931
gn; COMPUESTO(5)
ga; 09-SEP-1998; ACTUALIZADO 07-JUN-1999
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gt;

ap;
ap;
ap;
ap;
ap;
ap;
ap;
ap;
ap;
ar;

ar;

ar;

ar;

ar;

ar;

ar;

ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
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Firma de metaloproteasa colagenasa microbiana (M9)

PRINTS; PR00756 ALADIPTASE; PR00791 PEPDIPTASEA; PR00730 THERMOLYSIN
PRINTS; PR00787 NEUTRALPTASE; PR00782 LSHMANOLYSIN; PR00997 FRAGILYSIN
PRINTS; PR00786 NEPRILYSIN; PR00765 CRBOXYPTASEA; PR00932 AMINOIPTASE
PRINTS; PR00789 OSIALOPTASE; PR00933 BLYTICPTASE; PR00934 XHISDIPTASE
PRINTS; PR00919 THERMOPTASE; PR00998 CRBOXYPTASET; PR00768 DEUTEROLYSIN
PRINTS; PRO0999 FUNGALYSIN; PR01000 SREBPS2PTASE

INTERPRO; IPR002169

PROSITE; PS00142 PROTEASA DE CINC

PFAM; PEO0099

1. RAWLINGS, N.D. Y BARRETT, A.J.

Evolutionary families of metallopeptidases.

METHODS ENZYMOL. 248 183-228 (1995).

2. RAWLINGS, N.D. Y BARRETT, A.J.

MEROPS - Base de datos de peptidasas
http://www.bi.bbsrc.ac.uk/merops/merops.htm

3. RAWLINGS, N.D. Y BARRETT, A.J.

Familia M9 - Clan MA - Colagenasa microbiana
http://www.bi.bbsrc.ac.uk/merops/famcards/m9.htm

4. BARRETT, A.J., RAWLINGS, N.D. ANDWOESSNER, J.F.

Vibrio collagenase.

EN HANDBOOK OF PROTEOLYTIC ENZYMES, ACADEMIC PRESS, 1998, PP.1096-1098.
5. BARRETT, A.J., RAWLINGS, N.D. Y WOESSNER, J.F.

Clostridium collagenases.

EN HANDBOOK OF PROTEOLYTIC ENZYMES, ACADEMIC PRESS, 1998, PP.1098-1102.
6. MATSUSHITA, O., YOSHIHARA, K., KATAYAMA, S., MINAMI, J. Y OKABE, A.
Purification and characterization of Clostridium perfringens 120-kilodalton collagenase and nucleotide
sequence of the corresponding gene.

J.BACTERIOL. 176 149-156 (1994).

Las metaloproteasas son las mas diversas de los cuatro tipos principales de
proteasas, habiéndose identificado hasta ahora mas de 30 familias [1]. De
estas, aproximadamente |la mitad contienen el motivo HEXXH, que se ha
demostrado en estudios cristalograficos que forma parte del sitio de unién a
metales [1]. El motivo HEXXH es relativamente comun, pero puede definirse de
manera mas rigurosa para metaloproteasas como abXHEbbHbc, donde a suele
ser valina o treonina y forma parte del sustituto S1' en termolisina y neprilisina, b
es un resto no cargado y c un resto hidréfobo. En este sitio nunca hay prolina,
posiblemente debido a que podria romper la estructura helicoidal adoptada por
este motivo en las metaloproteasas [1].

Las metaloproteasas pueden dividirse en cinco grupos basandose en sus restos
de unioén a metales: los tres primeros contienen el motivo HEXXH, los otros dos,
no [1]. En el primer grupo, un acido glutamico completa el sitio activo - estos se
denominan HEXXH+E: todas las familias en este grupo muestran cierta relacion
de secuencia y se han asignado al clan MA [1]. El segundo grupo, que tiene una
tercera histidina como resto de unién a metal adicional, se denomina HEXXH+H
y se agrupa en el clan MB basandose en su interrelacion [1]. En el tercer grupo,
los restos adicionales de union a metal no estan identificados. El cuarto grupo
es diverso - se conocen los restos de unidon a metales pero no forman el motivo
HEXXH. Finalmente, el quinto grupo comprende las demas familias en las que
los restos de unién a metales auin se desconocen [1,2]. Se han identificado
colagenasas microbianas de bacterias de los géneros tanto Vibrio como
Clostridium. Son metalopeptidasas que contienen cinc que pertenecen a la
familia de proteasa M25, que forman parte del clan MA [1,3]. La colagenasa se
usa durante el ataque bacteriano para degradar la barrera de
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ad; colageno del hospedador durante la invasion. Las bacterias del género Vibrio no son patégenas y

ad; en ocasiones se usan en hospitales para eliminar tejido muerto de heridas y Ulceras [4]. Clostrium

ad; histolyticum es un patégeno que provoca la gangrena gaseosa; sin embargo, la colagenasa

ad; aislada se ha usado para tratar las Ulceras por presion [5]. La escision del colageno se produce

ad; en los enlaces Xaa+Gly en las colagenasas de bacterias del género Vibrio y en Yaa+Gly en las

gd; de Clostridium [4,5].

ad; El analisis de la estructura primaria del producto génico de Clostridium perfringiens ha revelado

ad; que la enzima se produce con una serie de 86 restos que contienen una supuesta secuencia de

ad; sefal [6]. Dentro de esta serie se encuentra PLGP, una secuencia de aminoacidos tipica de

ad; sustratos de colagenasa.

ad; Por lo tanto, esta secuencia puede estar implicada en el auto-procesamiento de la

ad; colagenasa [6].

ad; MICOLLPTASA es una huella de 5 elementos que proporciona una firma para metalopeptidasas

ad; de cinc de colagenasa microbianas (M9). La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 4

ad; secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan

ad; virtualmente la longitud de alineamiento completa - el motivo 4 incluye la region codificada por el

gd; patron PROSITE de PROTEASA DE CINC (PS00142), que describe el sitio activo de HEXXH; y

ad; el motivo 5 contiene el glutamato del sitio activo. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron

gd; dos interacciones en 0WL31.1, punto en el cual se identificé un conjunto auténtico que

gd; comprendia 8 secuencias.

tp; COLA CLOPE 054108 COLA VIBAL Q46085

tp; COLA_VIBPA

sn; Cadigos que implican 4 elementos

st; 086030

tt; COLA CLOPE PRECURSOR DE COLAGENASA MICROBIANA (EC 3.4.24.3) (120 KD

COLAGENASA) - CLOSTRIDIUM

tt; 054108 SUPUESTA PROTEASA SECRETADA - STREPTOMYCES COELICOLOR.

tt; COLA VIBAL PRECURSOR DE COLAGENASA MICROBIANA (EC 3.4.24.3) - VIBRIO
ALGINOLYTICUS.

tt; Q46085 PRECURSOR DE COLAGENASA - CLOSTRIDIUM HISTOLYTICUM.

tt; COLA VIBPA PRECURSOR DE COLAGENASA MICROBIANA (EC 3.4.24.3) - VIBRIO

PARAHAEMOLYTICUS.

tt; 086030 COLAGENASA - VIBRIO CHOLERAE.

ic; MICOLLPTASE1

il; 19

it; Motivo | de colagenasa microbiana - 1

id; GIPTLVEFLRAGYYLGFYN COLA CLOPE 159 159

id; ELETLFLYLRAGYYAEFYN COLA_VIBAL 144 144

id; VLENLGEFVRAAYYVRYNA COLA_VIBPA 97 97

id; RLENYGEFIRAAYYVRYNA AF080248 97 97

bb;

Firma de proteina MIC1 de micronema

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.242.746
MIC1MICRNEME_5: dominio 1 de 1, de 448 a 463: puntuacion 6,6, E = 4,4
F->TyiStkLdVavVGESCHk<-*
T t+L Va GSC
rheu.ef.24 448 TKADTOLIVAGGESCKA 463

gc; MIC1MICRNEME
gx; PR01744

gn; COMPUESTO(7)
ga; 03-JUL-2002
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gt;
gr;
gr;
gr;
gr;
gr;
gr;
or;
gr;
gr;
gr;
gr;
gr;
gr;
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gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
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gd;
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gd;
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gd;
gd;
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gd;
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gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
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gd;
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il;
it;
id;
id;
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Firma de proteina MIC1 de micronema

1. SIBLEY, L.D., MORDUE, D. Y HOWE, K.

Experimental approaches to understanding virulence in toxoplasmosis.
IMMUNOBIOL. 201 210-224 (1999).

2. CARRUTHERS, V.B.

Armed and dangerous: Toxoplasma gondii uses an arsenal of secretory proteins

to infect host cells.

PARASITOL.INT. 48 1-10 (1999).

3. FOURMAUX, M.N., ACHBAROU, A., MERCEREAU-PDIJALON, O., BIDERRE, C.,
BRICHE, I., LOYENS, A., ODBERG-FERRAGUT, C., CAMUS, D. Y DUBREMETZ, J.F.
The MIC1 microneme protein of Toxoplasma gondii contains a duplicated
receptor-like domain and binds to host cell surface.

MOL.BIOCHEM.PARASITOL. 20 201-210 (1996).

4. LOURENCO, E.V., PEREIRA, S.R., FACA, V.M., COELHO-CASTELO, A.A., MINEO, J.R., ROQUE-
BARREIRA, M.C., GREENE, L.J. Y PANUNTO-CASTELO, A.

Toxoplasma gondii micronemal protein MIC1 is a lactose-binding lectin.
GLYCOBIOL. 11 541-547 (2001).

5. KELLER, N., NAGULESWARAN, A., CANNAS, A., VONLAUFEN, N., BIENZ, M., BJORKMAN, C.,
BOHNE, W. Y HEMPHILL, A.

Identification of a Neospora caninum microneme protein (NcMIC1) which interacts with sulphated host cell
surface glycosaminoglycans.

INFECT.IMMUN. 70 187-198 (2002).

Toxoplasma gondii es un protozoo parasito intracelular obligado del género
Apicomplexa, con un modo de vida complejo que implica diversos hospedadores
[1]. Tiene dos fases de crecimiento: una fase intestinal en hospedadores felinos y
una fase extraintestinal en otros mamiferos. Los ovocistos de gatos infectados se
desarrollan en taquizoitos y en ultima instancia, bradizoitos y zoocistos en el
hospedador extraintestinal [1]. La transmisién del parasito se produce por el
contacto con gatos infectados o carne cruda/poco cocinada; en individuos
inmunocomprometidos, puede provocar toxoplasmosis grave y en ocasiones letal.
La infeccion aguda en humanos sanos también puede causar en ocasiones dafio
tisular [1].

El protozoo utiliza una serie de proteinas secretoras y antigénicas para invadir

un hospedador y obtener acceso al ambiente intracelular [2]. Estas se originan

en distintos organulos en la célula de T. gondii denominados micronemas,

roptrias y granulos densos. También se liberan en momentos especificos

durante la invasion para asegurar que las proteinas se situan en sus destinos
diana correctos [2].

MIC1, una proteina secretada del micronema, es un residuo de 456 restos
implicado en el reconocimiento de la célula hospedadora por el parasito [3]. La
proteina se libera desde el polo apical de T. gondii durante la infeccion y se une a
receptores especificos del hospedador [4]. Estudios recientes han demostrado que
Mic1 es una lectina de union a lactosa y la utiliza para mejorar su unién a células
endoteliales del hospedador [4]. Un homologo de Mic1 encontrado en Neospora
caninum interactda con glucosaminoglucanos sulfatados de la superficie de la
célula hospedadora [5]. MIC1MICRNEMA es una huella de 7 elementos que
proporciona una firma para las proteinas micronema MIC1. La huella se obtuvo de
un alineamiento inicial de 2 secuencias: los motivos se representaron a partir de
regiones conservadas que abarcan la parte C-terminal del alineamiento (~380
aminoacidos). Para alcanzar la convergencia se necesité una sola interacciéon en
SPTR40_20f, sin identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de inicio.
MIC1MICRNEMES

16

motivo V de proteina MIC1 de micronema - 1
TFISTKLDVAVGSCHS Qo0B34 341 133
TYSSPQLHVSVGSCHK QBWRS (O 344 138

FIRMA DE REGULADOR AUTOINMUNITARIO (AIRE)

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: rheu.ef.241.736

AIREGULATOR_4: dominio 1 de 1, de 138 a 152: puntuacién 6,4, E = 9,2
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*—>DEWRvVLFKDYnLERY<-*
FW v D L RY
rheu.ef.24 138 NEWITVSNEDLDLCRY 152

rheu.ef.234rev.628
AIREGULATOR_4: dominio 1 de 1, de 30 a 44: puntuacion 6,4, E = 9,2
*=»DEWRVLFEDYnRLERY<=-*
FW v D L RY
rheu.ef.23 30 HNEWTVSHEDLDLCRY 44

rheu.cd.215rev.1.736

AIREGULATOR_4: dominio 1 de 1. de 138 a 152: puntuacién 6,4. E = 9,2
#=»DEWRVLEFEDYnLERY <=-*

EW v D L RY
rheu.ed. 21 138 NEWTVSHNEDLDLCRY 152

gc; AIREGULATOR

gx; PRO1711

gn; COMPUESTO(8)

ga; 13-MAR-2002

at; Firma de regulador autoinmunitario (AIRE)

gar; 1. The Finnish-German APECED Consortium.

gr;  An autoimmune disease, APECED, caused by mutations in a novel gene featuring two PHD-type zinc-finger
ar; domains.

gr;  NAT.GENET. 17 399-403 (1997).

gr; 2.MITTAZ, L., ROSSIER, C., HEINO, M., PETERSON, P., KROHN, K.J.E., GOS, A., MORRIS, M.A.,
gr; KUDOH, J., SHIMIZU, N., ANTONARAKIS, S.E. Y SCOT, H.S.

ar; Isolation and chatacterisation of the mouse Aire gene.

gr; BIOCHEM.BIOPHYS.RES.COMMUN. 255 483-490 (1999).

gr; 3. PETERSON, H.M., KUDOH, J., NAGAMINE, K., LAGERSTEDT, A., OVOD, V.,

gr;  RANKI, A, RANTALA, I., NIEMINEN, M., TUUKKANEN, J., SCOTT, H.S., ANTONARAKIS, S.E., SHIMIZU,
ar; N.Y KROHN, K.

gr;  Autoimmune regulator is expressed in the cells regulating immune

gr;  tolerance in thymous medulla.

gr; BIOCHEM.BIOPHYS.RES.COMMUN. 257 821-825 (1999).

gr; 4. KUMAR, P.G., LALORAYA, M., WANG, C.Y., RUAN, Q.G., SEMIROMI, A.D., KAO.K.J. Y SHE, J.X.
gr;  The autoimmune regulator (AIRE) is a DNA-binding protein. J.BIOL.CHEM. 276 41357-41364 (2001).
gr;  AIRE (REgulador Autolnmunitario) es la proteina predicha responsable

ar; de una enfermedad de herencia autosémica recesiva denominada

gd; APECED. APECED, también denominado sindrome poliglandular

gd; autoinmunitario de tipo | (APS 1) es la Unica enfermedad autoinmunitaria

gd; descrita con un origen monogénico demostrado, localizandose fuera de la

gd; region del complejo mayor de histocompatibilidad. Se caracteriza por la

gd; presencia de dos de las tres entidades clinicas principales, candidiasis

gd; mucocutanea cronica, hipoparatiroidismo y enfermedad de Addison. Otros

gd; fenotipos mediados inmunolégicamente, incluyendo diabetes mellitus

gd; insulinodependiente (IDDM), insuficiencia gonadal, gastritis cronica,

gd; vitiligo, enfermedad tiroidea autoinmunitaria, hipoplasia del esmalte y

gd; alopecia también pueden estar presentes. Inmunolégicamente, los

gd; pacientes con APECED tienen respuestas
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gd; de linfocitos T defectuosas contra antigenos de Candida y sintomas clinicos tanto dentro

gd; como fuera del sistema endocrino, principalmente a consecuencia de la autoinmunidad

gd; contra autoantigenos especificos de o6rganos [1,2].

gd; AIRE tiene motivos que sugieren una proteina reguladora transcripcional. Porta dos dedos

gd; de cinc de tipo homodominio de planta (PHD). Un supuesto dominio de unién a ADN,
denominado SAND, asi como cuatro motivos LXXLL de unién a receptor nuclear, un

gd; dominio LXXLL invertido y una variante de este ultimo (FXXLL), sugieren que esta

gd; proteina funciona como coactivador de la transcripcion. Ademas, un dominio N-terminal de

gd; 100 aminoacidos altamente conservado en AIRE muestra una similitud significativa con el

gd; dominio de tincion homogénea (HSR) de las proteinas Sp100 y Spl40, que se ha

gd; demostrado que funciona como dominio de dimerizacién en varias proteinas relacionadas

gd; con Sp-100 [2-4].

gd; AIRE tiene una ubicacion subcelular dual. No solo se expresa en multiples tejidos

gd; inmunolégicamente relevantes, tales como el timo, bazo, ganglios linfaticos y médula

gd; 6sea, sino que también se ha detectado en varios tejidos distintos, tales como rifién,

gd; testiculos, glandulas suprarrenales, higado y ovario, lo que sugiere que las proteinas

gd; APECED también podrian tener una funcién fuera del sistema inmunitario.

gd; Sin embargo, AIRE no se expresa en los 6rganos diana de la destrucciéon autoinmunitaria.

gd; A nivel subcelular, puede encontrarse AIRE en el nucleo celular con un patréon moteado en

gd; dominios que se asemejan a cuerpos nucleares de leucemia promielocitica, también

gd; conocidos como ND10, puntos nucleares o dominios oncogénicos potenciales asociados

gd; con las proteinas nucleares homologas de AIRE, Sp100, Spl40 y Lysp100. La localizacion

gd; nuclear de AIRE, en concordancia con sus dominios de proteina predichos, sugiere que

gd; podria regular los mecanismos implicados en la induccion y el mantenimiento de la

gd; tolerancia inmunitaria [3,4].

gd; AIREGULATOR es una huella de 8 elementos que proporciona una firma para los

gd; reguladores autoinmunitarios AIRE. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 6

gd; secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan

gd; en gran medida las porciones N-terminales y centrales del alineamiento, centrandose en

gd; aquellas secciones que caracterizan a los autorreguladores pero que los distinguen de los

gd; que poseen dominios SAND y PHD. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos

gd; interacciones en SPTR39_17f, punto en el cual se identificéd un conjunto auténtico que

gd; comprendia 14 secuencias.

fc;  AIREGULATOR4

fl; 15

ft; Motivo IV de regulador autoinmunitario (AIRE) - 1

fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLWO 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9Z0E3 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLXO0 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLW9 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLWS 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY QIJLW7 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLWE 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLWS 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY QoJLW4 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLW3 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLW2 77 18
fd; DFWRILFKDYNLERY Q9JLW1 77 18
fd; DFWRVLFKDYNLERY AIRE HUMANA 76 18
fd; DFWRVLFKDYNLERY 075745 76 18
GLIADINA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: rheu.ef.241.736

GLIADIN_7: dominio 1 de 1, de 688 a 708: puntuacién 17,7, E = 0,056

*->PgagGsvgPggLPgFeEiRnLe-*
gagqsvg g L g ERL
rheu.ef, 24 6EB TOAQGSVOEQLLLOLREQRVL 708
rheu.ef.234rev.628
GLIADIN_7: dominio 1 de 1, de 580 a 600: puntuacién 17,7, E = 0,056
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*->PgagGsvgPqglPgFeEiRnL<-*
gagGsvwg g L g ERL

rheu.ef.23 580 TOAQGSVOEQLLLOLREQRVL 600

rheu.cd.215rev.1.736
GLIADINA 7: dominio 1 de 1, de 688 a 708: puntuacion 18,3, E = 0,037

*->PgaqGsvgbPqgLPqQleEiRNL<—*
qagGsvg g L g E R L

rheu.cd.Z1 688 TQAQGSVODQLLLOLREQRVL 708
5 GLIADIN_7: dominio 1 de 1, de 46 a 66: puntuacion 18,3, E = 0,037

*->»PgaqgbsvgPgglPgfebLiRnL<-*
gagGsvg g L. g E R L

zc3rll.B4. 16 TQACGSVODOLLLOLREQRVL 66
gc; GLIADINA
gx; PR00209
gn; COMPUESTO(9)
ga; 21-OCT-1992; ACTUALIZADO 19-JUN-1999
gt; Firma de la familia de alfa/beta gliadina
gp; PRINTS; PR00208 GLIADGLUTEN; PR00211 GLUTELIN; PR00210 GLUTENIN
gp; INTERPRO; IPR001376
gr; 1. SHEWRY, P. Y MORGAN, M.
gr; Gluten - proteins that put the springiness into bread and are implicated
gr; infood intolerance syndromes such as.coeliac disease.
gr; EN PROTEIN POWER AFRC NEWS SUPPLEMENT (1992).
gr; 2.O0OKITAT.W., CHEESBROUGH V.Y REEVES C.D.
gr; Evolution and heterogeneity of the alpha-type, beta-type, and gamma-type
gr; gliadin DNA sequences.
gr; J.BIOL.CHEM. 260(13) 8203-8213 (1985).
gr; 3. RAFALSKI J.A.
gr; Structure of wheat gamma-gliadin genes.
gr; GENE 43(3) 221-229 (1986).
gd; Elgluten es la proteina componente de la harina de trigo. Consta de numerosas
gd; proteinas, que son de 2 tipos diferentes, responsables de diferentes propiedades fisicas
gd; dela masa [1]: las glutelinas, que son responsables principalmente de la elasticidad y las
gd; gliadinas, que contribuyen a la extensibilidad.
gd; Las gliadinas en si son de diferentes tipos (por ejemplo, alfa/beta o0 gamma) y, al igual
gd; que las glutelinas, contienen secuencias repetitivas [2] que forman estructuras
gd; helicoidales sueltas, pero normalmente se asocian con regiones no repetitivas mas
gd; extensas, que son compactas y globulares [3].
gd; GLIADINA es una huella de 9 elementos que proporciona una firma para las alfa/beta
gd; gliadinas. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 5 secuencias: los motivos 2 y
gd; 3 codifican las repeticiones en tandem ricas en GIn/Pro. Para alcanzar la convergencia, se
gd; necesitaron dos interacciones en OWL18.0, punto en el cual se identificé un conjunto
gd; auténtico que comprendia 14 secuencias. También se encontraron varias coincidencias
gd; parciales: 3 de estas son fragmentos de alfa/beta gliadina:
gd; tanto GDA1 WHEAT como B22364 carecen de la parte C-terminal de la secuencia que
gd; porta los 2 ultimos motivos y GDA8 WHEAT carece de la parte N-terminal de la secuencia
gd; que porta los 3 primeros motivos.
gd; Ademas de los fragmentos de alfa/beta gliadina, se identificd una serie de otras
gd; coincidencias parciales: estas incluyen gamma-gliadinas, gluteninas de bajo
gd; peso molecular, aveninas, secalinas y asi sucesivamente. La mayoria de estas
gd; no logran emparejarse o al menos se emparejan mal, con los motivos que
gd; codifican las repeticiones en tandem - evidentemente, se caracterizan por sus
gd; propias firmas distintivas en esta region. La huella proporciona, por lo tanto, una
gd; discriminacion razonable entre las gliadinas de tipo alfa/beta y las de tipo gamma
gd; vy proteinas relacionadas.
c;  GLIADIN7
fl. 21
ft;  Motivo VII de gliadina - 2
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fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL GDA9_WHEAT 259 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL GDA6 WHEAT 246 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL Q41509 239 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL Q41531 241 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL GDAO_WHEAT 238 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFAEIRNL GDA7_WHEAT 263 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFAEIRNL Q41546 263 6
fd; PQAQGSFQPQQLPQFEEIRNL GDA2_WHEAT 243 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL Q41632 246 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL Q41530 240 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFAEIRNL Q41529 263 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFAEIRNL GDA5_WHEAT 269 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFAEIRNL Q41545 268 6
fd; PQTQGSVQPQQLPQFEEIRNL Q41528 239 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL GDA4_WHEAT 249 6
fd; PQAQGSVQPQQLPQFQEIRNL GDA3_WHEAT 232 6

ES 2 685 605 T3

FIRMA DE RECEPTOR Y2 DE NEUROPEPTIDO
HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)
Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.241.736
NRPEPTIDEY2R_9: dominio 1 de 1, de 664 a 677: puntuacion 8,9, E = 3,1
*->AFLsAFRCEgGRLDAiHs<-*

sAFR gR+ +Hs

-—-SAFRVQOQRVEPWVHS 677

rheu.ef.24 664

rheu.ef.234rev.628
NRPEPTIDEY2R_9: dominio 1 de 1, de 556 a 569: puntuacion 8,9, E = 3,1
*—>AFLsAFRCEqQRLDAiIHs<—*
sAFR  qgR+ +lHs
rheu.ef.23 556 -——-SAFRVQQRVPWVHS 569
NRPEPTIDEY2R 9: dominio 1 de 1, de 22 a 35: puntuacién 7,2, E = 6,3
*->AFLsAFRCEqQRLDALHs<-*
s FR gqRL +Hs
zc3rll.B4. 22 -—=-3SRERVOORLEWVHS 35
gc; NRPEPTIDEY2R
gx; PRO1014 gn;
gn; COMPUESTO(11)
ga; 30-NOV-1998; ACTUALIZADO 07-JUN-1999
at; Firma de receptor Y2 de neuropéptido
gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3
gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN
gp; PRINTS; PR0O1012 NRPEPTIDEYR; PR01013 NRPEPTIDEY1R; PR01015 NRPEPTIDEY4R
gp; PRINTS; PR0O1016 NRPEPTIDEY5R; PR01017 NRPEPTIDEY6R
gp; INTERPRO; IPR001358
ar; 1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.
ar; Fingerprinting G protein-coupled receptors.
ar; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).
gr; 2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.
ar; G protein-coupled receptor fingerprints.
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ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;
gd;

gd;
gd;
gd;
gd;
fc;
fl;
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7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

3. BIRNBAUMER, L.

G proteins in signal transduction.

ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

4. CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

G protein involvement in receptor-effector coupling.

J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

6. WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.

Neuropeptide Y.

EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994,
PP.194-198 Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia
de proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos procesos
autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable diversidad a nivel de
secuencia, que puede usarse como base para separarlas en distintos grupos. Se usa el
término clan para describir las GPCR, ya que abarcan un grupo de familias para las que
hay indicaciones de relacién evolutiva, pero entre las cuales no hay una similitud
estadisticamente significativa en su secuencia [1,2]. Los miembros del clan conocidos en
la actualidad incluyen las GPCR similares a rodopsina, las GPCR similares a secretina,
los receptores de AMPc, los receptores de feromonas de emparejamiento fungico y la
familia de receptor de glutamato metabotropico.

Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de proteinas
ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas, neurotransmisores y de
luz, todos los cuales transducen sefales extracelulares mediante su interaccién con
proteinas de unién a nucledtidos guanina (G). Aunque sus ligandos activadores varian
ampliamente en su estructura y caracter, las secuencias de aminoacidos de los
receptores son muy similares y se cree que adoptan un armazoén estructural comun que
comprende 7 hélices transmembrana (TM) [3-5].

El neuropéptido Y [NPY] es uno de los péptidos mas abundantes en el cerebro de
mamiferos, e induce una serie de efectos en el comportamiento (por ejemplo,
estimulacion de la ingesta de comida, ansiedad, facilitacion del aprendizaje y la memoria
y regulacion de los sistemas cardiovascular y neuroendocrino) [6]. En la periferia, NPY
estimula la contraccion del musculo liso vascular y modula la secrecién de hormonas. Se
ha relacionado a NPY con la fisiopatologia de la hipertension, la insuficiencia cardiaca
congestiva, los trastornos afectivos y la regulacion del apetito [6]. Se han caracterizado
varios receptores Y de neuropéptido Y farmacoldgicamente distintos, denominados NPY
Y1-Y6. Hay presencia de altas densidades de receptores Y2 en el hipocampo de ratas y
también se encuentran a altos niveles en las capas superficiales del cortex, ciertos
nucleos talamicos, el septo lateral y el nucleo olfatorio anterior; se encuentran niveles
menores en el striatum [6]. Los receptores se encuentran a altos niveles en el musculo
liso (por ejemplo, conductos deferentes e intestino), los tubulos proximales del rifion y en
estirpes celulares [6]. Se cree que tienen una ubicacién predominantemente presinaptica
y estan implicados en la inhibicion de la adenililo ciclasa y de los canales de calcio
dependientes de voltaje mediante una proteina G sensible a la toxina tosferinica,
probablemente de la clase GO/Gi [6]. NRPEPTIDEY2R es una huella de 11 elementos
que proporciona una firma para receptores de neuropéptido Y2. La huella se obtuvo de
un alineamiento inicial de 2 secuencias: los motivos se representaron a partir de
secciones conservadas dentro de cada bucle o las regiones TM, centrandose en aquellas
areas del alineamiento que caracterizan los receptores Y2, pero que lo distinguen del
resto de la familia de neuropéptido Y - los motivos 1-3 abarcan el extremo N-terminal,
desembocando en el dominio 1 TM; los motivos 4 y 5 abarcan el extremo C-terminal del
dominio 4 TM y el segundo bucle externo; los motivos 6 y 7 abarcan el extremo C-
terminal del dominio 5 TM y el tercer bucle citoplasmico; el motivo 8 abarca el extremo C-
terminal del dominio 6 TM y el tercer bucle externo; y los motivos 9-11 se encuentran en
el extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos interacciones
en OWL30.2, punto en el cual se identificd un conjunto auténtico que comprendia 5
secuencias. También se encontraron dos coincidencias parciales: OAU83458 es un
fragmento de receptor de neuropéptido Y2 ovino que coincide con los motivos 4-6;
yAF054870 es un fragmento de receptor de neuropéptido Y2 de rata que coincide con los
motivos 5y 6.

NRPEPTIDEY2R9

17

Motivo IX del receptor de neuropéptido Y2 - 2
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fd;  AFLSAFRCEQRLDAIHS NY2R HUMAN 335 29

fd; AFLSAFRCEQRLDAIHS NY2R_BOVIN 338 29

fd;  AFLSAFRCEQRLDAIHS NY2R MOUSE 339 29

fd;  AFLSAFRCEQRLDAIHS NY2R_PIG 337 29
AEROLISINA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.241.736

AEROLYSINA_7: dominio 1 de 1, de 602 a 621: puntuacion 3,4, E=9,3
*->wDKRY1PGEVEWWDWRWL ig<-*
+D +¥+ Ev W W
rheu.ef.24 602 VDPKYVTPEVTWHSWDIRRG 621
rheu.ef.234rev.628
AEROLYSINA 7: dominio 1 de 1, de 494 a 513: puntuacién 3,4, E = 9,3
*—>WDKRYiPGEVKWWDWNnWE ig<—*
+0 +¥+ Ev W W
rhet.ef.23 494 VDPKYVTPEVTWHSWDIRRG 513

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: uro742rev.109r
AEROLYSINA _7: dominio 1 de 1, de 65 a 84: puntuacion 3,6, E = 8,6
*—>WDKRY i PGEVKWWDWnWL 1 g<—-*
+ G K W WnWhW+ +
urc7izrev. 65 FAWVLASGTAKCWSWNWSAR 84
AEROLYSIN_7: dominio 1 de 1, de 65 a 84: puntuacién 3,6, E = 8,6
*—>WDKRY1IPGEVKWWDWnWLig<-*
+ G K W WnW+ +
zc3d7.B8.2d 65 FAWVLASGTAKCWSWNWSAR g4

gc; AEROLISINA

gx; PRO00754

gn; COMPUESTO(9)

ga; 25-AUG-1997; ACTUALIZADO 06-JUN-1999

gt; Firma de aerolisina

gp; INTERPRO; IPR001776

gp; PROSITE; PS00274

gp; AEROLYSIN PFAM; PF01117 Aerolysin

gr; 1.PARKER, M.\W., BUCKLEY, J.T., POSTMA, J.P., TUCKER, A.D., LEONARD, K.,
gr; PATTUS, F. Y TSERNOGLOU, D.

gr; Structure of the aeromonas toxin proaerolysin in its water-soluble and membrane-
gr; channel states.

gr; NATURE 367 292-295 (1994).

gd; La aerolisina es responsable de la patogenicidad de Aeromonas hydrophila, una
gd; bacteria asociada con enfermedades diarreicas e infecciones de heridas profundas
gd; [1]. En comun con ofras toxinas microbianas, la proteina cambia en un proceso

gd; multi-etapa desde una forma hidrosoluble hasta producir un canal transmembrana
gd; que destruye a las células sensibles, rompiendo sus barreras de permeabilidad [1].
gd; Se ha determinado la estructura de la proaerolisina con una resolucion de 2,8A 'y
gd; demuestra que la protoxina adopta un nuevo plegamiento [1]. Las imagenes del
gd; oligébmero de aerolisina obtenidas por microscopia electronica han ayudado a

gd; construir un modelo de la proteina y a esbozar un mecanismo mediante el cual

gd; podria insertarse en las bicapas lipidicas para formar canales de iones [1].

gd; AEROLYSINA es una huella de 9 elementos que proporciona una firma para las
gd; aerolisinas. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 10 secuencias: los
gd; motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan

gd; practicamente la longitud completa del alineamiento. Para alcanzar la convergencia
gd; se necesitd una sola interaccion en OWL29.4, sin identificar secuencias adicionales
gd; mas alla del conjunto de inicio. Se encontré una sola coincidencia parcial,

gd; CLOALPTOX, una alfa-toxina relacionada de Clostridium septicum que coincide
gd; con los motivos 4 y 6.
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fd;
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fd;
fd;
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AEROLYSIN7

20

Motivo VII de aerolisina - 2
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ
WDKRYLPGEMKWWDWNWAIQ
WDKRYLPGEMKWWDWNWAIQ
VDKRYIPGEVKWWDWNWTIS
VDKRYIPGEVKWWDWNWTIS

OREXINA:

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

AERA_AERHY
Q44063

AER3_AERHY
AER5_AERHY
AER4_AERHY
P94128

AERA_AERTR
085370

AERA_AERSA
AERA_AERSO

382
382
382
382
382
382
382
382
383
382

21
21
21
21

21
21

21

Archivo HMM:
Archivo de secuencia:

pfam.hmm
rheu.ef.241.

148

Orexina: dominio 1 de 1, de 10 a 122: puntuacién -38,9, E = 4,1
*->mnlPsaKvsWhAavt I LLLLLLLPPAlLs]1GvdAgPLPDCCRgKECsC

+ v & LL + PP +G++ CR c
rheu.ef.24 10 RKVLLOTVRAAKKARRLLGMWOPPVHNVPGIERNAYESCERSHAAVC 56
RLYELLHGAGnHAAGiILtLGK.RRPGPPGLgGRLgGRLLgASGNHARGILE
+ + G nH A tLG1+ RPGFPG G i
rheu.ef. 24 57 GCGDEV-GHINHLAT--TLGRpPRPGFPG-—-—-=--———-——— GPRTFQI-- 89
mGRRAGAElePr1CPGRRClaAalsalAPrGrsrv<—*
R A +4P+ PG R BS G+ +
rheu.ef.24 90 —-RNLPALPAPQGEPGDRATWRGASGADAMNGGDGE 122

rheu.ef.238rev.148
Orexina: dominio 1 de 1, de 10 a 122: puntuacién -38,9, E = 4,1
*>mnlPsaKvsWhavt 1 LLLLLLLPPAlILs1GvdAQPLPDCCRgKECsC

rhen.ef.23 10

rheu.ef.23 57 GCGDEV-CHINHLAT--TLCRpPRPGEPG

+ v A LL + PP

+G++

CR

c

RKVLLOTVRAAKKARRLLGMWQPPVHNVPGTERNWYESCFRSHARVC 56

RLYELLHGAGNHAAGI Lt LGK, RRPGPPGLYGRLQRLLGASGNHARGILEL

+ + G nH A

mGRRAGAE 1 ePr1CPGRRC1akalrsalAPrGrarve—-"*

R A ttP1

tL

PG R

G++ RPGFPPG

As Gl

rheu.ef .23 S0 --RNLPALPAPOGEPGDRATWRGASGADAARGGDGG

#=GF ID Orexina

#=GF AC

PF02072.7

#=GF DE Prepro-orexina
#=GF AU Mian N, Bateman A
#=GF SE IPRO01704

#=GF TP Familia

OREX HUMAN/1-131

MNLESTKVEWAAVTLLLLLLLLPPALLSSGARROPLPDCCROKTCSCRLYELLHGAGNHAAGI LT LGKRRSGPPGLOGRLORLL

ASGNHRAGTLTMGEERGAEPAFRPCLGRRECSAPRRASVAPGGOSGT

RECEPTOR GIP

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM:

prints.hmm
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Archivo de secuencia: rheu.ef.241.148
GIPRECEPTOR_7: dominio 1 de 1, de 76 a 97: puntuacion 7,9, E = 3,7

*=>PFrl1GPYlGdgtltLwng. ALRA<-*
Pr+GEP G +t+ ++n +AL A

rheu.el, 24 76 PRPGPPGGPRTPQIRNLpALER 97

rheu.ef.238rev
GIPRECEPTOR_7: dominio 1 de 1, de 76 a 97: puntuacion 7,9, E = 3,7

¥=>PrlGPY1lGdgt ltLwng. ALAAR<-*
Pr+GF G +t+ ++n +AL A

rheun.ef.23 16 PRPGPPGGPRTPOQIRNLpALFPA 97

GIPRECEPTOR

gx;
gn;
ga;
gt;
ap;
ap;
ap;
ap;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;

PR01129

COMPUESTO(11)

22-MAY-1999

Firma de precursor de receptor de polipéptido inhibidor gastrico

PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
PRINTS; PR0024 9 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3
PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

INTERPRO; IPR001749

1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Fingerprinting G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

2. ISHIHARA T., NAKAMURA S., KAZIRO, Y., TAKAHASHI, T., TAKAHASHI, K. Y
NAGATA, S.

Molecular cloning and expression of a cDNA encoding the secretin receptor

EMBO J. 10 1635-1641 (1991).

3. LIN, H.Y., HARRIS, T.L., FLANNERY, M.S., ARUFFO, A., KAJI, E.H.,

GORN, A., KOLAKOWSKI, L.F., LODISH, H.F. Y GOLDRING, S.R.

Expression cloning of adenylate cyclase-coupled calcitonin receptor

SCIENCE 254 1022-1024 (1991).

4. JUEPPNER, H., ABOU-SAMRA, A.-B., FREEMAN, M., KONG, X.F.,
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SCHIPANI, E., RICHARDS, J., KOLALOWSKI, L.F., HOCK, J., POTTS, J.T., KRONENBERG, H.M. Y
SEGRE, G.E.

A G protein linked receptor for parathyroid hormone and parathyroid

hormone-related peptide.

SCIENCE 254 1024-1026 (1991).

5. ISHIHARA, T., SHIGEMOTO, R., MORI, K., TAKAHASHI, K. Y NAGATA, S.

Functional expression and tissue distribution of a novel receptor for vasoactive intestinal polypeptide.
NEURON 8(4) 811-819 (1992).

6. VOLZ, A., GOKE, R., LANKAT-BUTTGEREIT, B., FEHMANN, H.C., BODE, H.P. Y
GOKE, B.

Molecular cloning, functional expression, and signal transduction of the GIP-receptor cloned from a human
insulinoma.

FEBS LETT. 373(1) 23-9 (1995).

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de
proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos

procesos autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable

diversidad a nivel de secuencia, que puede usarse como base para separarlas en
distintos grupos. Se usa el término clan para describir las GPCR, ya que abarcan

un grupo de familias para las que hay indicaciones de relacion evolutiva, pero entre

las cuales no hay una similitud estadisticamente significativa en su secuencia [1].

Los miembros del clan conocidos en la actualidad incluyen las GPCR similares a
rodopsina, las GPCR similares a secretina, los receptores de AMPc, los receptores

de feromonas de emparejamiento fungico y la familia de receptor de glutamato
metabotrépico.

Los GPCR similares a secretina incluyen secretina [2], calcitonina [3], hormona
paratiroidea/péptidos relacionados con la hormona paratiroidea [4] y péptido

intestinal vasoactivo [5], todos los cuales activan la adenililo ciclasa y la via de
fosfatidilo-inositol-calcio. Las secuencias de aminoacidos de los receptores

contienen altas proporciones de restos hidréfobos agrupados en 7 dominios, de un

modo que recuerda a las rodopsinas y otros receptores que se cree que interactdan

con las proteinas G. Sin embargo, aunque se ha propuesto que esto se debe a una
estructura en 3D similar, no hay una similitud de secuencia significativa entre estas
familias: por lo tanto, los receptores similares a secretina portan su firma de "7TM"

Unica.

El polipéptido insulinotropico dependiente de glucosa (GIP) desempefian un papel
importante en la regulacién de la secrecion de insulina postprandial y la expresion del
gen de proinsulina de las células beta pancreaticas [6]. El receptor de GIP humano
codifica una proteina de 7TM que es similar al receptor del péptido 1 similar a glucagén
humano (GLP-1). Se espera que la comprension de la regulacion del receptor de GIP y
de la transduccion de sefiales arroje luz sobre la incapacidad de la hormona para

ejercer su accion biolégica en las células B pancreaticas en la diabetes mellitus de tipo

II. GIPRECEPTOR es una huella de 11 elementos que proporciona una firma para
receptores de polipéptido inhibidor gastrico. La huella se obtuvo de un alineamiento

inicial de 3 secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas
que abarcan la longitud completa del alineamiento, centrandose en aquellas secciones
que caracterizan los receptores de polipéptido inhibidor gastrico, pero lo distinguen del
resto de la superfamilia similar a secretina - los motivos 1-6 abarcan el dominio N-
terminal; el motivo 7 se encuentra en el bucle entre los dominios 2 y 3 TM; el motivo 8
abarca el bucle entre los dominios 3 y 4 TM; el motivo 9 abarca la parte C-terminal del
dominio6 TM y

el bucle entre los dominios 4 y 5 TM; y los motivos 10 y 11 se encuentran en el extremo C-
terminal. Para alcanzar la convergencia se necesitd una sola interaccion en SPTR37 9f, sin
identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de inicio. También se encontraron
dos coincidencias parciales, receptores de secretina y glucagén, que coinciden con los
motivos 1, 8y 9.

GIPRECEPTORY

21

Motivo VII de precursor de receptor de polipéptido inhibidor gastrico - 1
PTLGPYPGDRTLTLRNQALAA GIPR_MESAU 192 56
PPLGPYTGNQTPTLWNQALAA GIPR_RAT 192 56 56
PRPGPYLGDQALALWNQALAA GIPR_HUMAN 195

PRION

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
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Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)
Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: rheu.ef.241.148

PRION_2: dominio 1 de 1, de 68 a 89: puntuacién 5,4, E = 8,6

*=>sngggsrypggGSPGGNRY Ppg<—+
+ r+p +G PGG R P

rheu.ef.24 &8 LATTLGRPPREPGPFPGGFRTEQI B9

rheu.ef.238rev.148
PRION_2: dominio 1 de 1, de 68 a 89: puntuacién 5,4, E = 8,6

*—>esngggsrypggGSPGENRY Ppga=*
+ r+p tG PGG R P

rheu.ef. 23 68 LATTLGEFPRFGPFGGFRTPOL g9

gc; PRION

gx; PR00341

gn; COMPUESTO(8)

ga; 19-OCT-1992; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

at; Firma de proteina prion

ap; INTERPRO; [PR000817

ap; PROSITE; PS00291 PRION_1; PS00706 PRION_2

ap; PFAM; PEO0377 prion

gar; 1. STAHL, N. Y PRUSINER, S.B.

ar; Prions and prion proteins.

ar; FASEB J. 5 2799-2807 (1991).

ar; 2. BRUNORI, M., CHIARA SILVESTRINI, M. Y POCCHIARI, M.

ar; The scrapie agent and the prion hypothesis.

gar; TRENDS BIOCHEM.SCI. 13 309-313 (1988).

ar; 3. PRUSINER, S.B.

ar; Scrapie prions.

ar; ANNU.REV.MICROBIOL. 43 345-374 (1989).

ad; La proteina prion (PrP) es una glucoproteina pequefia encontrada en alta cantidad en el
ad; cerebros de animales infectados con ciertas enfermedades neurolégicas degenerativas,
gd; tales como el tembleque de las ovejas y la encefalopatia espongiforme bovina (BSE) y las
gd; demencias humanas, la enfermedad de Creutfeldt-Jacob (CJD) y el sindrome de

gd; Gerstmann-Straussler (GSS). PrP se codifica en el genoma del hospedador y se expresa en
gd; células tanto normales como infectadas. Durante la infeccion, sin embargo, las moléculas
ad; de PrP se alteran y polimerizan, produciendo fibrillas de proteina PrP modificada.

ad; Se han encontrado moléculas de PrP en la superficie externa de las membranas

ad; plasmaticas de células nerviosas, a las que se anclan a través de un glucolipido unido

ad; covalentemente, lo que sugiere un papel como receptor de membrana. PrP también se

ad; expresa en otros tejidos, lo que indica que puede tener diferentes funciones, dependiendo
gd; de su ubicacion.

ad; Las secuencias primarias de las PrP de diferentes fuentes son altamente similares: todas
ad; portan un dominio N-terminal que contiene muiltiples repeticiones en tandem de un

gd; octapéptido rico en Pro/Gly; sitios de glucosilacion unidos a Asn; un enlace disulfuro

ad; esencial; y 3 segmentos hidrofobos. Estas secuencias muestran cierta similitud con una
ad; glucoproteina de pollo, que se cree que es una molécula inductora de actividad de receptor
gd; de acetilcolina (ARIA). Se ha sugerido que los cambios en la region de repeticion del

ad; octapéptido pueden indicar una predisposicién a enfermedades, pero no se sabe a ciencia
ad; cierta si la repeticion puede usarse de manera significativa como huella para indicar

ad; susceptibilidad.

ad; PRION es una huella de 8 elementos que proporciona una firma para las proteinas prion. La
ad; huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 5 secuencias: los motivos se representaron a
ad; partir de regiones conservadas que abarcan practicamente la longitud completa del

ad; alineamiento, incluyendo los 3 dominios hidréfobos y las repeticiones de octapéptido

gd; (WGQPHGGG). Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos interacciones en

gd; OWL18.0, punto en el cual se identificé un conjunto auténtico que comprendia 9

ad; secuencias. También se encontraron varias coincidencias parciales: estas incluyen un

gd; fragmento (PRIO_RAT) que carece de parte de la secuencia que porta el primer motivo y el
ad; homologo de PrP encontrado en pollos - este se empareja bien con solo 2 de los 3 motivos
gd; hidréfobos (1 y 5) y una de las otras regiones conservadas (6), pero tiene una firma N-

gd; terminal basada en una repeticion de sextapéptido (YPHNPG) en lugar del octapéptido

ad; caracteristico de PrP.

34
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C;
fl;
ft;
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PRION2
22
Motivo Il de proteina prion - 2

fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_COLGU
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_MACFA
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CEREL
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_ODOHE
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_GORGO
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_PANTR
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO HUMAN
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ 046648
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_SHEEP
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CALJA
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_BOVIN
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRP2 BOVIN
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_ATEPA
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_SAISC
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_PREFR
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_PONPY
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ 075942
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CAPHI
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNLYPPQ PRIO_CEBAP
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CAMDR
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_FELCA
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPSQ PRP1_TRAST
fd; WNTGGSRYPGQSSPGGNRYPPQ PRIO_RABIT
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRP2_TRAST
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_PIG
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CANFA
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CRIGR
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CRIMI
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ Q15216
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_RAT
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_CERAE
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_MUSPF
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_MUSVI
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_MESAU
fd; WNTGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ PRIO_MOUSE
fd; NTGGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ 046593
fd; SGGSNRYPGQPGSPGGNRYPGW PRIO_TRIVU
bb;

NEUROTENSINA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)
Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: rheu.ef.241.148
NEUROTENSN2R_1: dominio 1 de 1, de 68 a 80: puntuacién 6,8, E = 8,7
*->mEtsspwPPRPsp<-*
+ t +PPRP p
rheu.ef.24 68 LATTLGRPERPGP §0
rheu.ef.238rev.148
NEUROTENSN2R_1: dominio 1 de 1, de 68 a 80: puntuacién 6,8, E = 8,7
*=>mEtsspwPPRPsp<—*
+ t +PPRP p

rheu.ef .23 68 LATTLGRPPRPGE 80
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NEUROTENSN2R

PR01481

COMPUESTO(6)

12-MAR-2001

Firma de receptor de tipo 2 de neurotensina

PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCEIMGR
PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3
PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

PRINTS; PR01479 NEUROTENSINR; PR01480 NEUROTENSN1R

1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Fingerprinting G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

G protein-coupled receptor fingerprints.

7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

3. BIRNBAUMER, L.

G proteins in signal transduction.

ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

4. CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

G protein involvement in receptor-effector coupling.

J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

6. WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.

Neurotensin.

EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994, PP.199-201.
7. VINCENT, J-P., MAZELLA, J. Y KITABGI, P.

Neurotensin and neurotensin receptors.

TRENDS PHARMACOL.SCI. 20(7) 302-309 (1999).

8. VITA, N., OURY-DONAT, F., CHALON, P., GUILLEMOT, M., KAGHAD, M., BACHY,
A., THURNEYSSEN, O., GARCIA, S., POINOT-CHAZEL, C., CASELLAS, P., KEANE,
P.,LE FUR, G., MAFFRAND, J.P., SOUBRIE, P., CAPUT, D. Y FERRARA, P.
Neurotensin is an antagonist of the human neurotensin NT2 receptor expressed in Chinese
hamster ovary cells.

EUR.J.PHARMACOL. 360(2-3) 265-272 (1998).

9. YAMADA, M., YAMADA, M., LOMBET, A., FORGEZ, P. Y ROSTENE, W.

Distinct functional characteristics of levocabastine sensitive rat neurotensin NT2 receptor expressed in
Chinese hamster ovary cells.

LIFE SCI. 62(23) PL 375-380 (1998).
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Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de
proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos
procesos autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable
diversidad a nivel de secuencia, que puede usarse como base para separarlas en
distintos grupos. Se usa el término clan para describir las GPCR, ya que abarcan
un grupo de familias para las que hay indicaciones de relacién evolutiva, pero
entre las cuales no hay una similitud estadisticamente significativa en su secuencia
[1,2]. Los miembros del clan conocidos en la actualidad incluyen las GPCR
similares a rodopsina, las GPCR similares a secretina, los receptores de AMPc, los
receptores de feromonas de emparejamiento fungico y la familia de receptor de
glutamato metabotrépico.

Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de
proteinas ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas,
neurotransmisores y de luz, todos los cuales transducen sefiales extracelulares
mediante su interaccion con proteinas de union a nucleotidos guanina (G). Aunque
sus ligandos activadores varian ampliamente en su estructura y caracter, las
secuencias de aminodacidos de los receptores son muy similares y se cree que
adoptan un armazoén estructural comin que comprende 7 hélices transmembrana
(TM) [3-5].

La neurotensina es un transmisor peptidico de 13 restos, que comparte una
similitud significativa en sus 6 aminoacidos C-terminales con varios neuropéptidos
diferentes, incluyendo la neuromedina N. Esta regién es responsable de la
actividad bioldgica, teniendo la porcion N-terminal un papel modulador. La
neurotensina se distribuye por el sistema nervioso central, con niveles maximos en
el hipotalamo, la amigdala y el nicleo accumbens. Induce una serie de efectos,
incluyendo: analgesia, hipotermia y aumento de la actividad locomotora. También
esta implicada en la regulacién de las vias de dopamina. En la periferia, la
neurotensina se encuentra en células endocrinas del intestino delgado, donde
ocasiona secrecion y contraccion del musculo liso [6].

La existencia de 2 subtipos de receptor de neurotensina, con diferentes afinidades
por la neurotensina y diferentes sensibilidades al antihistaminico levocabastina, se
demostré originariamente mediante estudios de unién en el cerebro de roedores.
Desde entonces, se han clonado dos receptores de neurotensina (NT1 y NT2) con
dichas propiedades y se ha descubierto que son miembros de la familia de
receptores acoplados a proteina G [7].

El receptor NT2 se cloné de cerebros de rata, ratéon y ser humano basandose en
su similitud con el receptor NT1. Se observé que el receptor es un receptor de baja
afinidad sensible a la levocabastina para neurotensina. A diferencia del receptor de
alta afinidad, NT1, NT2 es insensible al trifosfato de guanosina y tiene baja
sensibilidad por los iones sodio [7], Los mayores niveles de expresion del receptor
se encuentran en el cerebro, en regiones que incluyen: el sistema olfatorio, las
cortezas cerebral y cerebelar, el hipocampo y el nicleo hipotalamico. La
distribucién es distinta a la del receptor NT1, expresandose ambos subtipos solo
en unas pocas areas (banda diagonal de Broca, nucleo septal medial y nucleo
supraquiasmatico) [7]. También se ha encontrado el receptor a niveles menores en
el rifién, utero, corazén y pulmon [8]. La activacion del receptor NT2 por agonistas
no peptidicos sugiere que el receptor puede acoplarse a fosfolipasa C, fosfolipasa
A2 y MAP cinasa. Sin embargo, una respuesta funcional a la neurotensina es débil
[9] o esta ausente y parece ser que la neurotensina actia como antagonista del
receptor [8]. También se ha sugerido que una sustancia distinta de la neurotensina
puede actuar como ligando natural para este receptor [8].

NEUROTENSNZ2R es una huella de 6 elementos que proporciona una firma para
los receptores de tipo 2 de neurotensina. La huella se obtuvo de un alineamiento
inicial de 3 secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones
conservadas dentro del extremo N-terminal y las regiones de bucle, centrandose
en aquellas areas del alineamiento que caracterizan los receptores de tipo 2 de
neurotensina, pero que los distinguen del resto de la familia de receptores de
neurotensina - los motivos 1y 2 abarcan el extremo N-terminal; los motivos 3 y 4
abarcan el segundo bucle externo; y los motivos 5 y 6 abarcan el tercer bucle
citoplasmico. Para alcanzar la convergencia se necesitoé una sola interaccion en
SPTR39 15f, sin identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de inicio.

NEUROTENSN2R1
13
Motivo | de receptor de tipo 2 de neurotensina - 1

37



ES 2 685 605 T3

fd; METSSPWPPRPSP NTRZ2_RAT 1 1
fd; METSSLWPPRPSP NTR2_MOUSE 1 1
fd; METSSPRPPRPSS NTR2_HUMAN 1 1
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gc; NUCLEARECPTR

gx; PRO 128 4

gn; COMPUESTO(11)

ga; 16-FEB-2000

gt; Firma de la familia de receptor nuclear huérfano (receptor nuclear A4)

gp; PRINTS; PR00398 STRDHORMONER; PR00047 STROIDFINGER

gp; PRINTS; PR01285 HMRNUCRECPTR; PR01286 NORNUCRECPTR; PR01287 NURRNUCRCPTR
gr; 1. NUCLEAR RECEPTORS NOMENCLATURE COMMITTEE

gr; A unified nomenclature system for the nuclear receptor superfamily.

gr; CELL 97 161-163 (1999).

gr; 2. NISHIKAWA, J-1., KITAURA, M., IMAGAWA, M. Y NISHIHARA, T.

gr; Vitamin D receptor contains multiple dimerisation interfaces that

gr; are functionally different.

gr; NUCLEIC ACIDS RES. 23(4) 606-611 (1995).

gr; 3.DEVOS, P.(SCHMITT, J., VERHOEVEN, G. Y STUNNENBERG, G.

gr; Human androgen receptor expressed in HelLa cells activates transcription

gr; in vitro.

gr; NUCLEIC ACIDS RES. 22(7) 1161-1166 (1994).

gr; 4. OHKURA, N., HUIKURO, M., YAMAMOTO, A. Y MIKI, K.

gr; Molecular cloning of a novel thyroid/steroid receptor superfamily gene from

gr; cultured rat neuronal cells.

gr; BIOCHEM.BIOPHYS.RES.COMMUN. 205 1959-1965 (1994).

gr; 5.LAW, S.W.,, CONNEELY, O.M., DEMAYO, F.J. Y OMALLEY, B.W.

gr; Identification of a new brain-specific transcription factor, NURR1.

gr; MOL.ENDOCRINOL. 2129-2135 (1992).

gr; 6. WILSON, T.E., PAULSEN, R.E., PADGETT, K.A. Y MILBRANDT, J.

gr; Participation of non-zinc finger residues in DNA binding by two nuclear

gr; orphan receptors.

gr; SCIENCE 256 107-110 (1992).

gr; 7.CLARK, J., BENJAMIN, H., GILL, S., SIDHAR, S., GOODWIN, G., CREW, J.,

gr; GUSTERSON, B.A., SHIPLEY, J. Y COOPER, C.S.

gr; Fusion of the EWS gene to CHN, a member of the steroid/thyroid receptor

gr; gene superfamily, in a human myxoid chondrosarcoma.

gr; ONCOGENE 12 229-235 (1996).

gd; Los receptores de esteroides o de hormonas nucleares (NR) forman una superfamilia

gd; importante de reguladores de la transcripcion que estan implicados en funciones fisiologicas
gd; ampliamente diversas, incluyendo el control del desarrollo embrionario, la diferenciacién celular
gd; vy la homeostasia [1]. Los miembros de la superfamilia incluyen los receptores de hormonas
gd; esteroideas y los receptores para hormonas tiroideas, retinoides,

gd; 1,25-dihidroxi-vitamina D3 y varios ligandos diferentes. Las proteinas funcionan como

gd; moléculas diméricas en los nucleos para regular la transcripcion de genes diana de una

gd; manera sensible al ligando [2,3]. Ademas de los dominios de unién a ligando C-terminales,
gd; estos receptores nucleares contienen un dedo de cinc N-terminal altamente conservado que
gd; media la union especifica a secuencias de ADN diana, denominados elementos sensibles a
gd; ligando. En ausencia de ligando, se cree que los recetores de hormonas esteroideas se

gd; asocian débilmente con componentes nucleares; la union a hormonas aumenta en gran medida
gd; la afinidad del receptor.

gd; Los NR son extremadamente importantes en investigacion médica, estando implicado un gran
gd; numero de estos en enfermedades tales como cancer, diabetes, sindromes de resistencia a
gd; hormonas, etc. [1]. Aunque varios NR actuan como factores de transcripcion inducibles por
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ligando, muchos aun no tienen un ligando definido y por consiguiente, se les denomina
receptores "huérfanos”. Durante la ultima década, se han descrito mas de 300 NR, muchos de
los cuales se encuentran huérfanos, que no pueden nombrarse facilmente debido a las
confusiones de nomenclatura actual en la bibliografia. Sin embargo, recientemente se ha
introducido un nuevo sistema en un intento de racionalizar el conjunto de nombres cada vez
mas complejo usado para describir a miembros de superfamilias [1].

Los nuevos miembros de la superfamilia de receptores de esteroides, denominados
NOR-1 (receptor huérfano derivado de neuronas) [4], Nurr1 (factor 1 relacionado con Nur)
[5] y NGFI-B [6] se han identificado a partir de células neuronales del cerebro anterior que
sufren apoptosis, de la corteza cerebral y de pulmodn, ganglios cervicales superiores y tejido
suprarrenal, respectivamente. La proteina NOR-1 se une al elemento de respuesta a B1a, que
se ha identificado como la secuencia diana de la familia Nur77, lo que sugiere que tres
miembros de la familia Nur77 pueden transactivar genes diana comunes en diferentes
situaciones [4]. El sarcoma de Ewing se caracteriza por traslocaciones cromosémicas que
implican a la proteina NOR [7].

NUCLEARECPTR es una huella de 11 elementos que proporciona una firma para la
familia de receptores nucleares huérfanos. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de
11 secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan
practicamente la longitud completa del alineamiento, centrandose en aquellas secciones que
caracterizan a miembros de la familia de receptores nucleares, pero que los distingue del resto
de la superfamilia de receptores de hormonas esteroideas - los motivos 1-3 se encuentran en
N-terminal respecto del dominio de dedo de cinc; los motivos 4 y 5 se encuentran entre los
dedos de cinc y el supuesto dominio de unién a ligando; los motivos 6 y 7 codifican los
extremos N y C-terminales del dominio de unién a ligando; y los motivos 8-11 se encuentran en
el extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia se necesitd una sola interacciéon en
SPTR37_10f, sin identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de inicio. Se
encontraron varias coincidencias parciales, pareciendo ser todas ellas homdlogos truncados en
N o C-terminal.

NUCLEARECPTR5

17

Motivo V de la familia de receptor nuclear huérfano - 1

PANLLTSLVRAHLDSGP NR41_HUMAN 361 6
PANLLTSLVRAHLDSGP NR4l_CANFA 361 6
PVSLISALVRAHVDSNP NR42_RAT 361 10
PVSLISALVRAHVDSNP R4 2 MOUSE 361 10
PVSLISALVRAHVDSNP NR4_2-HUMAN 361 10
PTNLLTSLIRAHLDSGP NR41_RAT 360 6
PTNLLTSLIRAHLDSGP NR4|_MOUSE 364 6
PVDLINSLVRAHIDSIP NR42_XENLA 340 6
PVCMMNALVRALTDSTP 097726 412 15
PICMMNALVRALTDSTP NR43_HUMAN 395 15
PICMMNALVRALTDATP NR4 3_RAT 397 15

FACTOR NEUROTROFICO DERIVADO DE CEREBRO (BDN)

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
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BDNFACTOR

PR01912

COMPUESTO(5)

29-AUG-2008

Firma de factor neurotréfico derivado de cerebro

PRINTS; PR00268 NGF; PR01913 NGFBETA; PR01914 NEUROTROPHN3
PRINTS; PR01915 NEUROTROPHN4; PR01916 NEUROTROPHNG

PDB; 1BND; 1B8M

SCOP; 1BND; 1B8M

CATH; 1BND; 1B8M

MIM; 113505

1. HOFER, M., PAGLIUSI, S.R., HOHN, A., LEIBROCK, J. Y BARDE, Y .A.
Regional distribution of brain-derived neurotrophic factor messenger RNA
in the adult mouse brain.

EMBO J. 9(8) 2459-2464 (1990).

2. KOYAMA, J.I., INOUE, S., IKEDA, K. Y HAYASHI, K.

Purification and amino acid sequence of a nerve growth factor from the venom
of Vipera russelli russelli.

BIOCHIM.BIOPHYS.ACTA 1160 287-292 (1992).

3.INOUE, S., ODA, T., KOYAMA, J., IKEDA, K. Y HAYASHI, K.

Amino acid sequences of nerve growth factors derived from cobra venoms.
FEBS LETT. 279(1) 38-40 (1991).

4. BARDE, Y., EDGAR, D. Y THOENEN, H.

Purification of a new neurotrophic factor from mammalian brain.

EMBO J. 1 549-553 (1982).

5. HIBBERT, A., KRAMER, B., MILLER, F. Y KAPLAN, D.

The localization, trafficking and retrograde transport of BDNF bound to p75NTR
in sympathetic neurons.

MOL.CELL.NEUROSCI. 32 387-402 (2006).

6. LINNARSSON, S., BJORKLUND, A. Y ERNFORS, P.

Learning deficit in BDNF mutant mice.

EUR.J.NEUROSCI. 9 2581-2587 (1997).

7. LEBRUN, B., BARIOHAY, B., MOYSE, E. Y JEAN, A.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF) and food intake

regulation: a minireview.

AUTON.NEUROSCI. 126-127 30-38 (2006).

8. KOZISEK, M., MIDDLEMAS, D. Y BYLUND, D.
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Brain-derived neurotrophic factor and its receptor tropomyosin-related kinase B in the mechanism of
action of antidepressant therapies.

PHARMACOL.THER. 117 30-51 (2008).

Durante el desarrollo del sistema nervioso de los vertebrados, muchas neuronas se vuelven
redundantes (debido a que han muerto, no han logado conectarse a células diana, etc.) y se
eliminan. Al mismo tiempo, las neuronas en desarrollo proyectan recrecimientos axénicos que
entran en contacto con sus células diana [1]. Dichas células controlan su grado de inervacion
(el numero de conexiones axdnicas) mediante la secrecion de diversos factores neurotréficos
que son esenciales para la supervivencia neuronal. Uno de estos es el factor de crecimiento
nervioso (NGF), que esta implicado en la supervivencia de ciertas clases de neuronas
embrionarias (por ejemplo, neuronas simpaticas periféricas) [1]. NGF se encuentra
principalmente fuera del sistema nervioso central (SNC), pero pueden encontrarse pequefias
cantidades residuales en tejidos del SNC de adultos, aunque se desconoce el papel fisioldégico
de esto [1]; también se ha encontrado en varios venenos de serpiente [2,3]. Las proteinas
similares a NGF incluyen el factor neurotréfico derivado de cerebro (BDNF) y las neurotrofinas
3 a7, todas las cuales han demostrado actividades de supervivencia y recrecimiento
neuronal.

Originariamente purificado a partir de cerebro de cerdo [4], la neurotrofina BDNF se expresa
en una serie de tejidos y tipos celulares en el SNC y la periferia. Ejerce sus efectos uniéndose
al receptor de tirosina cinasa neurotrofico de tipo 2 (NTRK2; también denominado TrkB) y al
receptor de factor de crecimiento nervioso de baja afinidad, p75NTR. Aunque este ultimo
receptor media las funciones promotoras de la supervivencia de las neurotrofinas, se ha
demostrado que la activacion de p75NTR por BDNF promueve la apoptosis e inhibe el
crecimiento axonal [5].

ElI BDNF es un regulador clave de la plasticidad sinaptica y desempefia un papel importante
en el aprendizaje y la memoria [6]. Diversos indicios sugieren que también esta implicado en
el control de la ingesta de alimento y el peso corporal [7]. Una serie

de estudios clinicos ha demostrado una asociacién entre los niveles aberrantes de BDNF y
trastornos y patologias, tales como depresion, epilepsia, trastorno bipolar, enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Alzheimer [8].

BDNFACTOR es una huella de 5 elementos que proporciona una firma para el factor
neurotréfico derivado de cerebro. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 33
secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan
practicamente la longitud completa del alineamiento - el motivo 1 incluye parte de la secuencia
de sefial. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron tres interacciones en SPTR55 38f,
punto en el cual se identificéd un conjunto auténtico que comprendia 47 secuencias. También
se encontré una sola coincidencia parcial de humano, Q6YNR1 HUMAN, una variante de
corte y empalme de BDNF humano que no coincide con los motivos 4 y 5.

BDNFACTORS3

17

Motivo Il de factor de crecimiento neurotréfico derivado de cerebro - 3
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A2AlI2_MOUSE
Q8CCH9_MOUSE
QB6YNR3_HUMAN
QB6YNR2_HUMAN

Q598Q1_HUMAN
Q541P3_MOUSE
BDNF_URSML
BDNF_URSAR
BDNF_SPECI
BDNF_SELTH
BDNF_RAT
BDNF_PROLO
BDNF_PIG
BDNF_PANTR
BDNF_MOUSE
BDNF_HUMAN
BDNF_FELCA
BDNF_CANFA
BDNF_BOVIN
BDNF_AILME
BDNF_AILFU
A7LA92_HUMAN
A7LA85_HUMAN
BDNF_CAVPO
BDNF_HORSE
Q8VHH4_MOUSE
QB6DN19_HUMAN
BDNF_LIPVE
BDNF_CHICK
Q8AV78_NIPNI
Q4JHT7_POEGU
A4L7M3_BOMOR
Q63ZM5_XENLA
A3FPG9_XENTR
Q8QG75_9SAUR
Q8QG76_9SAUR
A4L7M4_9SALA
A4L7M5_SALSL
A2ICR4_AMBME
Q8QG77_9SALA
Q6NZ01_DANRE
Q9YH42_DANRE
Q8JGW4_PAROL
Q06B76_DICLA
BDNF_CYPCA
Q8QG74_9SAUR
BDNF_XIPMA
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CALCITONINR

PR00361

COMPUESTO(6)

15-ABR-1995; ACTUALIZADO 06-JUN-1999

Firma de receptor de calcitonina

PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTES3
PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

PRINTS; PR01350 CTRFAMILY; PR01351 CGRPRECEPTOR

INTERPRO; IPR001688

1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Fingerprinting G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).
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Molecular cloning and expression of a cDNA encoding the secretin receptor.

EMBO J. 10 1635-1641 (1991).
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ar; A new calcitonin-receptor-like sequence in rat pulmonary blood vessels. CLIN.SCI. 85(4) 385-388
gar; (1993).

gd; Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de

ad; proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos procesos
ad; autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable diversidad a nivel de
ad; secuencia, que puede usarse como base para separarlas en distintos grupos. Se usa
gd; el término clan para describir las GPCR, ya que abarcan un grupo de familias para las
ad; que hay indicaciones de relacién evolutiva, pero entre las cuales no hay una similitud
ad; estadisticamente significativa en su secuencia [1]. Los miembros del clan conocidos
gd; en la actualidad incluyen las GPCR similares a rodopsina, las GPCR similares a

ad; secretina, los receptores de AMPc, los receptores de feromonas de emparejamiento
gd;  fudngico y la familia de receptor de glutamato metabotropico.

ad; Los GPCR similares a secretina incluyen secretina [2], calcitonina [3], hormona

ad; paratiroidea/péptidos relacionados con la hormona paratiroidea [4] y péptido intestinal
ad; vasoactivo [5], todos los cuales activan la adenililo ciclasa y la via de fosfatidilo-

ad; inositol-calcio. Las secuencias de aminoacidos de los receptores contienen altas

ad; proporciones de restos hidrofobos agrupados en 7 dominios, de un modo que

ad; recuerda a las rodopsinas y otros receptores que se cree que interactian con las

ad; proteinas G. Sin embargo, aunque se ha propuesto que esto se debe a una estructura
ad; en 3D similar, no hay una identidad de secuencia significativa entre estas familias: por
ad; lo tanto, los receptores similares a secretina portan su firma de "7TM" Unica.

gd; El papel fisiologico principal de la calcitonina es inhibir la resorcion dsea,

gd; ocasionando por tanto una reduccion en el Ca++ plasmatico [6]. Ademas, mejora la
ad; excrecion de iones en el rifidn, previene la absorcion de iones en el intestino e inhibe
gd; la secrecion en células endocrinas (por ejemplo, pancreas y pituitaria). En el SNC, se
ad; ha comunicado que la calcitonina es analgésica y que suprime la alimentacién y la

gd;  secrecion de acidos gastricos. Se usa para tratar la enfermedad de Paget del hueso.
ad; Los receptores de calcitonina se encuentran principalmente en los osteoclastos o en
ad; estirpes celulares inmortales procedentes de estas células. Se encuentra en

ad; cantidades menores en el cerebro (por ejemplo, en los tejidos hipotalamicos y

gd; pituitarios) y en tejidos periféricos (por ejemplo, testiculos, rifién, higado y linfocitos).
gd; También se ha descrito en estirpes celulares de cancer de pulmoén y de mama. La via
ad; de sefalizacion predominante es la activacion de la adenililo ciclasa mediante G, pero
ad; también se ha descrito que la calcitonina tiene acciones tanto estimuladoras como

gd; inhibidoras en la via del fosfoinositido.

gd; CALCITONINR es una huella de 6 elementos que proporciona una firma para los
ad; receptores de calcitonina. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 6

ad; secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones conservadas dentro de
ad; cada bucle o las regiones TM, centrandose en aquellas areas del alineamiento que
ad; caracterizan los receptores de calcitonina, pero que los distinguen del resto de la

gd;  familia similar a secretina - los motivos 1-3 se representaron a partir de la region N-
ad; terminal que da lugar al primer dominio TM; el motivo 4 se encuentra en el extremo C-
ad; terminal del segundo dominio TM después de la region de bucle; el motivo 5 es N-

ad; terminal respecto de la séptima regién TM; y el motivo 6 se represento a partir del

ad; extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos interacciones
gd; en OWL25.2, punto en el cual se identificd un conjunto auténtico que comprendia 9
ad; secuencias. También se encontré una sola coincidencia parcial de humano, RNCLR,
ad; un nuevo receptor similar a calcitonina de los vasos sanguineos pulmonares de rata

gd; [7].

fc; CALCITONINR2

fl; 18

ft; Motivo Il de receptor de calcitonina - 2

fd; KCYDRIQQLPPYEGEGPY CALR_RAT 54 1
fd; KCYDRMEQLPPYQGEGPY CALR_RABIT 54 1
fd; KCYDRMQQLPAYQGEGPY CALR_HUMAN 54 1
fd; KCYDRIHQLPSYEGEGLY CALR_MOUSE 54 1
fd; RCYDRMQQLPPYEGEGPY CALR_CAVPO 54 1
fd; RCYDRMQKLPPYQGEGLY CALR _PIG 55 1

RECEPTOR DE TIPO 1 DE LEUCOTRIENO B4
BLKPROB Version 5/21/00.1
Base de datos=/gcg/husar/gcgdata/gcgblimps/blocksplus.dat

Copyright (c) 1992-6 por el Fred Hutchinson Cancer Research Center
En caso de que use BLOCKS en su investigacion, sirvase de citar:
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Steven Henikoff y Jorja G. Henikoff, Protein Family Classification Based on Searching a Database
of Blocks, Genomics 19:97-107 (1994).

Cada resultado numerado consiste en uno o mas bquues de un grupo PROSITE o PRINTS encontrado
en la secuencia de busqueda. Se selecciona para su analisis un conjunto de los bloques de mayor
puntuacion que se encuentran en el orden correcto y separados por distancias comparables a la base
de datos BLOCKS. En caso de que este conjunto incluya multiples bloques, se anota la probabilidad de
que los bloques de menor puntuacién soporten al bloque de mayor puntuacion. Se muestran los mapas
de los bloques de la base de datos y la secuencia de busqueda:

< indica que se ha truncado la secuencia para que quepa en la pagina

:indica la distancia minima entre bloques en la base de datos

. indica la distancia maxima entre bloques en la base de datos
Los mapas se alinean con el bloque de mayor puntuacion. Se muestra el alineamiento de la
secuencia de busqueda con la secuencia mas préxima a esta en la base de datos BLOCKS. Las
mayusculas en la secuencia de busqueda indican al menos una aparicion del resto en esa columna
del bloque.

Busqueda=uro705rev.1a.74 Longitud: 74 Tipo: P C
Tamafo=74 aminoacidos

Bloques buscados=29068

Alineamientos efectuados= 2896529

Valor de corte combinado esperado para coincidencias= 0

Valor de corte esperado de bloque para repeticiones/otros— O

Familia Hebra Bloques ValordeE
combinado
IPB003983 Seiial de receptor de tipo 1 de leucotrieno B4 1 1de6 0,0042
>|PB003983 1/6 bloques Valor de E combinado= 0,0042: Firma de receptor de tipo 1 de leucotrieno B4
Bloque Marco Ubicacion (aa) Valor de E de bloque
IPB003983C 0 25-41 0. 0046

Otros alineamientos comunicados:
|--- 141 aminoacidos---|

IPBOO3983 AAA::::BB::s:sssssstrssssrszsrsssCCCos:DDD2 sz JEEEFF
uro705rev.la.74 12 i1::CCC
IPBO0O3%83C <=3 (202,207):24
Q9WTK1 IQBWTKI_CHVPDEGT SRRLEVERFHRRERTGR
Ll (N Il
uro705rev.la.74_12 25 1RRrRpRRp1RRRREGR

rheu.cd.215rev.1.736
>|PB003983 1/6 bloques Valor de E combinado= 0,0094: Firma de receptor de tipo 1 de leucotrieno B4
Bloque Marco Ubicacion (aa) Valor de E de bloque
IPB003983C 0 28-44 0,0096
Otros alineamientos comunicados:
| 141 aminoacidos |

TPRUOO3583 ARA::::RB::::zszssrsszezresrririCCCee:DDDes sz  EEEFF

rheu.cd.215rev.1.7 1111:CCC
IPBDO3983C <=>C {202,207):27
LT4R1 RAT| QSROG2 206 GRRLOARRFRRSRRTGR

U T O N I
rheu.cd.215rev.1.7 28 rRRrpARRFRaRRRvVIR
zpr5.B4.12dk.209 Longitud: 209 Tipo: P

Valor de E

Familia Hebra Bloques combinado
IPB003983  Senial 1 de receptor de tipo 1 de leucotrieno B4 1de6 0,0078

zpr5.B4.12dk
>|PB003983 1/6 bloques Valor de E combinado= 0,0078: Firma de receptor de tipo 1 de leucotrieno B4
Bloque Marco Ubicacion (aa) Valor de E bloque
IPB003983C 0 32-48 0,0081

Otros alineamientos comunicados:
|---141 aminoacidos---|
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IPBOO3983 ARA::::BBesisssszszizisssssstatsrsCCO CDhD:::::::::.EEEFF
zpr5.B4.12dk. 209 2 1:11::CCC
IPBOD3983C <=>C (202,207):31
QOWTK] | QSWTK1_CAVPOZ207 SRRLRVRRFHRRRRTGR
i y |
zprb.B4.12d4k.209_2 32 rREpRrRRvERRERRWrR

AUTOANTIGENO 1 DE SINDROME DE SJOGREN/ESCLERODERMIA (AUTOANTIGENO P27)

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine

Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: pfam.hrmrm

Archivo de secuencia: rheu.cd.211rev.164

Auto_anti-p27: dominio 1 de 1, de 117 a 156: puntuacién -12,1, E = 4,6
*—>eiskkmaelLlkGatMLdehCpkCGEPLFElIKAGKVICPiCa<-*

+ 4+ 5+ 1 + L4+ +kC 4+ +r + Gk fC +4Ce

rheu.cd. 21 117 HT-AVEGOFGLGTGRALGKALKKCAFAGLRE-REKGKCFCKVCE 156

#=GF ID  Auto anti-p27

#=GF AC PF06677.4

#=GF DE Autoantigeno 1 de sindrome de Sjogren/esclerodermia (Autoantigeno p27)
#=GF AU Moxon SJ

#=GF SE Pfam-B 21881 (compilacién 10.0)

#=GF TP  Familia

#=GF RN [1]

#=GF RM 9486406

#=GF RT cDNA cloning of a novel autoantigen targeted by a minor subset

#=GF RT of anti-centromere antibodies.

#=GF RA Muro Y, Yamada T, Himeno M, Sugimoto K;

#=GF RL Clin Exp Immunol 1998;111:372-376.

#=GF DR INTERPRO; IPR009563;

#=GF CC Esta familia consiste en varias secuencias de autoantigeno 1 de

#=GF CC sindrome de Sjogren/esclerodermia (Autoantigeno p27). Se cree que la
#=GF CC potencial asociacién de anti-p27 con anticuerpos anti-centrémero
#=GF CC sugiere que el autoantigeno p27 puede desempefar un papel en la
#=GF CC mitosis [1].

VASOPRESINA
HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)
Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: uro742rp.132
VASOPRSNV2R_6: dominio 1 de 1, de 7 a 26: puntuacion 7,4, E = 9,1
*=>RaGgrRrGrRtGsPSEGArv<-~
R rRrG t s sE A
uro742rp.1l 7 RNASRRRGSSTASTSEEASL 26

VASOPRSNV2R_6: dominio 1 de 1, de 7 a 26: puntuacién 7,4, E = 9,1
*->RaGgrRrGrRLGSPSEGArv<—*

R rErG t = sE A
2¢37.B8.10 7 RNASRERGSSTASTSEEASL 26

VASOPRSNV1BR_4: dominio 1 de 1, de 130 a 149: puntuacién 3,0, E=7,1
*—>»TQAgRver rGWRTWDksSs5<-*

0+ te R WO++
zc358 . B2.9 130 RODWAEEYTACRYWDRPPRT 149
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gc; VASOPRSNV2R

gx; PR00898

gn; COMPUESTO(8)

ga; 15-APR-1998; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

at; Firma de receptor V2 de vasopresina

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTES3
gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN PRINTS; PR00896 VASOPRESSINR

gp; PRINTS; PR00752 VASOPRSNV1AR; PR00897 VASOPRSNV1BR; PR00665 OXYTOCINR
gp; INTERPRO; [PR000161

gp; 1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr;  Fingerprinting G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

gr; 2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; G protein-coupled receptor fingerprints.

gr; 7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

gr; 3. BIRNBAUMER, L.

gr; G proteins in signal transduction.

gr;  ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

gr; 4.CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

gr; G protein involvement in receptor-effector coupling.

gr; J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

gr; 5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr;  Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

gr; 6. WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.

gr;  Vasopressin and oxytocin.

gr; EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994, PP.284-291.
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Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de
proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos

procesos autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable
diversidad a nivel de secuencia, que puede usarse como base para separarlas en
distintos grupos. Se usa el término clan para describir las GPCR, ya que abarcan

un grupo de familias para las que hay indicaciones de relacién evolutiva, pero

entre las cuales no hay una similitud estadisticamente significativa en su

secuencia [1,2]. Los miembros del clan conocidos en la actualidad incluyen las
GPCR similares a rodopsina, las GPCR similares a secretina, los receptores de
AMPc, los receptores de feromonas de emparejamiento fungico y la familia de
receptor de glutamato metabotrépico.

Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de proteinas
ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas, neurotransmisores y
de luz, todos los cuales transducen senales extracelulares mediante su interaccion
con proteinas de unién a nucleétidos guanina (G). Aunque sus ligandos activadores
varian ampliamente en su estructura y caracter, las secuencias de aminoacidos de
los receptores son muy similares y se cree que adoptan un armazén estructural
comun que comprende 7 hélices transmembrana (TM) [3-5].

La vasopresina y la oxitocina son miembros de la familia de hormonas
neurohipofisarias encontradas en todas las especies de mamifero [6]. Estan
presentes a altos niveles en la pituitaria posterior. La vasopresina tiene un papel
esencial en el control del contenido de agua en el organismo, actuando en el rifidén
para aumentar la absorcion de agua y sodio [6]. A concentraciones mayores, la
vasopresina estimula la contraccién del musculo liso vascular, estimula la
degradacion del glucoégeno en el higado, induce la activacion de plaquetas y
desencadena la liberacién de corticotrofina de la pituitaria anterior [6]. La vasopresina
y sus analogos se usan en la practica clinica para tratar la diabetes insipida [6].

El receptor V2 se encuentra a altos niveles en los epitelios osmorreguladores del
tracto urinario terminal, donde estimula la reabsorcion de agua [6]. También se
encuentra presente a niveles menores en el endotelio y los vasos sanguineos de
algunas especies, donde induce vasodilatacion [6]. En el SNC, se encuentran sitios
de unidn en el subiculo, con niveles menores en el caudado-putamen y en las islas
de Calleja [6]. El receptor esta implicado en una via efectora que forma AMPc
mediante la activacion de G [6].

VASOPRSNV2R es una huella de 8 elementos que proporciona una firma para
receptores de vasopresina V2. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 4
secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones cortas conservadas
que abarcan la longitud completa del alineamiento, centrandose en aquellas regiones
que caracterizan a los receptores V2 de vasopresina pero que los distinguen del
resto de la familia de vasopresina - los motivos 1y 2 se encuentran en el extremo N-
terminal; el motivo 3 abarca el primer bucle citoplasmatico; el motivo 4 abarca el
segundo bucle citoplasmico; los motivos 5y 6 abarcan el tercer bucle citoplasmico; y
los motivos 7 y 8 se encuentran en el extremo C-terminal. Para alcanzar la
convergencia se necesitd una sola interaccion en OWL30.1, sin identificar secuencias
adicionales mas alla del conjunto de inicio.

VASOPRSNV2R6

20

Motivo VI de receptor V2 de vasopresina - 2
RAGRRRRGHRTGSPSEGAHV 088721 243 2
RAGRRRRGRRTGSPSEGAHV V2R_RAT 243 2
RAGGHRGGRRAGSPREGARV V2R _PIG 242 2
RPGGRRRGRRTGSPGEGAHV V2R_HUMAN 243 2
RAGGCRGGHRTGSPSEGARYV 077808 242 2
RAGGPRRGCRPGSPAEGARY 2R_BOVIN 242 2
VASOPRSNV1BR

PR00897

COMPUESTO(9)

15-APR-1998; ACTUALIZADO 07-JUN-1999
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at; Firma de receptor V1B de vasopresina

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR

gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3

gp; PRINTS; PRO0251 BACTRLOPSIN

gp; PRINTS; PR00896 VASOPRESSINR

gp; PRINTS; PR0O0752 VASOPRSNV1AR; PR00898 VASOPRSNV2R; PR00665 OXYTOCINR
gp; INTERPRO; IPR000628

gr; 1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr;  Fingerprinting G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

gr; 2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; G protein-coupled receptor fingerprints.

gr; 7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

gr; 3. BIRNBAUMER, L.

gr; G proteins in signal transduction.

gr;  ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

gr; 4.CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

gr; G protein involvement in receptor-effector coupling.

gr; J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

gr; 5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr;  Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

gr; 6. WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.

gr;  Vasopressin and oxytocin.

gr; EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994, PP.284-291.
gd; VASOPRSNV1BR es una huella de 9 elementos que proporciona una firma para receptores
gd; de vasopresina V1B. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 3 secuencias: los
gd; motivos se representaron a partir de secciones cortas conservadas que abarcan la longitud
gd; completa del alineamiento, centrandose en aquellas regiones que caracterizan a los

gd; receptores V1B de vasopresina pero que los distinguen del resto de la familia de

gd; vasopresina - el motivo 1 se encuentra en el extremo N-terminal; el motivo 2 se encuentra
gd; en el segundo bucle citoplasmico; el motivo 3 se encuentra en el segundo bucle externo; los
gd; motivos 4 y 5 abarcan el tercer bucle citoplasmico; el motivo 6 se encuentra en el tercer
gd; bucle externo; y los motivos 7-9 se encuentran en el dominio C-terminal. Para alcanzar la
gd; convergencia se necesitd una sola interaccion en OWL30.1, sin identificar secuencias

gd; adicionales mas alla del conjunto de inicio.

fc; VASOPRSNV1BR4

fl; 20

ft; Motivo IV de receptor V1B de vasopresina - 2

fd;, TQAWRVGGGGWRTWDRPSPS V1BR_HUMAN 234 48
fd; TQAGREERRGWRTWDKSSSS V1BR_RAT 234 48

FIRMA DE RECEPTOR 2 DE HORMONA CONCENTRADORA DE MELANINA HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)
Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: uro742rp.133
MCH2RECEPTOR _5: dominio 1 de 1, de 69 a 86: puntuacién 5,9, E =7,1
*->LvgPFRLErWRERYKLiRin<—*
PF +C+WRL + +n
uro742rp.1 659 -—-RPECITKWRTSFLEFFKNN Bo

gc; MCH2RECEPTOR

gx; PRO01784

gn; COMPUESTO(9)

ga; 25-SEP-2002

gt; Firma de receptor 2 de hormona concentradora de melanina

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTE2; PR00899 GPCRSTE3
gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

gp; PRINTS; PR01507 MCH1RECEPTOR; PR01783 MCHRECEPTOR
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1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Fingerprinting G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

G protein-coupled receptor fingerprints.

7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

3. BIRNBAUMER, L.

G proteins in signal transduction.

ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

4. CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

G protein involvement in receptor-effector coupling.

J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

6. CHAMBERS, J., AMES, R.S., BERGSMA, D., MUIR, A., FITZGERALD, L.R,,
HERVIEU, G., DYTKO, G.M., FOLEY, J.J., MARTIN, J., LIU, W.S., PARK, J., ELLIS,
C., GANGULY, S., KONCHAR, S., CLUDERAY, J., LESLIE, R., WILSON, S. AND
SARAU, H.M.

Melanin-concentrating hormone is the cognate ligand for the orphan G
protein-coupled receptor SLC-1.

NATURE 400 261-265 (1999).

7. SAITO, Y., NOTHACKER, H.-P., WANG, Z., LIN, S.H.S., LESLIE, F. Y
CIVELLI, O.

Molecular characterization of the melanin-concentrating-hormone receptor. NATURE 400 265-269
(1999).

8. SAITO, Y., NOTHACKER, H.-P. Y CIVELLI, O.
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Melanin-concentrating hormone receptor: an orphan receptor fits the key.

TRENDS ENDOCRINOL.METAB. 11(8) 299-303 (2000).

9. HILL, J., DUCKWORTH, M., MURDOCK, P., RENNIE, G., SABIDO-DAVID, C., AMES,
R.S., SZEKERES, P., WILSON, S., BERGSMA, D.J., GLOGER, I.S., LEVY, D.S,,
CHAMBERS, J.K. Y MUIR, ALl

Molecular cloning and functional characterization of MCHZ2, a novel human MCH
receptor.

J.BIOL.CHEM. 276(23) 20125-20129 (2001).

Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de
proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos procesos
autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable diversidad a nivel de
secuencia, que puede usarse como base para separarlas en distintos grupos. Se usa el
término clan para describir las GPCR, ya que abarcan un grupo de familias para las que
hay indicaciones de relacion evolutiva, pero entre las cuales no hay una similitud
estadisticamente significativa en su secuencia [1,2]. Los miembros del clan conocidos
en la actualidad incluyen las GPCR similares a rodopsina, las GPCR similares a
secretina, los receptores de AMPc, los receptores de feromonas de emparejamiento
fungico y la familia de receptor de glutamato metabotrépico.

Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de proteinas
ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas, neurotransmisores y de
luz, todos los cuales transducen sefales extracelulares mediante su interaccién con
proteinas de unién a nucleétidos guanina (G). Aunque sus ligandos activadores varian
ampliamente en su estructura y caracter, las secuencias de aminoacidos de los
receptores son muy similares y se cree que adoptan un armazoén estructural comudn que
comprende 7 hélices transmembrana (TM) [3-5]. La hormona concentradora de
melanina (MCH) es un péptido ciclico identificado originalmente en peces teledsteos
[6,7]. En peces, la MCH se libera de la pituitaria y provoca el aclaramiento de las células
pigmentarias de la piel mediante la agregacion de pigmentos [6,8]. En mamiferos, MCH
se expresa principalmente en el hipotalamo y funciona como neurotransmisor en el
control de una serie de funciones [8]. Se cree que un papel principal de la MCH se
encuentra en la regulacién de la alimentacion: la inyeccion de MCH en cerebros de rata
estimula la alimentacion; la expresion de MCH se regula positivamente en el hipotalamo
de ratones obesos y sometidos a ayuno; y los ratones que carecen de MCH son
delgados y comen menos [6]. MCH y la hormona estimulante de alfa-melanocitos (alfa-
MSH) tienen efectos antagonistas en una serie de funciones fisiolégicas. La alfa-MSH
oscurece la pigmentacion en peces y reduce la alimentacién en mamiferos, mientras
que MCH aumenta la alimentacion [6,8].

Dos receptores acoplados a proteina G, MCH1 y MCH2, se han identificado
recientemente como receptores para la hormona.

El perfil de expresion de MCH2 es similar al de MCH1, encontrandose los niveles
maximos en el cerebro. Sin embargo, la expresién de MCH2 es significativamente
menor que la de MCH1 en la pituitaria, el hipotalamo, el locus ceruleo, el bulbo raquideo
y €l cerebelo [9]. La uniéon de MCH al receptor provoca un aumento en el calcio
intracelular insensible a la toxina tosferinica, lo que sugiere su acoplamiento a proteinas
Gq [9].

MCH2RECEPTOR es una huella de 9 elementos que proporciona una firma para el
receptor 2 de hormona concentradora de melanina. La huella se obtuvo de un
alineamiento inicial de 5 secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones
conservadas en los extremos N y C-terminales y las regiones de bucle, centrandose en
aquellas areas del alineamiento que caracterizan a los receptores MCH2, pero que lo
distinguen del resto de la familia de receptores MCH - los motivos 1 y 2 abarcan el
extremo N-terminal; el motivo 3 codifica el primer bucle citoplasmico; el motivo 4 se
encuentra en el primer bucle externo; el motivo 5 abarca el segundo bucle citoplasmico,
desembocando en el dominio 4 TM; el motivo 6 se encuentra en el segundo bucle
externo; el motivo 7 abarca el tercer bucle citoplasmatico; el motivo 8 esta ubicado en el
extremo N-terminal del dominio 7 TM; y el motivo 9 codifica el extremo C-terminal. Para
alcanzar la convergencia, se necesitaron dos interacciones en SPTR40 22f, punto en el
cual se identificé un conjunto auténtico que comprendia 6 secuencias.

MCH2RECEPTORS5

20

Motivo V de receptor 2 de hormona concentradora de melanina - 2
LVQPFRLTSWRTRYKTIRIN Q8MJ88 135 29
LVQPFRLTRWRTRYKTIRIN Q969V1 135 29
LVQPFRLTRWRTRYKTIRIN Q9BXA8 135 29
LVQPFRLTSWRTRYKTIRIN Q8SQ54 135 29
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fd; LVQPFRLTSWRTRYKTIRIN Q8MIN7 135 29
fd; LVQPFRLTSWRTRYKTIRIN Q8MIP5 135 29

FIRMA DEL RECEPTOR EP1 DE PROSTANOIDE

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm
Archivo de secuencia: uro742rev.107r
PRSTNOIDEP1R_4: dominio 1 de 1, de 1 a 18: puntuacion 8,4, E = 4,7
*—>1sLGPpGGWRgAL . LAGL<—*#
++LGP GG R+ L +AG
urciiZrev. 1 MGLGPSGGHNRETLf IAGE 12

PRSTNOIDEP1R_4: dominio 1 de 1, de 1 a 18: puntuacién 8,4, E = 4,7
*->iSLGPPGGWRQAL . LAGL<-*
++LGP GG R+ L +AG
zc37.B8.10 1 MGLGPSGGNRKTLEIAGK 18

gc; PRSTNOIDEP1R

gx; PRO00580

gn; COMPUESTO(7)

ga; 25-SEP-1996; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

gt; Firma del receptor EP1 de prostanoide

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR

gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTEZ2; PR00899 GPCRSTE3

gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

gp; PRINTS; PR00428 PROSTAGLNDNR; PR00581 PRSTNOIDEP2R; PR00582 PRSTNOIDEP3R
gp; PRINTS; PR00583 PRSTNOIDE31R; PR00584 PRSTNOIDE32R; PR00585 PRSTNOIDE33R
gp; PRINTS; PR00586 PRSTNOIDEP4R; PR00854 PRSTNOIDDPR; PR00855 PRSTNOIDFPR
gp; PRINTS; PR00856 PRSTNOIDIPR

gp; INTERPRO; IPR000708

gr; 1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; Fingerprinting G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

gr; 2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; G protein-coupled receptor fingerprints.

gr; 7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).
gr; 3. BIRNBAUMER, L.

gr; G proteins in signal transduction.

gr; ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).
gr; 4.CASEY, P.J. Y GILMAN, A.G.

gr; G protein involvement in receptor-effector coupling.

gr; J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

gr; 5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors. PROTEIN ENG. 6(2) 167-176
gr; (1993).

gr; 6. WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.
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gr; Prostanoids.

gr; EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994,
gd; PP.239-251. Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta
gd; familia de proteinas que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos
gd; procesos autocrinos, paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable diversidad
gd; a nivel de secuencia, que puede usarse como base para separarlas en distintos

gd; grupos. Se usa el término clan para describir las GPCR, ya que abarcan un grupo de
gd; familias para las que hay indicaciones de relacion evolutiva, pero entre las cuales no
gd; hay una similitud estadisticamente significativa en su secuencia [1,2]. Los miembros
gd; del clan conocidos en la actualidad incluyen las GPCR similares a rodopsina, las

gd; GPCR similares a secretina, los receptores de AMPc, los receptores de feromonas de
gd; emparejamiento fungico y la familia de receptor de glutamato metabotroépico.

gd; Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de proteinas
gd; ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas, neurotransmisores y de
gd; luz, todos los cuales transducen sefiales extracelulares mediante su interaccion con
gd; proteinas de unién a nucleétidos guanina (G). Aunque sus ligandos activadores varian
gd; ampliamente en su estructura y caracter, las secuencias de aminoacidos de los

gd; receptores son muy similares y se cree que adoptan un armazén estructural comdn
gd; que comprende 7 hélices transmembrana (TM) [3-5].

gd; Los prostanoides (prostaglandinas (PG) y tromboxanos (TX)) median una gran

gd; variedad de acciones y desempefian papeles fisioldgicos importantes en los sistemas
gd; cardiovascular e inmunitario y en la sensacion de dolor en los sistemas periféricos [6].
gd; PGI2 y TXAZ2 tienen acciones opuestas, que implican la interaccion de las plaquetas
gd; con el endotelio vascular, mientras que PGE2, PGI2 y PGD2 son potentes

gd; vasodilatadores y potencian la accion de diversas autacoides para inducir la

gd; extravasacion del plasma y la sensacion de dolor. Hasta la fecha, se han obtenido

gd; pruebas de al menos 5 clases de receptores de prostanoides. Sin embargo, la

gd; identificacion de subtipos y su distribucion se ve dificultada por la expresion de mas de
gd; un receptor en un tejido, junto con la escasa disponibilidad de agonistas y

gd; antagonistas disponibles.

gd; Los receptores EP1 median la contraccion de los musculos lisos gastrointestinales en
gd; diversas especies y la relajacion de los musculos lisos de las vias respiratorias y

gd; uterinos, especialmente en roedores [6]. Los receptores activan la via de fosfoinositido
gd; mediante una proteina G insensible a la toxina tosferinica, probablemente de la clase
gd; Gq/Gll [6].

gd; PRSTNOIDEP1R es una huella de 7 elementos que proporciona una forma para los
gd; receptores EP1 de prostanoides. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 2
gd; secuencias; los motivos se representaron a partir de secciones conservadas dentro de
gd; cada bucle o las regiones N y C-terminales, centrandose en aquellas areas del

gd; alineamiento que caracterizan a los receptores EP1 de prostanoides, pero que los

gd; distinguen del resto de la superfamilia similar a rodopsina - el motivo 1 se encuentra
gd; en el extremo N-terminal; el motivo 2 abarca el primer bucle citoplasmatico; el motivo 3
gd; abarca el primer bucle externo; el motivo 4 se encuentra en el segundo bucle externo;
gd; el motivo 5 se encuentra en el tercer bucle citoplasmico; y los motivos 6 y 7 abarcan el
gd; extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia se necesit6é una sola interaccion en
gd; OWL28.2, sin identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de inicio.

gd;

fc; PRSTNOIDEP1R4

fl. 17

ft;  Motivo IV de receptor EP1 de prostanoides - 2

fd; ISLGPRGGWRQALLAGL PE2l_MOUSE 192 73

fd; ISLGPPGGWRQALLAGL PE21_RAT 192 73

fd; IGLGPPGGWRQALLAGL PE2l_ HUMAN 190 73
CICLINCINASA

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: rheu.cd.215rev.1..736

CYCLINKINASE_3: dominio 1 de 1, de 662 a 676: puntuacién 9,3, E = 3,1

*=>EWRs1Gvaas1GWvh<-*
E + Gvgg 1 Wvh

rheu.cd. 21 662 ESSREGVQORLPWVH 676
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CICLINCINASA

PR00296

COMPUESTO(4)

07-OCT-1994; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

Firma de subunidad reguladora de cinasa dependiente de ciclina

INTERPRO;_1PR000789

PROSITE; PS00944 CKS_1; PS00945 CKS_2

PFAM; PF01111 CKS

1. BRIZUELA, L., DRAETTA, G. Y BEACH, D.

pl3sucl acts in the fission yeast cell division cycle as a component of the

p34cdc2 protein kinase.

EMBO J. 6 3507-3514 (1987).

2. PARGE, H.E., ARVAI, A.S., MURTARI, D.J., REED, S.I. Y TAINER, J.A.

Human CksHs2 atomic structure: a role for its hexameric assembly in cell

cycle control.

SCIENCE 262 387-395 (1993).

3. TANG, Y. Y REED, S.I.

The Cdk-associated protein Cksl functions both in G1 and G2 in

Saccharomyces cerevisiae.

GENES DEV. 7 822-832 (1993).

En eucariotas, las proteina cinasas dependientes de ciclina interactian con las ciclinas para
regular la progresion del ciclo celular y son necesarias para los estadios G1 y G2 de la division
celular [1]. Las proteinas se unen a una subunidad reguladora (subunidad reguladora de cinasa
dependiente de ciclina o CKS), que es esencial para su funcion [2]. Las subunidades reguladoras
existen en forma de hexameros, formados por el ensamblaje simétrico de 3 homodimeros
entrelazados, creando una estructura infrecuente de barril beta de 12 hebras [2]. A través del
centro del barril se encuentra un tinel con un diametro de 12A, revestido por 6 pares de hélices
expuestas [3]. Puede modelarse la unién de seis unidades de cinasa a la estructura hexamérica,
que por tanto puede actuar como interconexioén para la multimerizacién de proteinas cinasas
dependientes de ciclina [2,3].

CICLINCINASA es una huella de 4 elementos que proporciona una firma para

subunidades reguladoras de cinasa dependiente de ciclina. La huella se obtuvo de

un alineamiento inicial de 4 secuencias: los motivos se representaron a partir de

regiones conservadas que abarcan practicamente la longitud completa del

alineamiento, los motivos 1, 2 y 4, que abarcan las regiones codificadas por los

patrones CKS 1 (PS00944) y CKS_2 (PS00945) de PROSITE. Para alcanzar la

convergencia, se necesitaron dos interacciones en OWL24.0, punto en el cual se

identifico un conjunto auténtico que comprendia 5 secuencias.

CYCLINKINASE3

15

Motivo Il de subunidad reguladora de cinasa dependiente de ciclina - 2
EWRRLGVQQSLGWVH CKS2_XENLA 42 7
EWRNLGVQQSQGWVH CKS1_HUMAN 42 7
EWRRLGVQQSLGWVH CKS2_HUMAN 42 7
EWRRLGVQQSLGWVH CKS2_MOUSE 42 7
EWRSIGVQQSHGWIH CKS1_PATVU 42 7
EWRSIGVQQSRGWIH CKSI_DROME 41 7
EWRGLGVQQSQGWVH CKSI_PHYPO 42 7
EWRQLGVQQSQGWVH CKS1_LEIME 67 7
EWRAIGVQQSRGWVH 023249 40 7
EWRGLGITQSLGWQH 060191 73 16
EWRGLGITQSLGWEM CKS1_SCHPO 69 16
EWRGLGITQSLGWEH CKSI_YEAST 73 16
EWRSLGIQQSPGWMH CKSI_CAEEL 44 7

FIRMA DE RECEPTOR ACTIVADO POR PROLIFERADOR DE PEROXISMAS (RECEPTOR NUCLEAR 1C)

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: rheu.cd.215rev.1.736

PROXISOMEPAR _7: dominio 1 de 1, de 721 a 733: puntuacion 8,0, E = 5,7

*->KtEtdasLHPLLg<-*
K + sLHPLL

rheu.cd. 2l 121 KVOAGHSLHPLLS 733
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gc; PROXISOMEPAR

gx; PR01288

gn; COMPUESTO(7)

ga; 19-FEB-2000

gt; Firma de receptor activado por proliferador de peroxismas (receptor nuclear 1C)
gp; PRINTS; PR00398 STRDHORMONER; PR00047 STROIDFINGER

gp; PRINTS; PR01289 PROXISOMPAAR; PR01290 PROXISOMPABR; PR01291 PROXISOMPAGR
gr; 1. NUCLEAR RECEPTORS NOMENCLATURE COMMITTEE

gr; A unified nomenclature system for the nuclear receptor superfamily.

gr; CELL 97 161-163 (1999).

gr; 2. NISHIKAWA, J-1., KITAURA, M., IMAGAWA, M. Y NISHIHARA, T.

gr; Vitamin D receptor contains multiple dimerisation interfaces that

gr; are functionally different.

gr; NUCLEIC ACIDS RES. 23(4) 606-611 (1995).

gr; 3.DEVOS, P.,, SCHMITT, J., VERHOEVEN, G. Y STUNNENBERG, G.

gr; Human androgen receptor expressed in HelLa cells activates transcription

gr; in vitro.

gr; NUCLEIC ACIDS RES. 22(7) 1161-1166 (1994).

gr; 4.KREY, G., KELLER, H., MAHFOUDI, A., MEDIN, J., OZATO, K., DREYER, C.
gr; Y WAHLI, W.

gr; Xenopus peroxisome proliferator activated receptors: genomic organization,

gr; response element recognition, heterodimer formation with retinoid X receptor

gr; and activation by fatty acids.

gr; J.STEROID BIOCHEM.MOL.BIOL. 47 65-73 (1993).

gr; 5.DREYER, C., KREY, G., KELLER, H., GIVEL, F., HELFTENBEIN, G.

gr; Y WAHLI, W.

gr; Control of the peroxisomal beta-oxidation pathway by a novel family of

gr; nuclear hormone receptors.

gr; CELL 68 879-887 (1992).
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Los receptores de esteroides o de hormonas nucleares (NR) forman una superfamilia
importante de reguladores de la transcripciéon que estan implicados en funciones fisiolégicas
ampliamente diversas, incluyendo el control del desarrollo embrionario, la diferenciacion
celular y la homeostasia [1]. Los miembros de la superfamilia incluyen los receptores de
hormonas esteroideas y los receptores para hormonas tiroideas, retinoides, 1,25-dihidroxi-
vitamina D3 y varios ligandos diferentes. Las proteinas funcionan como moléculas diméricas
en los nucleos para regular la transcripcion de genes diana de una manera sensible al
ligando [2,3]. Ademas de los dominios de union a ligando C-terminales, estos receptores
nucleares contienen un dedo de cinc N-terminal altamente conservado que media la unién
especifica a secuencias de ADN diana, denominados elementos sensibles a ligando. En
ausencia de ligando, se cree que los recetores de hormonas esteroideas se asocian
débilmente con componentes nucleares; la uniéon a hormonas aumenta en gran medida la
afinidad del receptor.

Los NR son extremadamente importantes en investigacion médica, estando implicado un
gran numero de estos en enfermedades tales como cancer, diabetes, sindromes de
resistencia a hormonas, etc. [1]. Aunque varios NR actian como factores de transcripcion
inducibles por ligando, muchos aun no tienen un ligando definido y por consiguiente, se les
denomina receptores "huérfanos". Durante la Ultima década, se han descrito mas de 300
NR, muchos de los cuales se encuentran huérfanos, que no pueden nombrarse facilmente
debido a las confusiones de nomenclatura actual en la bibliografia. Sin embargo,
recientemente se ha introducido un nuevo sistema en un intento de racionalizar el conjunto
de nombres cada vez mas complejo usado para describir a miembros de superfamilias [1].
Los receptores activados por proliferador de peroxisomas (PPAR) son factores de
transcripcion activados por ligando que pertenecen a la superfamilia de receptores de
hormonas nucleares. Se han aislado tres ADNc que codifican PPAR de Xenopus laevis:
xPPAR alfa, beta y gamma [4]. Los tres xPPAR parecen estar activados tanto por
proliferadores de peroxisomas sintéticos como por acidos grasos de origen natural, lo que
sugiere un modo de accion comun para todos los miembros de esta subfamilia de
receptores [4]. Ademas, la multiplicidad de los receptores sugiere la existencia de vias de
sefializacion celular hasta ahora desconocidas para xenobioticos y supuestos ligandos
enddgenos [5].

PROXISOMEPAR es una huella de 7 elementos que proporciona una firma para receptores
activados por proliferador de peroxisomas. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de
11 secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan
practicamente la longitud completa del alineamiento, centrandose en aquellas secciones
que caracterizan a la familia PPAR, pero que los distingue del resto de la superfamilia de
receptores de hormonas esteroides - los motivos 1y 2 se encuentran en C-terminal
respecto del dominio de dedo de cinc; y los motivos 3-7 abarcan el supuesto dominio de
union a ligando. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron tres interacciones en
SPTR37_10f, punto en el cual se identificé un conjunto auténtico que comprendia 19
secuencias. También se encontré una sola coincidencia parcial de humano, el receptor
activado por proliferador de peroxisomas beta de Xenopus, PPAS XENLA, que no llega a
coincidir con el primer motivo.

PROXISOMEPAR?7

13

Motivo VII de receptor activado por proliferador de peroxisomas - 3
KTETDMSLHPLLQ 018924 486 16
KTETDMSLHPLLQ Q15832 486 16
KTETDMSLHPLLQ PPAT_HUMAN 456 16
KTETDMSLHPLLQ 062807 485 16
KTETDMSLHPLLQ 018971 486 16
KTETDMSLHPLLQ PPAT_RABIT 456 16
KTETDMSLHPLLQ 077815 485 16
KTETDMSLHPLLQ 088275 456 16
KTETDMSLHPLLQ PPAT_MOUSE 456 16
KTETDMSLHPLLQ Q15180 487 16
KTEADMCLHPLLQ PPAT_XENLA 458 16
KTETDAALHPLLQ PPAR_XENLA 455 16
KTESDAALHPLLQ PPAR_HUMAN 449 16
KTESDAALHPLLQ PPAR_RAT 449 16
KTESDAALHPLLQ PPAR_MOUSE 449 16
KTETETSLHPLLQ PPAS_HUMAN 422 16
KTESDAALHPLLQ PPAR_CAVPO 448 15
KTESETLLHPLLQ PPAS_MOUSE 421 16
KTESETLLHPLLQ Q62879 421 16
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FIRMA DE RECEPTOR ML MUSCARINICO

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints, hmm

Archivo de secuencia: rheu.cd.215rev.1.736

MUSCRINICM1R 4: dominio 1 de 2, de 161 a 177: puntuacién 0,9, E = 98
*—>KmPmvDpEAgAPtKgqPPk<-*

K B vD g t gPF

rheu.cd.21 161 KHPTVDEMVQINT-QPPE 177
gc; MUSCRINICM1R
gx; PRO00538

gn; COMPUESTO(6)

ga; 01-JUN-1996; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

gt; Firma de receptor Ml muscarinico

gp; PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00248 GPCRMGR
gp; PRINTS; PR00249 GPCRSECRETIN; PR00250 GPCRSTE2; PR00899 GPCRSTE3
gp; PRINTS; PR00251 BACTRLOPSIN

gp; PRINTS; PR00243 MUSCARINICR; PR00539 MUSCRINICM2R; PR00540 MUSCRINICM3R
gp; PRINTS; PR00541 MUSCRINICM4R; PR00542 MUSCRINICM5R

gp; INTERPRO; IPR002228

gr; 1. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; Fingerprinting G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 7(2) 195-203 (1994).

gr; 2. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; G protein-coupled receptor fingerprints.

gr; 7TM, VOLUMEN 2, EDS. G.VRIEND Y B.BYWATER (1993).

gr; 3. BIRNBAUMER, L.

gr; G proteins in signal transduction.

gr;  ANNU.REV.PHARMACOL.TOXICOL. 30 675-705 (1990).

gr; 4.CASEY, P.J.Y GILMAN, A.G.

gr; G protein involvement in receptor-effector coupling.

gr; J.BIOL.CHEM. 263(6) 2577-2580 (1988).

gr; 5. ATTWOOD, T.K. Y FINDLAY, J.B.C.

gr; Design of a discriminating fingerprint for G protein-coupled receptors.

gr; PROTEIN ENG. 6(2) 167-176 (1993).

gr; 6. KERLAVAGE, A.R., FRASER, C.M., CHUNG, F-Z. Y VENTER, J.C.

gr; Molecular structure and evolution of adrenergic and cholinergic receptors.

gr; PROTEINS 1 287-301 (1986).

gr; 7.WATSON, S. Y ARKINSTALL, S.

gr; Acetylcholine

gr; EN THE G PROTEIN-LINKED RECEPTOR FACTSBOOK, ACADEMIC PRESS, 1994, PP.7-18.

57



ES 2 685 605 T3

gd; Los receptores acoplados a proteina G (GPCR) constituyen una vasta familia de proteinas
gd; que abarca una gran variedad de funciones (incluyendo diversos procesos autocrinos,

gd; paracrinos y endocrinos). Muestran una considerable diversidad a nivel de secuencia, que
gd; puede usarse como base para separarlas en distintos grupos. Se usa el término clan para
gd; describir las GPCR, ya que abarcan un grupo de familias para las que hay indicaciones de
gd; relacién evolutiva, pero entre las cuales no hay una similitud estadisticamente significativa
gd; en su secuencia [1,2]. Los miembros del clan conocidos en la actualidad incluyen las

gd; GPCR similares a rodopsina, las GPCR similares a secretina, los receptores de AMPc, los
gd; receptores de feromonas de emparejamiento fungico y la familia de receptor de glutamato
gd; metabotrépico.

gd; Las GPCR similares a rodopsina representan por si mismas una familia de proteinas

gd; ampliamente diseminada que incluye receptores de hormonas, neurotransmisores y de
gd; luz, todos los cuales transducen sefiales extracelulares mediante su interaccion con

gd; proteinas de unién a nucleétidos guanina (G). Aunque sus ligandos activadores varian

gd; ampliamente en su estructura y caracter, las secuencias de aminoacidos de los

gd; receptores son muy similares y se cree que adoptan un armazoén estructural comudn que
gd; comprende 7 hélices transmembrana (TM) [3-5].

gd; Los receptores muscarinicos de acetilcolina, presentes en el sistema nervioso central, las
gd; neuronas motoras de la médula espinal y los preganglios autbnomos, modulan una serie
gd; de funciones fisiolégicas, incluyendo las contracciones del musculo liso de las vias

gd; respiratorias, el ojo e intestinal; la frecuencia cardiaca; y las secreciones glandulares. Los
gd; receptores median la atenuacion de la adenilato ciclasa, la activacion de canales de calcio
gd; vy potasio y la renovacion del fosfatidil inositol [6]. Esta diversidad puede ser el resultado
gd; de la aparicion de multiples subtipos de receptor (de los cuales, en la actualidad se

gd; conocen 5, denominados Ml a M5), que se han clasificado basandose en las diferencias
gd; observadas en la unién de ligandos a receptores en membranas de diversos tejidos.

gd; Elreceptor Ml se encuentra a altos niveles en células neuronales del SNC; es

gd; particularmente abundante en la corteza cerebral y el hipocampo [7]. Su distribucién se
gd; solapa en gran medida con la de los subtipos M3 y M4. En la periferia, los receptores Ml
gd; se encuentran en los ganglios auténomos y ciertas glandulas secretoras y también se

gd; encuentran en lineas celulares. No se ha descrito ningiin agonista auténticamente

gd; selectivo [7].

gd; MUSCRINICM1R es una huella de 6 elementos que proporciona una forma para los

gd; receptores MI muscarinicos. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 4

gd; secuencias: los motivos se representaron a partir de secciones conservadas dentro de
gd; cada bucle o las regiones N y C-terminales, centrandose en aquellas areas del

gd; alineamiento que caracterizan a los receptores MI, pero que los distinguen del resto de
gd; la familia de receptores muscarinicos - el motivo 1 se encuentra en el extremo N-

gd; terminal; los motivos 2-5 abarcan el tercer bucle citoplasmico; y el motivo 6 se encuentra
gd; en el extremo C-terminal. Para alcanzar la convergencia se necesité una sola

gd; interaccion en OWL28.0, sin identificar secuencias adicionales mas alla del conjunto de

gd; inicio.

fc; MUSCRINICM1R4

fl. 18

ft;  Motivo IV de receptor Ml muscarinico - 2

fd; KMPMVDPEAQAPTKQPPR ACMI_HUMAN 303 3
fd; KMPMVDPEAQAPTKQPPK ACM1_MOUSE 303 3
fd; KMPMVDSEAQAPTKQPPK ACMI_RAT 303 3
fd; KMPMVDPEAQAPTKQPPR ACM1_MACMU 303 3
fd; KMPMVDPEAQAPAKQPPR ACM1_PIG 303 3

FIRMA DE RECEPTOR DE TIPO B2 DE ACIDO GAMMA-AMINOBUTIRICO METABOTROPICO (GABA)
transcrito zc35s.B3.3e.172:
GABAB2RECPTR_1: dominio 1 de 1, de 111 a 129: puntuacién 5,9, E = 6,4
*=>LAPGAWGWaRGAFPRPPPes<-~
+ P W + F+PPPs+
zCc35s5.B3.3 111 VGPEOWLFPERKFKPFPSA 129

gc; GABAB2RECPTR
gx; PRO01178

gn; COMPUESTO(13)
ga; 18-SEP-1999
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fl;
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Firma de receptor de tipo b2 de acido gamma-aminobutirico metabotrépico

PRINTS; PR00237 GPCRRHODOPSN; PR00247 GPCRCAMP; PR00249 GPCRSECRETIN
PRINTS; PR00250 GPCRSTE2; PR00899 GPCRSTE3; PR00251 BACTRLOPSIN

RINTS; PR00592 CASENSINGR; PR00593 MTABOTROPICR

PRINTS; PR01176 GABABRECEPTR; PR01177 GABAB1RECPTR

INTERPRO; IPR002457

1. KAUPMANN, K., HUGGEL, K., HEID, J., FLOR, P.J., BISCHOFF, S., MICKEL, S.J.,
MCMASTER, G., ANGST, C., BITTIGER, H., FROESTL, W. Y BETTLER, B.

Expression cloning of GABA(B) receptors uncovers similarity to metabotropic

glutamate receptors.

NATURE 386 239-246 (1997).

2. KAUPMANN, K., SCHULER, V., MOSBACHER,, J, BISCHOFF, S., BITTIGER, H., HEID, J.,
FROESTL, W., LEONHARD, S., PFAFF, T., KARSCHIN, A. Y BETTLER, B.

Human gamma-aminobutyric acid type B receptors are differentially expressed and regulate inwardly
rectifying K+ channels.

PROC.NATL.ACAD.SCI.U.S.A. 95(25) 14991-14996 (1998),

3. WHITE, J.H., WISE, A., MAIN, M.J., GREEN, A., FRASER, N.J., DISNEY, G.H., BARNES, A A,
EMSON, P., FOORD, S.M. Y MARSHALL, F.H.

Heterodimerization is required for the formation of a functional GABA(B)

receptor.

NATURE 396 679-82 (1998).

GABA (acido gamma-aminobutirico) es el principal neurotransmisor inhibidor en el
cerebro y sefializa a través de sistemas receptores ionotrépicos

(GABA(A)/GABA(C)) y metabotrépicos (GABA(B)) [1]. Se han clonado receptores
GABA(B) y los experimentos de marcaje de fotoafinidad sugieren que

corresponden a dos formas de receptor altamente conservadas en el sistema
nervioso de vertebrados [1].

Los receptores GABA(B) estan implicados en el refinado de la transmision sinaptica
inhibidora [2]. Los receptores presinapticos inhiben la liberaciéon de neurotransmisores
regulando negativamente los canales de Ca2+ activados por alto voltaje, mientras que
los receptores prosinapticos reducen la excitabilidad neuronal activando una
prominente conductancia hacia dentro rectificadora de K+ (Kir) que subyace a los
potenciales postsinapticos inhibidores [2]. Los receptores GABA(B) se acoplan
negativamente a la adenililo ciclasa y muestran similitud de secuencia con los
receptores metabotropicos para el neurotransmisor excitante, L-glutamato.

Se ha identificado un nuevo subtipo del receptor GABA(B) (GABA(B)R2) mediante
busquedas exhaustivas en la base de datos EST [3]. La exploracién con dos hibridos
de levadura ha demostrado que el nuevo subtipo forma heterodimeros con
GABA(B)R1 mediante una interaccion en sus colas C-terminales intracelulares [3]. Al
expresar GABA(B)R2 en células HEK293T, GABA(B)R1 se glucosila terminalmente y
se expresa en la superficie celular. La expresion conjunta de los receptores produce un
receptor GABA(B) completamente funcional en la superficie celular; este receptor se
une a GABA con un equivalente de alta afinidad al del receptor endégeno del cerebro
[3]. Dichos resultados indican que, in vivo, los receptores GABA(B) funcionales del
cerebro pueden ser heterodimeros de GABA(B)R1 y GABA(B)R2.

GABAB2RECPTR es una huella de 13 elementos que proporciona una firma para los
receptores GABA(B) de tipo 2. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 2
secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que
abarcan practicamente la longitud completa del alineamiento, centrandose en aquellas
secciones que caracterizan los receptores de tipo 2, pero que los distinguen del resto
de la familia de receptores GABA(B). Para alcanzar la convergencia se necesité una
sola interaccion en SPTR37 10f, sin identificar secuencias adicionales mas alla del
conjunto de inicio.

GABAB2RECPTR1

19

Motivo | de receptor GABAB2 - 1

LAPGAWGWARGAPRPPPSS 075899 35 35
LAPGAWGWTRGAPRPPPSS 088871 34 34

FIRMA DE ARGININA DESIMINASA

ARGDEIMINASE_6: dominio 1 de 1, de 57 a 75: puntuacion 8,0, E = 6,8

*->selsrGrggpromsmplvR<-*
5 L+rG g pr s pt+

zc35s.RB3.3 57 SPLGRGAGEPRRTSTPVAA 15
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gc;
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gn;
ga;
gt;
ap;
ap;
ap;
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ar;
ar;
ar;
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ar;
ar;
ar;
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ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
ar;
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ARGDEIMINASE

PRO 14 66

COMPUESTO(6)

08-JAN-2001

Firma de arginina desiminasa bacteriana

PRINTS; PRO0102 OTCASE

PFAM; PF02726 Arg deiminasa

INTERPRO; IPR003876

1. BROWN, D.M., UPCROFT, J.A., EDWARDS, M.R. Y UPCROFT, P.

Anaerobic bacterial metabolism in the ancient eukaryote Giardia duodenalis.
INT.J.PARASITOL. 28 149-64 (1998).

2. HARASAWA, R., KOSHIMIZU, K., KITAGAWA, M., ASADA, K. Y KATO, I.

Nucleotide sequence of the arginine deiminase gene of Mycoplasma hominis.
MICROBIOL.IMMUNOL. 36 661-665 (1992).

3. KANAOKA, M., KAWANAKA, C., NEGORO, T., FUKITA, Y., TAYA, K. Y AGUI, H.
Cloning and expression of the antitumor glycoprotein gene of Streptococcus pyogenes Su in
Escherichia coli.

AGRIC.BIOL.CHEM. 51 2641-2648 (1987).

4. DEGNAN, B.A,, PALMER, J.M., ROBSON, T., JONES, C.E., FISCHER, M., GLANVILLE, M.,
MELLOR, G.D., DIAMOND, A.G., KEHOE, M.A. Y GOODACRE, J.A.

Inhibition of human peripheral blood mononuclear cell proliferation by

Streptococcus pyogenes cell extract is associated with arginine

deiminase activity.

INFECT.IMMUN. 66 3050-3058 (1998).

La via de arginina dihidrolasa (AD) se encuentra en muchos procariotas y algunos de los
eucariotas primitivos, siendo un ejemplo de estos ultimos Giardia [1]. La via anaerdbica de
tres enzimas degrada la L-arginina para formar 1 mol de ATP, didxido de carbono y
amoniaco. En las bacterias mas simples, la primera enzima, arginina desiminasa, puede
suponer hasta un 10 % de la proteina celular total [1].

La arginina desiminasa cataliza la conversién de la L-arginina en L-citrulina y amoniaco.
Ademas de producir energia mediante ATP, el amoniaco también sirve para proteger a la
bacteria contra el dafio por acidos y la citrulina generada puede usarse en ofras vias
biosintéticas [2]. También se ha demostrado que una glucoproteina acida estreptocdcica
(SAGP) funciona como arginina desiminasa [3].

Recientemente, se ha descubierto otra funcién de esta enzima [4]. Tiene un potente efecto
antitumoral y puede inhibir la proliferacién de células mononucleares de sangre periférica
estimulada por antigenos, superantigenos o mitégeno [4].

Otra funcién de la proteina puede ser inhibir la proliferaciéon celular mediante la detencién
del ciclo celular y la induccién de la apoptosis. Por lo tanto, se ha barajado la hipdtesis de
que podria usarse arginina desiminasa recombinante como nuevo agente antitumoral [4].
ARGDEIMINASE es una huella de 6 elementos que proporciona una firma para la familia
de proteinas de arginina desiminasa bacterianas. La huella se obtuvo de un alineamiento
inicial de 4 secuencias: los motivos se representaron a partir de regiones conservadas que
abarcan la longitud completa del alineamiento (~430 aminoacidos). Para alcanzar la
convergencia, se necesitaron dos interacciones en SPTR37_10f, punto en el cual se
identificd un conjunto auténtico que comprendia 13 secuencias. También se encontraron
tres coincidencias parciales: P75475 y P75474 son arginina desiminasas de Mycoplasma
pneumoniae que coinciden con los tres primeros y los tres ultimos motivos,
respectivamente; una Q48294 es una arginina desiminasa de Halobacterium salinarium
que coincide con los motivos 2 y 6.

ARGDEIMINASEG
19
Motivo VI de arginina desiminasa bacteriana - 2
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fd; SELSRGRGGPRCMSMPLIR 051896 388 8
fd; SELSRGRGGPRCMSMPLIR Q46254 392 8
fd; SELVRGRGGPRCMSMPFER SAGP_STRPY 389 8
fd; SELSRGRGGPRCMSMSLVR 051781 389 8
fd; GELSRGRGGPRCMSMPLYR 086131 391 8
fd; SELSRGRGGPRCMSMPLVR 053088 388 8
fd; SELGRGRGGGHCMTCPIVR ARCA_PSEAE 394 8
fd; NQLSLGMGNARCMSMPLSR ARCA_MYCHO 385 8
fd; SELGRGRGGGHCMTCPIWR 031017 387 8
fd; NQLSLGMGNARCMSMPLSR ARCA_MYCAR 386 8
fd; GELGRGRGGGHCMTCPIVR ARCA_PSEPU 397 8
fd; SELGTGRGGPRCMSCPAAR 005585 381 8
fd; SELSRGPSGPLEMVCSLWR ARCA_MYCPN 419 8

ES 2 685 605 T3

REPETICION DE FACTOR DE CRECIMIENTO OPIOIDE

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine

Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: pfam.hmm

Archivo de secuencia: zc37.B9.2de.p2

OGFr lll: dominio 1 de 1, de 186 a 207: puntuacion 8,2, E = 3,6

*—>gPgsELtPGPrPA. .GParDERPAE<-*

4+ LP P PA +GP+r +F E

RAARSTEPVETPALrGPTRQDPGE

zc3i7.B9. 2d 1856 207
#=GE ID OGFr_lll

#=GF AC PF04680.5

#=GF DE Repeticion de factor de crecimiento opioide

#=GF Pl OGFr_repeat;

#=GF AU Waterfield DI, Finn RD

#=GF SE Pfam-B_4529 (compilacion 7.5)

#=GF GA 33,30 0,00; 25,00 25,00;

#=GF TC 40,70 0,30; 28,20 35,60;

#=GF NC 30,90 18,10; 17,10 16,10;

#=GF TP  Repeticién

#=GF BM hmmbuild -FHMM _Is.ann SEED.ann

#=GF BM hmmcalibrate —seed 0 HMM _Is

#=GF BM hmmbuild -f -FHMM fs.ann SEED.ann

#=GF BM hmmcalibrate —seed 0 HMM _fs

#=GF AM globalfirst

#=GF RN [1]

#=GF RM 11890982

#=GF RT The biology of the opioid growth factor receptor (OGFr).
#=GF RA Zagon IS, Verderame MF, McLaughlin PJ;

#=GF RL Brain Res Brain Res Rev 2002;38:351-376.

#=GF DR INTERPRO; |PR006770;

#=GF CC Repeticion rica en prolina encontrada Unicamente en el receptor de factor de
#=GF CC crecimiento opioide [1].

FIRMA DE MOLECULA DE ADHESION CD36

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)

Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine Distribuido libremente bajo la licencia
publica general GNU (GPL)

Archivo HMM: prints.hmm

Archivo de secuencia: zc3rll.B4.10d.p1

CD36ANTIGEN_3: dominio 1 de 1, de 11 a 29: puntuacién 6,3, E=7,7
*—>WiFDvgnPdevaknsskikvkgR<-*

vg Pte s5+ +v+gR
===NVQDPEE-QNESSRFRVOOR 29

zc3rll. B4, 11

gc; CD36ANTIGEN

gx; PRO01610

gn; COMPUESTO(13)

ga; 23-DEC-2001

gt; Firma de molécula de adhesion CD36

61



ES 2 685 605 T3

PRINTS; PRO1609 CD36FAMILY; PR01611 LIMPII

MIM; 173510

1. OKUMURA, T. Y JAMIESON, G.A.

Platelet glycocalicin. Orientation of glycoproteins on the human platelet surface.
J.BIOL.CHEM. 251 5944-5949 (1976).

2. NICHOLSON, A.C., FEBBRAIO, M., HAN, J., SILVERSTEIN, R.L. Y HAJJAR,
D.P.

CD36 in atherosclerosis. The role of a class B macrophage scavenger receptor.
ANN.N.Y.ACAD.SCI. 902 128-131 (2000).

3. SILVERSTEIN, R.L. Y FEBBRAIO, M.

CD36 and atherosclerosis.

CURR.OPIN.LIPIDOL. 11 483-491 (2000).

4. SAVILL, J., HOGG, N., REN, Y. Y HASLETT, C.

Thrombospondin cooperates with CD36 and the vitronectin receptor in macrophage
recognition of neutrophils undergoing apoptosis.

J.CLIN.INVEST. 90 1513-1522 (1989).

5. TANDON, NN., KRALISZ, U. Y JAMIESON, GA.

Identification of glycoprotein IV (CD36) as a primary receptor for platelet-collagen
adhesion.

J.BIOL.CHEM. 264 7576-7583 (1989).

6. MCGREGOR, J.L., CATIMEL, B., PARMENTIER, S., CLEZARDIN, P.,
DECHAVANNE, M. Y LEUNG, L.L.

Rapid purification and partial characterization of human platelet glycoprotein Illb.
Interaction with thrombospondin and its role in platelet aggregation.
J.BIOL.CHEM. 264 501-506 (1989).

7. BARNWELL, J.W., ASCH, A.S., NACHMAN, R.L., YAMAYA, M., AIKAWA, M. E
INGRAVALLO, P.

A human 88-KD membrane glycoprotein (CD36) functions in vitro as a receptor for
a cytoadherence ligand on Plasmodium falciparum-infected erythrocytes.
J.CLIN.INVEST. 84 765-772 (1989).

8. BULL, H.A., BRICKELL, P.M. Y DOWD, P.M.

Src-related protein tyrosine kinases are physically associated with the surface
antigen CD36 in human dermal microvascular endothelial cells.

FEBS LETT. 351 41-44 (1994).

9. MIYAOKA, K., KUWASAKO, T., HIRANO, K., NOZAKI, S., YAMASHITA, S.

Y MATSUZAWA, Y.

CD36 deficiency associated with insulin resistance.

LANCET 357 686-687 (2001).

CD36 es una glucoproteina transmembrana altamente glucosilada de 88 kda [1]
expresada por monocitos, macrofagos, plaquetas, células endoteliales microvasculares
y el tejido adiposo [2], Es un receptor multifuncional que se une a LDL oxidadas
(OxLDL), acidos grasos de cadena larga, fosfolipidos anionicos, células apoptdticas,
trombospondina (TSP), colageno y eritrocitos infectados por Plasmodium falciparum [2].
CD36 tiene numerosas funciones celulares. Es un receptor depurador de tipo B,
que desempefia un papel importante en la captacion de OxLDL por los macréfagos
[3]. Después, los macréfagos ricos en lipidos se diferencian en células espumosas
y contribuyen a la formacion de lesiones ateroescleréticas [3]. Ademas, CD36 de
macrofagos, junto con TSP y la integrina alfa beta3, puede fagocitar a los
neutrofilos apoptéticos [4]. Ademas, la proteina es uno de los receptores de
colageno en la adhesion y agregacion plaquetaria [5,6]. CD36 también puede
mediar la citoadherencia de eritrocitos infectados por Plasodium falciparum al
endotelio de vénulas poscapilares de diferentes 6rganos [7]. Ademas, el CD36
citoplasmico desempefia un papel importante en la transduccion de sefiales,
interactuando con las tirosina cinasas de la familia Src [8]. La deficiencia de CD36
en las poblaciones asiatica y africana se ha asociado con resistencia a la insulina
[9].

CD36 es una huella de 13 elementos que proporciona una firma para las
moléculas de adhesion CD36. La huella se obtuvo de un alineamiento

inicial de 4 secuencias, centrandose en aquellas secciones que

caracterizan a las moléculas de adhesion a CD36 pero que las distinguen

del resto de la familia de CD36: el motivo 1 abarca el primer supuesto

dominio N-terminal TM; los motivos 2-12 se encuentran en el dominio
extracelular; y el motivo 13 abarca el segundo supuesto dominio C-

terminal TM. Para alcanzar la convergencia, se necesitaron dos

interacciones en SPTR40_18f, punto en el cual se identificé un conjunto

auténtico que comprendia 6 secuencias.
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bb;

fc; CD36ANTIGEN3

fl, 23

ft;  Motivo Ill de molécula de adhesion a CD36 - 2

fd; WVFDVQNPEEVAKNSSKIKVIQR CD36_RAT 65 18
fd; WIFDVQNPDDVAKNSSKIKVKQR CD36_MOUSE 65 18
fd; WIFDVQNPDEVTVNSSKIKVKQR D36 _BOVIN 65 18
fd; WIFDVQNPQEVMMNSSNIQVKQR D36 HUMAN 65 18
fd; WIFDVQNPDEVAVNSSKIKVKQR D36_MESAU 65 18
fd; WIFDVQNPEEVAKNSSKIKVKQR 035754 66 18

FIRMA DE PROTEINA PROTELIPIDICA DE MIELINA (PLP)

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright (C) 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

Archivo HHM: prints.hm
Archivo de secuencia: zc312.B11.20d.trrev4_8009.sreformat

MYELINPO_5: dominio 1 de 1, de 70 a 91: puntuacién -0,1, E = 9,3
*om GVWIGAIG Gy LGWWLLIVIY Ly <-*
IG ilGGY G VLL + +1 +
2c312.B611.70 MLSRIGGEY-GCVLLELKGLGWR 491

gc; MYELINPLP

gx; PR00214

gn; COMPUESTO (7)

ga; 11-JUL-1994; ACTUALIZADO 07-JUN-1999

at; firma de proteina protelipidica de mielina (PLP)

gp; INTERPRO; IPR001614

gp; PROSITE: PS00575 MYELIN_PLP_1: PS01004 MYELIN_PLP_2
gp; BLOCKS; BL00575

gp; PFAM: PEQ1275 Myelin_PLP

ar; 1. SAKAMOTO, Y., KITAMURA, K., YOSHIMURA, K., NISHIJIMA, T. Y UYEMURA, K.
ar; Complete amino acid sequence of PO protein in bovine peripheral nerve

ar; myelin.

gar; J.BIOL.CHEM. 262 4208-4214 (1987).

ar; 2. SHAW, S.Y., LAURSEN, R.A. Y LEES, M.B.

ar; Identification of thiol groups and a disulfide crosslink site in bovine myelin

ar; proteolipid protein.

ar; FEBS LETT. 250 306-310 (1989).

gar; 3. DIEHL, H.H., SCHAICH, M., BUDZINSKI, R.M. Y STOFFEL, W.

ar; Individual exons encode the integral membrane domains of human myelin

ar; proteolipid protein.

ar; PROC.NATL.ACAD.SCI.U.S.A. 83 9807-9811 (1986).

ad; La vaina de mielina es una membrana multicapa, Unica en el sistema nervioso, que
ad; funciona como aislante para aumentar en gran medida la velocidad de la conduccion
gd; de impulsos axonales [1]. La proteina proteolipidica de mielina (PLP) es la principal
ad; proteina encontrada en la vaina de los nervios del sistema nervioso central [2].

ad; Traspasa 4 veces la membrana [3] y se cree que esta implicada en | formacion o el
ad; mantenimiento de la estructura multilamelar. La proteina contiene varios restos de

gd; cisteina, algunos implicados en la formacion de enlaces disulfuro, estando otros

ad; palmitoilados [2]. Las mutaciones en PLP dan como resultado trastornos neurolégicos,
ad; tales como la enfermedad de Pelizaeus-Merzbacher en seres humanos, 'jimpy' en

ad; ratones y 'perro temblador' en perros.

ad; MYELINPLP es una huella de 7 elementos que proporciona una firma para las

ad; proteinas proteolipidicas de mielina. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de
gd; 4 secuencias: los motivos 1, 2, 5 y 7 codifican los 4 dominios transmembrana (TM) - el
gd; motivo 4 incluye la region codificada por el patron MYELIN_ PLP_1 (PS00575) de

ad; PROSITE, que esta ubicada entre los segmentos segundo y tercero TM y contiene 2
ad; restos de Cys que estan palmitoilados; el motivo 7 incluye parte de la region

gd; codificada por el patron MYELIN_PLP_2 (PS01004) de PROSITE. Para alcanzar la
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ad; convergencia, se necesitaron dos interacciones en OWL23.2, punto en el cual se
gd; identificé un conjunto auténtico que comprendia 9 secuencias. También se

ad; encontraron varias coincidencias parciales, todas las cuales son mutantes de

gd; eliminacion o fragmentos de PLP de mielina.

gd; Una actualizacion en SPTR37_9f identificé un auténtico grupo de 8 secuencias y 9
ad; coincidencias parciales.

CHLAMIDIAOM

HMMER 2.3.2 (Oct 2003)
Copyright © 1992-2003 HHMI/Washington University School of Medicine
Distribuido libremente bajo la licencia publica general GNU (GPL)

HMMfile: prints.hmm
Archivo de secuencia: rheu.cd.212rp.365 22305.sreformat

CHLAMIDIAOM3_3: dominio 1 de 1, de 88 a 100: puntuacién 4,6, E= 9,7
FonCpswPsCskpoGe-*

CHY:Ck. G

rhew. Cd.21 88 CTGYTEFCAKYTG 100

ar; 3. BACHMAIER, K., NEU, N., DE LA MAZA, L M., PAL, S., HESSEL, A. Y
ar; PENNINGER, J.M.

ar; Chlamydia infections and heart desease linked through antigenic mimicry

ar; SCIENCE 283 1335-1339 (1999).

bb;

bb;

gd; La proteina rica en tres cisteinas (que también se cree que es una

ad; lipoproteina) forma la matriz extracelular de la membrana externa de

gd; Chlamydia [1]. Estan implicadas en la integridad estructural esencial de

gd; la fase tanto de cuerpo elemental (EB) como de cuerpo reticulado (RB).

ad; Ya que estas bacterias carecen de la capa de peptidoglucano comun

ad; para la mayoria de microbios gramnegativos, dichas proteinas son muy

ad; importantes en la patogenicidad del organismo.

gd; La mayor de estas es la proteina principal de la membrana externa (MOMP) y
ad; supone aproximadamente un 60 % de la proteina total de la membrana [2],
gd; OMP2 es la segunda mas grande, con una masa molecular de S8kDa,

gd; mientras que la proteina OMP3 tiene ~15kDa [1]. Se cree que MCMP

ad; desencadena la respuesta inmunitaria mas fuerte y recientemente se ha

ad; relacionado con la enfermedad cardiaca por su similitud de secuencia con
gd; una alfa miosina especifica de musculo cardiaco murino [3].

ad; La familia OMP3 desempefia un papel estructural en la membrana

gd; externa durante la etapa EB de la célula de Chlamydia y diferentes

ad; variantes biolégicas muestran un pequefio, aunque muy significativo,

gd; cambio a nivel de carga del péptido [1]. Los miembros de esta familia

gd; incluyen C. trachomatis, C.pneumoniae y C.psittaci.

ad; CHLAMIDIAOMS3 es una huella de 3 elementos que proporciona una firma para
gd; la familia de proteina 3 de la membrana externa rica en cisteina (OMP3) de
ad; Chlamydia. La huella se obtuvo de un alineamiento inicial de 3 secuencias: los
ad; motivos se representaron a partir de regiones conservadas que abarcan la
ad; longitud completa del alineamiento (~90 aminoacidos). Para alcanzar la

ad; convergencia, se necesitaron dos interacciones en SPTR37_10f, punto en el
gd; cual se identificé un conjunto auténtico que comprendia 8 secuencias.

La presente invencion también se refiere a un cebador oligonucleotidico que comprende o consiste en parte de un
poli(acido nucleico) como se ha definido anteriormente, siendo dicho cebador capaz de actuar como cebador para
secuenciar de manera especifica o amplificar de manera especifica el poli(acido nucleico) de HCR de virus TT de la
invencion y las secuencias de ADN celular (del hospedador).

El término "cebador" se refiere a una secuencia de oligonucleétido de ADN capaz de actuar como punto de inicio
para la sintesis de un producto de extensién de cebador que es complementario a la hebra de acido nucleico que se
va a copiar. La longitud y la secuencia del cebador ha de ser tal que permita el cebado de la sintesis de los
productos de extension. Preferentemente, el cebador tiene aproximadamente 5-50 nucleétidos. La longitud y
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secuencia especificas dependeran de la complejidad de las dianas de ADN o ARN necesarias, asi como las
condiciones de uso del cebador, tales como la temperatura y la fuerza iénica.

El hecho de que los cebadores de amplificacion no tengan que coincidir exactamente con la secuencia de molde
para garantizar una amplificaciéon adecuada se ha documentado ampliamente en la bibliografia. El procedimiento de
amplificacion usado puede ser reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en cadena de la ligasa (LCR),
amplificacion basada en la secuencia de acido nucleico (NASBA), sistemas de amplificacion basados en
transcripcion (TAS), amplificacion por desplazamiento de hebra (SDA) o amplificacion mediante Q8 replicasa o
cualquier otro procedimiento adecuado para amplificar moléculas de acido nucleico usando extension de cebadores.
Durante la amplificaciéon, pueden marcarse de manera conveniente los productos amplificados usando cebadores
marcados o incorporando nucleétidos marcados.

Los marcadores pueden ser isotopicos (32P, 35S, etc.) o no isotdpicos (biotina, digoxigenina, etc.). La reaccion de
amplificacion se repite entre 20 y 70 veces, ventajosamente entre 25 y 45 veces.

Puede usarse cualquiera de una serie de reacciones de secuenciacién conocidas en la técnica para secuenciar
directamente la informaciéon genética virica y determinar el ORF traduciendo la secuencia de la muestra en la
secuencia de aminoacidos correspondiente. Las reacciones de amplificacion ilustrativas incluyen las basadas en
técnicas desarrolladas por Sanger o Maxam y Gilbert. También se contempla que puedan utilizarse una serie de
procedimientos de secuenciacion automatizados cuando se llevan a cabo los presentes ensayos, incluyendo
secuenciacion por espectrometria de masas (véase, por ejemplo: la publicacion PCT WO 94/16101). Sera evidente
para un experto en la materia que, por ejemplo, la aparicién de solo dos o tres bases de nucleétidos ha de
determinarse en la reaccion de secuenciacion.

Preferentemente, estos cebadores tienen de 5 a 50 nucledtidos de longitud, mas preferentemente, de
aproximadamente 10 a 25 nucledtidos. Los mas preferidos son cebadores que tienen una longitud de al menos 13
bases. Preferentemente, un cebador desvelado en el presente documento tiene una secuencia de nucleétidos como
la mostrada en la tabla 2.

Tabla 2

Cebadores usados para generar genomas de VTT-HD completos y genomas subviricos de yVTT-HD
mediante amplificacion por PCR de larga distancia

VTT Cebador Numero de (Secuencia
nucleétidos
VTT-jt34f (n.°de  |jt34f-1s 223-247 5-GGCCGGGCCA TGGGCAAGGC TCTTA-3
ref. AB064607)
jt34f-2as  [195-222 5-AGTCAAGGGG CAATTCGGGC TCGGGACT-¥
jt34f-5s 205-222 5-CAATTCGGGC TCGGGACT-¥
jt34f-6as  [186-204 5-ACACACCGCA GTCAAGGGG-3
jt34f-7s 205-223 5-CAATTCGGGC TCGGGACTG-3
jt34f-8as  [181-204 5-AGTTTACACA CCGCAGTCAA GGGG-Y

VTT-HD1 (n.°de  [th25-1s 126-156 5 -CCGCAGCGAG AACGCCACGG
ref. AJ620222) AGGGAGATCC T-3'

(th25-2as  [95-125 5"-ACTTCCGAAT GGCTGAGTTT TCCACGCCCG
T-3'

V?/;'jggo(zné‘; de [tth8-1s 133-164 5-AGAGGAGCCA CGGCAGGGGA
ref. ) TCCGAACGTC CT-3
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(continuacion)

Cebadores usados para generar genomas de VTT-HD completos y genomas subviricos de yVTT-HD
mediante amplificacion por PCR de larga distancia

VTT Cebador Numero de [Secuencia
nucleotidos

tthe-2as  |102-132 5-CTTACCGACT CAAAAACGAC
GGGCAGGCGC C

VTT-HD4 (n°de  |tthd-1s 129-156 5.CAGCGAGAAC GCCACGGAGG GAGATCCT-
ref. AJ620226) 3

tth4-2as 101-128 5-GAATGGCTGA GTTTTCCACG CCCGTCCG-¥

VTT-t3pb (n.°de  [t3pb-1s 209-226 5-CAATTCGGGC ACGGGACT-3'*
ref. AF247138)

t3pb-2as 185-208 5-AGTTTACACA CCGAAGTCAA GGGG-3'

* A - La secuencia de VTT-t3pb tiene una T en esta posicion

La presente invencion también se refiere a una sonda oligonucleotidica que comprende o consiste en parte de un
poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado como se ha definido anteriormente, siendo dicha sonda capaz de
actuar como sonda de hibridacién para la deteccién especifica de un acido nucleico de VTT de acuerdo con la
invencion.

El término "sonda" se refiere a oligonucledtidos especificos de secuencia monocatenarios que tienen una secuencia
que es complementaria a la secuencia diana del poli(acido nucleico) de VTT que se va a detectar.

Preferentemente, estas sondas tienen de aproximadamente 5 a 50 nucledtidos de longitud, mas preferentemente, de
aproximadamente 10 a 25 nucleétidos. Las mas preferidas son sondas que tienen una longitud de al menos 13
bases.

La sonda puede estar marcada o unida a un soporte sélido.

La expresion "soporte sélido" puede referirse a cualquier sustrato al que pueda acoplarse a una sonda
oligonucleotidica, a condicion de que conserve sus caracteristicas de hibridacion y a condicion de que el nivel de
fondo de hibridacion permanezca bajo. Normalmente, el sustrato sdélido sera una placa de microtitulacion, una
membrana (por ejemplo, nilén o nitrocelulosa) o una microesfera (perla). Antes de la aplicacion a la membrana o de
la fijacion, puede ser conveniente modificar la sonda de acido nucleico para facilitar su fijacion o mejorar la eficacia
de la hibridacién. Dichas modificaciones pueden abarcar la adicion de colas de homopolimero, acoplamiento con
diferentes grupos reactivos, tales como grupos alifaticos, grupos NHj, grupos SH, grupos carboxilicos o
acoplamiento con biotina o haptenos.

Los oligonucledtidos de acuerdo con la presente invencion, usados como cebadores o sondas, también pueden
contener o consistir en analogos de nucleoétidos, tales como fosforotioatos, alquilfosforotioatos o acidos nucleicos
peptidicos o pueden contener agentes intercalantes. Estas modificaciones necesitaran adaptaciones respecto de las
condiciones en las que deberia usarse el oligonucledtido para obtener la especificidad y sensibilidad necesaria. Sin
embargo, los eventuales resultados seran esencialmente los mismos a los obtenidos con los oligonucleétidos no
modificados.

Puede ser ventajosa la introduccion de estas modificaciones para influenciar positivamente caracteristicas tales
como la cinética de hibridacion, la reversibilidad de la formacién de hibridos, estabilidad biolégica de las moléculas
de oligonucledtido, etc. Los poli(acidos nucleicos) de la invencion pueden estar comprendidos en una composicion
de cualquier tipo. Dicha composicion puede ser para uso diagnostico, terapéutico o profilactico.

En el presente documento también se desvelan variantes de secuencia de los poli(acidos nucleicos) seleccionados
de cualquiera de las secuencias de nucleodtidos con dichas variantes que contienen eliminaciones y/o inserciones de
uno o mas nucledtidos, especialmente inserciones o eliminaciones de 1 o mas codones, principalmente en las
extremidades de los oligonucleotidos (3’ o 5’) o sustituciones de algunos nucledtidos no esenciales por otros
(incluyendo nucleétidos modificados y/o inosina).
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Las secuencias de poli(acido nucleico) de VTT reorganizadas de acuerdo con la presente invencién que son
similares a las secuencias mostradas en la figura 1 pueden caracterizarse y aislarse de acuerdo con cualquiera de
las técnicas conocidas en la técnica, tales como amplificacion mediante cebadores especificos de secuencia,
hibridacion con sondas especificas de secuencia en condiciones mas o menos rigurosas, determinacion de
secuencia de la informacion genética de VTT, etc.

La presente invencion también se refiere a un vector de expresion recombinante que comprende un poli(acido
nucleico) de VTT reorganizado de la invencion como se ha definido anteriormente, ligado funcionalmente a
elementos de control de la transcripcion y traduccidn procariéticos, eucariéticos o viricos.

El término "vector" puede comprender un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial, un fago o un virus o un
animal transgénico no humano. Particularmente utiles para el desarrollo de vacunas pueden ser moléculas
recombinantes de virus TT, BCG o vectores adenoviricos, asi como virus recombinantes de la viruela aviar.

La expresién "expresado de forma recombinante" empleada en el contexto de la presente invencion, se refiere al
hecho de que los polipéptidos de la presente invencién se producen mediante procedimientos de expresion
recombinantes ya sea en procariotas o eucariotas inferiores o superiores, como se describe mas detalladamente a
continuacion.

La expresion "eucariota inferior" se refiere a células hospedadoras tales como levaduras, hongos y similares. Los
eucariotas inferiores son por lo general (pero no necesariamente) unicelulares. Eucariotas inferiores preferidos son
levaduras, particularmente especies dentro de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluiveromyces, Pichia (por
ejemplo, Pichia pastoris), Hansenula (por ejemplo, Hansenula polymorph), Schwanomyces, Schizosaccharomyces,
Yarowia, Zygosaccharomyces y similares. Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbegensis and K. lactis son los
hospedadores de levadura empleados mas comunmente, y son hospedadores fungicos convenientes.

La expresion "eucariota superior” se refiere a células hospedadoras obtenidas a partir de animales superiores, tales
como mamiferos, reptiles, insectos y similares. Células hospedadoras eucariotas superiores preferidas actualmente
se obtienen a partir de células de hamster chino (por ejemplo, CHO), mono (por ejemplo, COS y células Vero), rifién
de hamster bebé (BHK), rifion de cerdo (PK15), células de rifion de conejo 13 (RK13), la linea celular de
osteosarcoma humano 143 B, la linea celular humana HelLa y lineas celulares de hepatoma humano tales como Hep
G2, y lineas celulares de insecto (por ejemplo, Spodoptera frugiperda). Las células hospedadoras se pueden
proporcionar en cultivos en suspension o en matraz, cultivos de tejidos, cultivos de érganos y similares. Como
alternativa, las células hospedadoras también pueden ser animales transgénicos no humanos.

El término "procariotas" se refiere a hospedadores tales como E. coli, Lactobacillus, Lactococcus, Salmonella,
Streptococcus, Bacillus subtilis o Streptomyces. También estos hospedadores se contemplan dentro de la presente
invencion.

La expresion "célula hospedadora" se refiere a células que se pueden haber utilizado o se han usado como
receptores para un vector recombinante u otro polinucleétido de transferencia, e incluyen la progenie de la célula
original que se ha transfectado.

Se entiende que la progenie de una Unica célula parental puede que no sea necesariamente completamente idéntica
en la morfologia o en el complemento de ADN gendmico o total, a la parental original, debido a una mutacion o
recombinacién natural, accidental o deliberada.

El término "replicon" es cualquier elemento genético, por ejemplo, un plasmido, un cromosoma, un virus, un
césmido, etc., que se comporta como a una unidad auténoma de replicacién de polinucleétidos dentro de una célula,
es decir, es capaz de una replicacion bajo su propio control.

El término "vector" es un replicon que comprende ademas secuencias que proporcionan una replicacion y/o una
expresion de un marco de lectura abierto deseado.

La expresion "elemento de control" se refiere a secuencias de polinucleétidos que son necesarias para efectuar la
expresion de secuencias codificantes a las que estan ligadas. La naturaleza de tales secuencias de control difiere
dependiendo del organismo hospedador; en procariotas, tales secuencias de control incluyen generalmente un
promotor, un sitio de union al ribosoma, sitios de corte y empalme y terminadores; en eucariotas, generalmente, tales
secuencias de control incluyen promotores, sitios de corte y empalme, terminadores y, en algunos casos,
potenciadores. La expresion "elementos de control" se entiende que incluye, como minimo, todos los componen-tes
cuya presencia es necesaria para la expresion, y también pueden incluir componentes adicionales cuya presencia es
ventajosa, por ejemplo, secuencias lider que gobiernan la secrecion.

El término "promotor" es una secuencia de nucleétidos que se compone de secuencias de consenso que permiten la
unién de la ARN polimerasa con el molde de ADN, de manera que esa produccion de ARNm se inicia en el sitio
normal de iniciacion de la transcripcion para los genes estructurales adyacentes.

La expresion "ligado funcionalmente" se refiere a una yuxtaposicion en la que los componentes descritos de este
modo estan en una relacion que les permite actuar de la manera pretendida. Una secuencia de control "ligada
funcionalmente" a una secuencia codificante, esta ligada de tal manera que la expresion de la secuencia codificante
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se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

El segmento del ADN de VTT reorganizado que codifica la secuencia deseada insertada en la secuencia del vector,
se puede fijar a una secuencia sefial. Dicha secuencia sefial puede ser la que proviene de una fuente no VTT, pero
las estructuras artificiales particularmente preferidas de acuerdo con la presente invenciéon, contienen secuencias
sefial que aparecen en el genoma de VTT antes de los respectivos puntos de inicio de las proteinas.

Los eucariotas superiores se pueden transformar con vectores, o pueden estar infectados con un virus recombina-te,
por ejemplo, un virus vaccinia recombinante. Las técnicas y los vectores para la insercion de ADN extrafio en virus
vaccinia son bien conocidos en la técnica, y utilizan, por ejemplo, la recombinacién homologa. Una amplia variedad
de secuencias promotoras viricas, posiblemente secuencias terminadoras y secuencias de adicion de poli(A),
posiblemente secuencias potenciadoras y posiblemente secuencias de amplificacidon, todas necesarias para la
expresion en mamiferos, estan disponibles en la técnica. El virus vaccinia es particularmente preferido ya que el
virus vaccinia detiene la expresion de las proteinas de células hospedadoras. Para una vacunacion de los seres
humanos, la viruela aviar y el virus Ankara modificado (AMV) son vectores particularmente Uutiles.

También se conocen vectores de transferencia de expresion de insectos obtenidos a partir del baculovirus, virus de
la poliedrosis nuclear Autographa californica (AcNPV), que es un vector de expresion virica independiente auxiliar.
Los vectores de expresion obtenidos a partir de este sistema normalmente utilizan el potente promotor del gen de
polihedrina virica para dirigir la expresion de genes heterdlogos. Diferentes vectores asi como procedimientos para
la introduccion de ADN heterdlogo en el sitio deseado de baculovirus estan disponibles para el experto en la técnica,
para la expresion de baculovirus. También diferentes sefiales para una modificacién posterior a la traduccion,
reconocidas por células de insectos, son conocidas en la técnica.

La presente invencion también se refiere a una célula hospedadora tal y como se ha definido anteriormente,
transformada con un vector recombinante como se ha definido anteriormente.

La presente invencion también se refiere a un kit diagndstico para su uso en determinar la presencia de un poli(acido
nucleico) de virus TT de la invencién, comprendiendo dicho kit un cebador y/o una sonda de la invencién.

Como alternativa, la presente invencion también se refiere a un procedimiento para la deteccién de un poli(acido
nucleico) de VTT reorganizado de acuerdo con la invencion presente en una muestra bioldgica, que comprende: (a)
opcionalmente extraer una muestra de poli(acido nucleico), (b) amplificar el poli(acido nucleico) como se ha descrito
anteriormente con al menos un cebador como se ha definido anteriormente, opcionalmente un cebador marcado y
(c) detectar los poli(acidos nucleicos) amplificados.

La expresion "poli(acido nucleico)" también puede citarse como hebra de analito y corresponde a una molécula de
poli(acido nucleico) mono o bicatenaria.

El término "marcado” se refiere al uso de acidos nucleicos marcados. Esto puede incluir el uso de nucledtidos
marcados incorporados durante la etapa de polimerasa de la amplificacion o cebadores marcados o mediante
cualquier otro procedimiento conocido por el experto en la materia.

La presente invencion también se refiere a un procedimiento para la deteccién de un poli(acido nucleico) de VTT
reorganizado de acuerdo con la invencién presente en una muestra bioldgica, que comprende: (a) opcionalmente
extraer una muestra de poli(acido nucleico), (b) hibridar el poli(acido nucleico) como se ha descrito anteriormente
con al menos una sonda como se ha definido anteriormente y (c) detectar los poli(acidos nucleicos) hibridados.

Las condiciones de hibridacion y lavado deben entenderse como rigurosas y son generlamente conocidas en la
técnica (por ejemplo, Maniatis y col., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Nueva York, Cold Spring Harbor
Laboratory, 1982). Sin embargo, segun la solucién de hibridacién (SSC, SSPE, etc.), estas sondas deben hibridarse
a su temperatura adecuada para lograr una especificidad suficiente.

Segun la soluciéon de hibridacion (SSC, SSPE, etc.), estas sondas deben hibridarse de manera rigurosa a su
temperatura adecuada para lograr una especificidad suficiente. Sin embargo, mediante una ligera modificacion de
las sondas de ADN, ya sea afiadiendo o eliminando uno o unos pocos nucleétidos en sus extremos (3' o0 5') o
sustituyendo algunos nucleétidos no esenciales (es decir, nucledtidos no esenciales para discriminar entre tipos) por
otros (incluyendo nucleétidos modificados o inosina) puede hacerse que estas sondas o variantes de las mismas
hibriden especificamente en las mismas condiciones de hibridacion (es decir, la misma temperatura y la misma
solucion de hibridacion). Asimismo, el cambio de la cantidad (concentracion) de sonda usada puede ser beneficioso
para obtener resultados de hibridacién mas especificos. Cabe destacar en este concepto, que las sondas de la
misma longitud, independientemente de su contenido de GC, hibridaran especificamente aproximadamente a la
misma temperatura en las soluciones TMACI.

Los procedimientos de ensayo adecuados a efectos de la presente invencion para detectar hibridos entre las sondas
oligonucleoctidicas y las secuencias de poli(acido nucleico) en una muestra pueden comprender cualquiera de los
formatos de ensayo conocidos en la técnica, tales como el formato de transferencia por puntos convencional,
hibridacion de tipo sandwich o hibridacion inversa. Por ejemplo, la deteccién puede lograrse usando un formato de
transferencia por puntos, uniéndose la muestra amplificada sin marcar a una membrana, incorporandose la
membrana con al menos una sonda marcada en condiciones de hibridacion y lavado adecuadas y controlandose la
presencia de sonda unida.

Un procedimiento alternativo y preferido es un formato de transferencia por puntos "inversa", en la que la secuencia
amplificada contiene un marcador. En este formato, las sondas oligonucleotidicas no marcadas se unen a un soporte
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soélido y se exponen a la muestra marcada en condiciones de hibridacion y lavado posterior rigurosas adecuadas.
Cabe destacar que también puede usarse otro procedimiento de ensayo que se base en la formacién de un hibrido
entre los poli(acidos nucleicos) de la muestra y las sondas oligonucleotidicas de acuerdo con la presente invencion.

Finalmente, en el presente documento se desvela un proceso para la replicaciéon y propagacion in vitro torque teno
virus (VTT), preferentemente un VTT reorganizado de acuerdo con la presente invenciéon, que comprende las
siguientes etapas:

(a) transfectar ADN de VTT linealizado en células 293TT que expresan altos niveles del antigeno T grande SV40,
preferentemente al menos niveles como los comunicados en Buck y col. (2004);

(b) recoger las células y aislar las células que muestran la presencia de ADN de VTT;

(c) cultivar las células obtenidas en la etapa (b) durante al menos tres dias, preferentemente al menos una
semana o mas, dependiendo de las condiciones experimentales y el tipo de VTT concreto; y

(d) recoger las células de la etapa (c).

Los siguientes ejemplos ilustran la invencion.
Ejemplo 1
Materiales y procedimientos

(A) Aislamiento y caracterizacion de virus TT

El aislamiento de los aislados de virus TT VTT-HD3a (tth8, n.° de referencia AJ620231) y VTT-HD1a (tth25, n.° de
ref. AJ620222) se ha descrito con anterioridad (Jelcic y col., 2004). Se clonaron las secuencias genémicas de
longitud completa de VTT-HD3a y VTT-HD1a en el vector pUC18 usando las enzimas de restriccion Sail (Leppik y
col., 2007) y EcoRI, respectivamente. Se identificaron secuencias de VTT adicionales en muestras humanas
mediante amplificacién de ADN anidada usando los cebadores NG472/NG352 y NG473/NG351 como se ha descrito
con anterioridad (Peng y col., 2002; Leppik y col., 2007). La disponibilidad limitada de ADN para una serie de
muestras de biopsia y suero requirid antes de la amplificacion el uso de amplificacion de circulo rodante con un kit
TempliPhi (GE Healthcare). Se clonaron y secuenciaron todos los productos amplificados (Leppik y col., 2007).
Posteriormente, las muestras que portaban ADN de virus TT se sometieron a amplificacion PCR de larga distancia
usando la enzima Taq de TaKaRa LA (TAKARA BIO INC., Japdn) y los cebadores respectivos que se habian
disefiado basandose en las secuencias de ADN de VTT identificadas inicialmente. Estos cebadores consecutivos
incluyeron las siguientes combinaciones: tth25-1s y tth25-2as, jt34f-1s y jt34f-2as, jt34f-7s y jt34f-8as, jt34f-5s y jt34f-
6as, tth4-1s y tth4-2as, t3pb-1s y t3pb-2as, asi como tth8-1s y tth-2as (tabla 2). La amplificaciéon por PCR larga se
llevé a cabo usando una reaccion de aterrizaje por etapas como se ha descrito anteriormente (Leppik y col., 2007)
con la excepcion de combinaciones de cebadores t3pb-1/2, jt34f-5/6 y tth4. Las condiciones de la PCR para la
amplificacion por PCR con los cebadores t3pb-1/2 y jt34f-5/6 fueron una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 1
min, seguido de 30 ciclos de 94°C durante 30 s, hibridacién a 65°C durante 1 min y elongacién a 72°C durante 4 min
con una elongacion final a 72°C durante 10 min. Las condiciones de la PCR para la amplificacion con los cebadores
tth4 fueron similares, salvo por que la hibridacién se llevd a cabo a 68°C. Todos los amplicones obtenidos en el
intervalo de 3,8 kb se eluyeron y purificaron tras la electroforesis en gel, se clonaron en el vector pCR2.1 (TA-
Cloning-Kit, Invitrogen) y se propagaron en células competentes NovaBlue Singles (Merck Chemicals, R. U.). Todos
los genomas de longitud completa se secuenciaron a lo largo de ambas hebras. Se obtuvo un total de 53 genomas
de longitud completa.

(B) Andlisis de secuencia y filogenia

Las secuencias de ADN se compararon con secuencias de VTT en todos los bancos de datos usando el paquete
informatico HUSAR (Jelcic y col., 2004). El ICTV clasifico recientemente los virus TT en la familia Anelloviridae
basandose en la secuencia de ADN del marco abierto de lectura 1 grande (ORF1) (Biagini y de Micco, 2010). La
caracterizacion de los genomas de los aislados obtenidos reveld la reorganizacion de secuencias en la regiéon ORF1.
Los genomas de longitud completa del género Alfatorque virus y los aislados se sometieron, por tanto, a analisis
filogenéticos como se ha descrito anteriormente (Jelcic y col., 2004). El arbol filogenético (figura 4) se presentd
usando el programa Treeview de la University of Glasgow. Los ORF traducidos se analizaron respecto de proteinas
homologas y dominios funcionales usando ProtSweep (del Val y col., 2004).

(C) Cultivo celular y transfeccién

Se mantuvo la estirpe celular de rifidn embrionario humano 293TT (Buck y col. 2004) en DMEM complementado con
suero de ternero fetal al 10 %, Glutamax al 1 %, aminoacidos no esenciales al 1 % (ambos de Invitrogen, Karlsruhe,
Alemania) y 400 pg/ml de higromicina B (Roche Diagnostics, Mannheim). EI ADN de virus linealizado (2 pg por
pocillo en placas de 6 pocillos) se transfecto el células cultivadas sin higromicina B usando el reactivo Lipofectamine
(Invitrogen) segun las instrucciones del fabricante (Fei y col., 2005). El medio de cultivo (2 ml) se complementé con
800 ul de Opti-MEM antes de la incubacién durante 4 horas a 37°C. Los cultivos transfectados se incubaron
posteriormente con medio fresco que contenia higromicina B y se propagaron cuando se alcanzé la confluencia. Se
transfectaron los genomas de longitud completa de 12 aislados de VTT, se mantuvieron y se recogieron en paralelo
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en todos los instantes. Los genomas de virus TT incluyeron VTT-HD14a, VTT-HD14b, VTT-HD14c, VTT-HD14e,
VTT-HD15a, VTT-HD16a, VTT-HD20a, VTT-HD3a, VTT-HD1a, VTT-HD23a, VTT-HD23b y VTT-HD23d (tabla 3).

Tabla 3
Genomas de TT de longitud completa (3,8 kb) Genomas subviricos
tth25 HD1a uTTV-HD1 — 2zpr9.B1.6 (621nt)
tth3 HD1b
tth9 HD1c
tth16 HD1d
tth17 HD1e
tth26 HD1f
tth27 HD1g
th31 HD1h
fth5 HD2a
tth14 HD2b
tth29 HDZ2c
tth8 HD3a
tth7 HD3b
tth13 HD3c¢
tth19 HD3d
tth22g4 HD3e
tth23 HD3f
tth4 HD4
tth10 HD5a
tth11g2 HD5b
tth18 HD5c¢
tth21 HD5d
tthé HD6a
tth20 HD6b
tt32¢c2 HD7
{132b8 HD8
sle1957 HDY
5le1931 HD10a
sle1932 HD10b
sle2045 HD10c
sle2037 HD11
sle2065 HD12a
sle2057 HD12b
sle2058 HD12c
sle2061 HD12d
sle2072 HD12e
gB20.33 HD13a
gB20.58 HD13b
gB21.51 HD13c
gbDhDIi33.32 HD14a uTTV-HD14.1 — zpr4.85.20 (719nt)
ghCuCv33.2 HD14b uTTV-HD14.2 - zpr4.B6.125 (1224nt)
gbDhDi33.31 HD14¢
ghDhDi33.33 HD14d
gbDhDi33.35 HD14e

gbDhDi32.36 HD14f
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(continuacion)

Genomas de TT de longitud completa (3,8 kb) Genomas subviricos
gbDIDg33.45 HD14g
gbDfDg33.48 HD14h
ghDfDg33.49 HD14i
gbCsCt38.1 HD15b
gbCsCt38.2 HD15a RTTV-HD15 — zpr5.B4.12 (913nt)
gbCsCt38.4 HD15¢c
gbCsCt38.6 HD15d
gbhCsCit43.2 HD1Ea
gbCsCit43.1 . HD16b
gbCsCt43.3 HD16¢c
gbCsCt43.5 HD16d
ghCsCi43.6 HD16e
gbCuCv43.1 HD16f
gbCuCv43.4 HD16g
gbDhDi43.1 HD16h
gbDhDi43.4 HD16i
ghDhDi43.6 HD16j
gbDhDi43.7 HD16k
gbDhDi43.22 HD 16!
uro702 HD17
uro703 HD18a
uro705 HD18b
rheuz242 HD19

Lro960 HD20a
uro742 HD20b
uro745 HD20c
uro746 HD20d
uro953 HD20e
uro958 HD20f

rtheut11 HD21

rheu112 HD22

rheu215 HD23a

rheu210 HD23b pTTV-HD23.1 — zpr12.82.22 (401nt)
rheu211 HD23c pTTV-HD23.2 — zpr12.B5.24 (642nt)
rheu212 HD23d

rheu213 HD23e

rheu214 HD23f

rheu231 HD24b
rmeu232 HD24a
rheu234 HD24c
rheu236 HD24d
rheu238 HD24e
rtheu241 HD24f

El ADN de virus se liber6 del vector antes de la transfeccion. Los controles incluyeron transfeccion solo con vector y
células transfectadas con 1 x TE. Las células transfectadas y el medio de cultivo se congelaron a -80°C y se tomaron
muestras para la extraccion de ADN y ARN en cada punto de tiempo durante la propagacion. El ADN se extrajo con
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico y el ARN usando el kit RNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemania). Se controlo la
replicacion del ADN de virus y se demostré mediante amplificacion por PCR larga como se ha descrito
anteriormente. Todos los experimentos de transfeccion se llevaron a cabo 3 veces a intervalos de 6 semanas entre
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las transfecciones primarias. Las células congeladas o las preparaciones de virus purificadas se pasaron entre 4 a 6
veces.

(D) Propagacion de virus, purificaciéon y microscopia electrénica

Se recogieron las células transfectadas de los matraces mediante agitacion, seguido de centrifugacion durante 10
min a 200 g. Los sedimentos celulares se resuspendieron en DPBS-Mg (Invitrogen) y se separaron en gradientes de
Optiprep a etapas del 27-33-39 % (Sigma, St. Louis, MO) durante 3,5 h a 234.000 g (Buck y col., 2005). Los
gradientes se fraccionaron y exploraron respecto de la presencia de ADN de virus mediante electroforesis en gel de
alicuotas lisadas. Las alicuotas se lisaron con proteinasa K, EDTA 0,25 mM y SDS al 0,5 % durante 10 min a 56°C
inmediatamente antes de cargarlas en el gel. El sobrenadante de las células resuspendidas se filtr6, como altenativa,
a través de un filtro de 0,22 ym. Las alicuotas de fracciones de gradiente, asi como los sobrenadantes filtrados, se
congelaron a -80°C para su uso como inoculo. Las alicuotas filtradas se sedimentaron. Los sedimentos se
sometieron a tincion negativa y se visualizaron mediante microscopia electrénica. Los genomas de yVTT subviricos
se transfectaron en 293TT del mismo modo que los genomas de longitud completa. Los cultivos se propagaron a lo
largo de varias semanas. Las células se retiraron parcialmente raspando una parte de las monocapas de células,
mientras que se permitia el recrecimiento de las demas células. Las células retiradas se sedimentaron y el
sobrenadante se filtr6 a través de un filtro de 0,22 ym antes de su visualizacién por microscopia electrénica. Los
sedimentos celulares se trataron como se ha descrito anteriormente antes de la centrifugacion y separacion
mediante gradientes de Optiprep. Se lisaron alicuotas y se visualizé el ADN después de la electroforesis en gel.

(E) Andlisis de transcripcion

Se analizaron transcritos de genomas de longitud completa de VTT-HD usando dos estrategias diferentes. Los
productos de RACE 5’ y 3’ se generaron a partir de ADNc tanto mono como bicatenario. Los ADNc monocatenarios
preparados para 5-RACE y 3’- RACE se sintetizaron, respectivamente, a partir de 1 ug de ARN total purificado en
una mezcla de reaccion de 10 pl usando el kit de amplificacion de ADNc SMART-er™RACE (Clontech n.° de cat.
634923) en el que el ARN se retrotranscribe mediante la retrotranscriptasa SMARTScribe™ a 42°C durante 90 min.
Se uso6 el cebador A de 3’RACE-CDS para la sintesis del ADNc preparado para 3’RACE, mientras que se usaron el
cebador A de 5’RACE-CDS vy el oligonucleétido SMARTer IlA para la sintesis del ADNc preparado para 5-RACE. El
ADNCc bicatenario se sintetizéd de manera concomitante. En este caso, el ADNc monocatenario de longitud completa

segun el protocolo del fabricante. EI ARN total purificado (1 pg) se transcribié usando la retrotranscriptasa
SMARTScribe™ y los cebadores 3'SMART CDS PrimerllA y el oligonucledtido SMARTer IlIA. Estos cebadores
contienen en ambos casos una serie de nucleétidos no de molde, creando de este modo un molde extendido. La
amplificacion de la segunda hebra de ADNc se obtuvo mediante amplificacion por PCR de larga distancia (LD PCR)
con el cebador IIA de 5'PCR y la mezcla de polimerasa Advantage 2 (Clontech n.° de cat. 639201). La amplificacion
por PCR se llevo a cabo del siguiente modo: 15 s a 95°C, 30 s a 65°C y 3 min a 68°C por ciclo y variando el nimero
de ciclos para determinar las condiciones éptimas.

La amplificacion por PCR 5’ y 3'-RACE se llevé a cabo usando ADNc preparado para 5’-RACE o preparado para 3'-
RACE, respectivamente o molde de ADNc bicatenario en ambos casos. La RACE-PCR se llevé a cabo usando
mezcla de polimerasa Advantage 2, una mezcla universal de cebador A (UPM) del kit de amplificacion de ADNc
SMARTer™RACE y cebadores directos e inversos que se ajustan a los respectivos tipos de VTT (tabla 4).

Tabla 4

Posiciones de nucleétidos de los cebadores usados para la

amplificacién por PCR en RACE

VTT cebador Numero de nucledtidos  [transcrito

VTT-HD14b 1-f1 716-743 +
1-f3 2886-2912 +
1-r1 757-730 +
1-r2 3521-3492 +

VTT-HD14c 2-f1 716-743 +
2-f2 3054-3082 +
2-r3 2912-2885 +

VTT-HD14a 3-f1 717-744 +
3-f2 2890-2917 +
3-f3 3496-3521 +
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(continuacion)

Posiciones de nucleétidos de los cebadores usados para la

amplificacion por PCR en RACE

VTT cebador Numero de nucledtidos  [transcrito
3-r1 745-720 -
3-r2 2914-2887 +
VTT-HD14e 4-f1 2887-2914 +
4-f2 3494-3519 +
4-f3 3053-3080 +
4-r1 757-730 +
4-r2 2911-2884 +
VTT-HD15a 5-f1 125-149 +
5-f2 2807-2834 +
5-f3 3388-3415 +
5-r1 224-197 +
5-r2 3014-2987 +
5-r3 3425-3398 -
VTT-HD16a 6-f1 100-127 +
6-f2 3145-3172 -
6-f3 3564-3591 -
6-r1 3204-3182 +
6-r2 3443-3418 -
VTT-HD20a 7-f1 314-341 +
7-f2 3025-3052 +
7-r1 227-200 +
7-r2 743-716 +
7-r3 3332-3305 -
VTT-HD23b 10-f1 113-139 -
10-f3 3121-3148 +
VTT-HD23d 11-f1 126-148 +
11-f2 354-381 +
11-f3 3397-3422 -
11-r1 226-199 +
11-r2 3653-3626 +
11-r3 3327-3302 +
VTT-HD23a 12-f1 126-148 +
12-f2 354-381 +
12-r2 3177-3150 +
12-r3 3326-3301 +

Las condiciones de amplificacion fueron: 29 ciclos de 30 s a 94°C, hibridacion durante 30 s a 68°C y elongacion
durante 3 min a 72°C, con una extension final durante 15 min a 72°C. Todos los productos se analizaron mediante
electroforesis en gel, se purificaron después de la elucion del gel, se clonaron en el vector pCR2.1 (Invitrogen, n.° de
cat. K2020-40) y se secuenciaron. Se llevaron a cabo dos controles adicionales para controlar la amplificacion no
especifica. En un control, la amplificacion se llevé a cabo usando Gnicamente un cebador especifico para VTT y en

el segundo usando el cebador UPM solo. No se detectaron productos en cualquiera de estos.

Ejemplo 2

Demostracion de la persistencia del ADN de VTT en células procedentes de lineas de cultivo de tejidos

obtenidas a partir de tumores malignos

Las lineas celulares obtenidas a partir de tumores malignos poseen una ventaja sobre el material de una biopsia de
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tumor primario. Comunmente representan preparaciones puras de células de cancer, mientras que los mate-riales
primarios generalmente estan contaminados por células mesenquimatosas normales, por células del sistema
hematopoyético y células epiteliales normales. Por otra parte, un inconveniente de las lineas de cultivo de tejidos
puede surgir de la seleccion de clones especificos que crecen en condiciones de cultivo de tejidos y la adquisicion
de modificaciones genéticas secundarias durante el curso de un cultivo a largo plazo. Ademas, los sueros de ternera
fetal pueden suponer un riesgo debido a la introduccion de virus del ganado que sobreviven después de
procedimientos de inactivacion del suero (por ejemplo, poliomavirus bovino); véase la tabla 5 que resume estas
ventajas/inconvenientes.

Tabla 5

Analisis de biopsias de tumores primarios frente a lineas celulares establecidas para secuencias
relacionadas con el VTT

Biopsias Lineas celulares
Ventaja Inconveniente Ventaja Inconveniente
Materiales Contaminadas por mezcla por adicion |Preparaciones Seleccion de clones especificos
auténticos de células normales puras de células |adaptados a las condiciones de
de cancer cultivo de tejidos
. . . Disponibles en Cambios genéticos secundarios
Busqueda complicada de secuencias |cantidades durante el cultivo a largo plazo
de VTT por la presencia uniforme de |jlimitadas
\VTT en la sangre periférica El uso de suero de ternera fetal
. L L. plantea el riesgo de
Disponibilidad limitada contaminaciones con virus de
ganado

Los intentos de encontrar ADN de VTT en materiales tumorales primarios humanos adolece de un inconveniente: la
pluralidad de genotipos de VTT en el material humano. Esto hace que sea practicamente imposible identificar un
genotipo especifico como un agente etiolégico para un tipo de cancer humano. Por estos motivos, se iniciaron
estudios de la persistencia de secuencias de ADN de VTT en células obtenidas a partir de lineas de cultivo de tejidos
de cancer. Hasta ahora, los resultados han sido extremadamente sorprendentes: los cebadores para la PCR usados
para descubrir regiones del marco de lectura abierto de VTT han sido del todo infructuosos. Sin embargo, otras
combinaciones de cebadores, que descubrian exclusivamente una region reguladora corta, rica en GC del genoma
VTT de aproximadamente 71 bases, detectaron esa secuencia en un mayor nimero de lineas celulares (Figura 1).
Esta region reguladora esta muy conservada entre diferentes genotipos de VTT y no esta presente en la base de
datos del genoma humano.

En una primera serie de experimentos, la misma secuencia fue descubierta en una serie de lineas celulares
adicionales. Estas incluyen las siguientes lineas:

*  MCF7 (linea de cancer de mama);

*  HAK-1, KMH-2, L1236 (todas lineas de linfoma de Hodgkin negativas para el virus Epstein-Barr);
* Y69 (linfoma B negativa para el virus Epstein-Barr)

* HSB-2 (leucemia linfocitica aguda);

* P3HR-1 (linfoma de Burkitt positiva para el virus Epstein-Barr);

* BJAB (linfoma de Burkitt negativa para el virus Epstein-Barr);

* Ng (linfoblastos B inmortalizados con EBV de un paciente con esclerosis multiple).

Ademas de estas 9 lineas positivas, dos lineas celulares de melanoma (IGL y KR, Fig. 1) y ADN de la placenta
humana eran negativos en los experimentos iniciales. Curiosamente, después de la eliminacion del ADN enrollado
de las células L1236 y el tratamiento con ARNasa de la solucién restante, ademas del ADN mitocondrial, se
convirtieron en bandas visibles dos bandas débiles de tamafo similar entre las posiciones 4,3-6,6 kb (marcador del
tamafio del ADN de cadena doble) en los geles de agarosa (Fig. 2). Un analisis de estas secuencias reveld de nuevo
la presencia de la region reguladora de VTT. La nucleasa de semilla de Mungo, que digiere selectivamente el ADN
de cadena sencilla, suprimié completamente las bandas que contenian ADN celular procedentes de cuatro biopsias
de esclerosis multiple, en contraste con el ADN de cadena doble de control, lo que subraya la naturaleza de una sola
hebra del primero. Estudios similares se estan realizando actualmente para aislados de ADN tumoral.

Ejemplo 3
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Analisis de secuencias de ADN de VTT quimérico/células hospedadoras truncadas

Inicialmente, todos los intentos fallaron para el uso de cebadores con orientaciéon hacia fuera que comenzaban
dentro de la region reguladora, con el fin de encontrar ADN del virus TT flanqueante, que rodeaba esta region.
Invariablemente, sin embargo, el ADN celular humano se pudo demostrar en los respectivos clones (Fig. 3).

Los genes humanos en esos clones y sus disposiciones dentro del ADN episémico de una sola hebra, controlados
obviamente por la regién de 71 bases de VTT, estan siendo analizados actualmente. Los datos disponibles indican
una variacion sustancial en la captacion de genes de células hospedadoras comunmente truncadas. Su posible
conversion en oncogenes estimulantes del crecimiento o en funciones que interfieren con genes supresosres
tumorales, requiere pruebas funcionales que se estan investigando actualmente. Lo mismo explica las secuencias de
virus VTT reorganizadas. Algunos de los datos disponibles se presentan en las Figuras 7, 8,9y 11 a 13.

Ejemplo 4
Identificacion y caracterizacion de genomas de VTT

La amplificacion de la region rica en GC conservada corta de los virus TT en suero y muestras de biopsia dio lugar a
la identificacion de ADN de VTT en la mayoria de casos. La posterior amplificacion del genoma completo es
necesaria para identificar tipos especificos de VTT ya que muchos comparten homologia de ADN exacta en los 71
pb amplificados que se encuentran en la region de control, pero difieren en hasta un 60-80 % en la identidad de
secuencia en el resto de sus genomas. Se disefid una serie de combinaciones de cebadores consecutivos en
secuencias obtenidas durante el transcurso de las investigaciones (tabla 2). La amplificacion por PCR de larga
distancia se llevd a cabo en muestras positivas a ADN de VTT. Se clonaron y secuenciaron amplicones en el
intervalo de 3 a 4 kb. Las muestras positivas para ADN de VTT se originaron de sujetos sanos, asi como de
pacientes con leucemia, esclerosis multiple, artritis reumatoide y enfermedad renal. Se ha descrito previamente parte
de estos datos (Leppik y col., 2007; Sospedra y col., 2005; de Villiers y col., 2009).

Se caracteriz6 un total de 53 genomas de ADN de longitud completa. Se identificaron hasta 12 aislados de longitud
completa tras secuenciar 19 genomas de una sola biopsia. La organizaciéon del genoma de diferentes aislados de un
tipo de VTT vari6 a pesar de la baja diversidad de nucleétidos (en el intervalo del 1 - 4 %). Aunque estaba implicado
principalmente el marco de lectura abierto OFR1, también se observaron diferencias dentro de la regiéon no
codificante y otros genes. Estos datos confirmaron observaciones mas tempranas (Jelcic y col., 2004; Leppik y col.,
2007; de Villiers y col., 2009). Las modificaciones en el ORF1 incluyeron codones de parada prematura que daban
lugar a ORF mas pequeiios individuales en esta region, una diversidad de secuencia considerable en la region
hipervariable (Nishizawa y col., 1999; Jelcic y col., 2004) o la ausencia de un coddn de parada, que daba como
resultado un ORF1 mas grande que el presente en el prototipo (figura 16). La clasificacion oficial de la familia
Anelloviridae se basa en comparaciones de las secuencias de ADN del ORF1 (Biagini y de Micco, 2010). Debido a
las modificaciones en el ORF1 en los aislados obtenidos, se incluyeron las secuencias genoémicas de longitud
completa en los analisis filogenéticos aqui presentados. El objetivo de este analisis fue tener una visién panoramica
de los aislados de VTT-HD en relacion con las especies de VTT establecidas (figura 18). Todos los aislados previos
también se incluyen en este arbol (Jelcic y col., 2004; Leppik y col., 2007; de Villiers y col., 2009).

Ejemplo 5
Replicacioén in vitro de VTT-HD

Se ha informado repetidamente en el pasado de intentos para asociar la infecciéon por torque teno virus con la
patogénesis de una enfermedad especifica. Se han analizado muestras de una gran variedad de enfermedades. Las
investigaciones in vitro se vieron dificultadas por los intentos negativos para identificar un sistema de cultivo celular
en el que estos virus pueden propagarse facilmente a lo largo de periodos de tiempo mas largos. Las particulas
viricas se caracterizaron inicialmente con la ayuda de gradientes de densidad y agregados de inmunoglobulina
(revisado en Okamoto, 2009) y posteriormente se visualizaron a partir de sueros y heces (Itoh y col., 2000). Los
torque teno virus se producen principalmente en células del sistema hematopoyético (Okamoto, 2009). Los primeros
aislados se obtuvieron del bazo de un paciente con linfoma de Hodgkin (Jelcic y col., 2004). Por lo tanto, se usoé la
linea celular L428 en los intentos iniciales para demostrar la replicacion y la transcripcion in vitro de VTT-HD3a. Se
logro la replicacion del genoma de longitud completa durante hasta 7 dias después de la transfeccion del ADN virico
linealizado (Leppik y col., 2007). Para prolongar este periodo de replicacion, se transfectaron genomas de VTT de
longitud completa en la estirpe celular de rifidn embrionario humano 293TT que se habia modificado por ingenieria
genética para expresar altos niveles del antigeno T grande de SV40 (Buck y col., 2004). En segundo lugar, se
decidi6 incluir 12 aislados de longitud completa en este estudio para determinar si 1) las variaciones en el ORF1
podrian influenciar la replicacion y la formacion de particulas viricas, 2) los tipos divergentes de VTT varian en su
modo de replicacion. Se tomd un cuidado extremo para propagar los 12 aislados en paralelo para excluir las
variaciones en la medida de lo posible, lo que puede producirse durante la manipulacion.

Se seleccionaron los siguientes aislados para la transfeccion y la propagacion: VTT-HD3a (Leppik y col., 2007) y
VTT-HD1a (Jelcic y col., 2004). VTT-HD1a es el mas estrechamente relacionado con la especie VTT3 (hel32) y VTT-
HD3a a la especie VTT12 (ct44f) (figura 4). VTT-HD16a (relacionado con la especie VTT22), VTT-HD15a
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(relacionado con la especie VTT12), VTT-HD14a, VTT-HD14b, VTT-HD14c y VTT-HD14e (relacionados con la
especie VTT29) se aislaron de biopsias cerebrales de pacientes con esclerosis multiple. VTT-HD20a (relacionado
con la especie VTT13-) se origin6 de tejido renal y VTT-HD23a, VTT-HD23b y VTT-HD23d (relacionados con la
especie VTT3) se amplificaron de suero extraido de pacientes con artritis reumatoide. Las secuencias de VTT-
HD14a, VTT-HD14b, VTT-HD14c y VTT-HD14e varian entre un 1-2 % en sus genomas de longitud completa. El
prototipo es VTT-HD14a con un ORF1 intacto de 648 aminoacidos (aa) de tamafio. El ORF1 de VTT-HD14b tiene un
tamaino de 660aa compartiendo identidad solo 554aa con ORF1 de VTT-HD14a, mientras que el resto de los ORF
indican fusion al ORF4 (segun de Schmidt y Noteborn, 2009). Del mismo modo, VTT-HD14c ORF1 tiene 712aa y
constituye el ORF1 (primeros 645aa) fusionado al ORF5. EI ORF1 de VTT-HD14e se interrumpe, dando como
resultado 2 ORF de 467aa y 179aa de tamafio. Los genomas de VTT-HD23b, VTT-HD23d y VTT-HD23a varian tan
solo en un 1-3 % de identidad de secuencia, pero sus genes de ORF1 difieren del siguiente modo: VTT-HD23a
ORF1 como prototipo tiene un tamario de 736aa, la secuencia de ADN del ORF1 de VTT-HD23b varia respecto de la
de VTT-HD23a en la region hipervariable en un 18,4 % (34,2 % de los aminoacidos). Las secuencias de ADN de
VTT-HD23b y VTT-HD23d difieren tan solo en un 1 % en su identidad general, pero el ORF1 de VTT-HD23d esta
interrumpido, dando como resultado 2 ORF de 307aa y 365aa de tamafrio (figura 16).

Las transfecciones se efectuaron en células 293TT semiconfluentes. La naturaleza de esta estirpe celular, con sus
multiples células redondeadas unidas a la monocapa, no permite una identificacién de corte clara de los efectos
citopaticos. Las células se pasaron cuando alcanzaron la confluencia o cuando las células comenzaron a
desprenderse de la superficie. Se agitaron los matraces para desprender todas las células. Se centrifugaron las
células y se congelaron las alicuotas, asi como se usaron para la extraccion de ADN y ARN y los analisis por
microscopia electronica. Las células infectadas congeladas se usaron inicialmente para volver a infectar nuevos
cultivos de 293TT, ya que la reinfeccion fracasaba si las células se habian tripsinizado en el momento de la recogida.
La replicacion virica se llevd a cabo llevando a cabo una PCR de larga distancia en ADN extraido de células
infectadas. Los periodos entre la reinfeccion y la recogida de las células varié entre 3 a 7 dias, dependiendo de la
densidad del cultivo. No se observaron diferencias morfoldgicas evidentes entre los cultivos de diferentes aislados de
VTT. La reinfeccion durante el transcurso de un experimento se llevé a cabo varias veces usando alicuotas de
células congeladas. No se ha descrito con anterioridad la propagacion de virus TT in vitro. La digestion con enzimas
de restriccion se llevd a cabo en ADN celular obtenido de las muestras transfectadas inicialmente para eliminar
cualquier ADN virico generado por bacterias residuales. Los resultados de la amplificacion por PCR larga indicaron
la replicacion de novo de ADN virico. Los ejemplos de estos amplicones de ADN de VTT usando ADN celular
infectado como molde se representan en la figura 19.

La amplificacion por PCR de larga distancia de las moléculas de ADN de longitud completa indicé diferencias
considerables entre los cultivos. Se necesitaron segundas rondas de amplificacion (usando los mismos cebadores
que en la primera ronda) en todos los cultivos infectados con aislados de biopsias cerebrales, es decir, VTT-HD16a,
HD15a y los 4 aislados individuales de VTT-HD14 (figura 19A), a pesar de su divergencia (45-50 % de homologia de
nucledtidos) segun los analisis filogenéticos (figura 18). Las modificaciones en el ORF1 no parecian tener influencia
en la amplificaciéon o la propagacion, segun se visualizé en la amplificacion del ADN de longitud completa (Fig. 21A
a-c). Se observaron amplicones de ADN adicionales de diversos tamarios en los cultivos infectados por HD15a. La
aparicion de estas moléculas aumenté durante la posterior propagacion con una reduccion concomitante en el
genoma de longitud completa (figura 21A a-c carril 5). Los presentes inventores habian comunicado moléculas
subviricas de una naturaleza similar en muestras de suero humano (Leppik y col., 2007). En ocasiones también se
observaron amplicones similares de diversos tamafios en cultivos infectados por VTT-HD16a (carril 6) y raramente
en cultivos de VTT-HD14 (carriles 1-4).

Se observaron grandes diferencias en el comportamiento de los otros 6 aislados. Esta variacion también fue
evidente entre experimentos y pases (figura 19B b1, b2, b3) reflejando una alta sensibilidad aparente para
modificaciones muy leves en las condiciones de cultivo. El genoma de longitud completa de replicacion inicial (3,8
kb) se perdi6 durante la propagacion (figura 19B a-c) en la aparicién con amplicones subgendémicos prominentes con
diversos tamafios en células infectadas por VTT-HD20a, VTT-HD3a y VTT-HD1a (carriles 7-9, figura 19B). Las
cantidades de ADN de entrada usadas para la amplificacion por PCR de larga distancia, asi como de amplicones
cargados en los geles fueron iguales para todos los cultivos. El alto nivel de amplicones de ADN de los aislados
VTT-HD23b, VTT-HD23d y VTT-HD23a después de una sola ronda de PCR de larga distancia puede indicar, por lo
tanto, un potencial de replicacién mas fuerte durante los pases tempranos.

Debido a las diferencias observadas entre los dos grupos de aislados, se investigd si podian observarse variaciones
durante el muestreo en serie. Se propagaron pases equivalentes de VTT-HD14e y VTT-HD23b en paralelo y se
tomaron muestras a diario. La amplificacion de larga distancia indico una replicacion constante de VTT-HD14e
(visible tras dos rondas de amplificacién de ADN) lo que contrasta con la replicacion decreciente de VTT-HD23b
(visible después de una sola ronda de amplificacion de ADN) que se perdi6 tras 10 dias en cultivo (figura 19C). Estos
cultivos no se pasaron y no se percibieron diferencias morfolégicas entre cultivos.

Ejemplo 6

Formacion, replicacioén y caracterizacion in vitro de moléculas subviricas de uyVTT
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La apariencia de amplicones de ADN mas pequefios de un tamafio constante en los cultivos de los aislados de VTT-
HD14b, VTT-HD14c, VTT-HD14d y VTT-HD14e, asi como VTT-HD1a y los 3 aislados de VTT-HD23, ya se percibidé
poco después de la transfeccion y se mantuvo durante los pases (figura 19A y B). Se clonaron y se caracterizaron.
Estas moléculas de ADN subvirico (WWVTT-HD14, 719 bases de tamafio) de VTT-HD14b y los 3 aislados de VTT-
HD14 fueron idénticas en su secuencia de ADN y representaron moléculas subgenémicas reorganizadas que se
originan del genoma de VTT-HD14 parental (figura 20A). Del mismo modo, se origind una molécula de ADN
subvirico reorganizada (uVTT-HD1, 621 bases) a partir del genoma de VTT-HD1a (figura 20B). De forma
interesante, la replicacion de yVTT-HD1 se mantuvo durante los pases, a pesar de la desaparicion del genoma de
VTT-HD1a de longitud completa. Esta presencia o ausencia de las moléculas subviricas en los cultivos de VTT-
HD23 indica una posible influencia de las condiciones de cultivo. En este caso, estas moléculas tenian un tamafio
que vario entre 400 a 900 bases con un nivel aumentado de 642 y 401 moléculas de base. La caracterizacion de las
moléculas clonadas indicé un proceso de maduracion evolutivamente evidente como un segmento de la molécula
subvirica de 401 bases (uVTT-HD23.1) que se duplicd en el ADN subvirico de 642 bases (uWVTT-HD23.2; figura
20C). Estaban presentes multiples versiones de este segmento en las moléculas mas grandes. Los genomas
subviricos que se originan a partir de los cultivos de VTT-HD23b, VTT-HD23d asi como VTT-HD23a, tenian una
secuencia de ADN idéntica. La transfeccion de estas moléculas subviricas reorganizadas en células 293TT dio como
resultado la replicacion de sus genomas (figura 21) y se visualizd tras la amplificacion por la PCR. De forma
interesante, la yVTT respectiva reaccion6 exactamente del mismo modo que los genomas parentales, es decir, la
replicacion del ADN genoémico inicial de pVTT-HD15 fue fuerte, pero posteriormente se visualizé Unicamente
después de la amplificacion por PCR anidada (figura 21). Fueron visibles estructuras similares a proteinas con un
tamario de 10 nm mediante microscopia electronica después de la filtracion (0,22 ym) del medio de cultivo de estos
cultivos celulares (figura 22).

Ejemplo 7
Purificacion de particulas viroides (genomas completos y uVTT)

Se iniciaron intentos de purificar particulas de virus tras la segunda ronda de reinfecciones. Los extractos celulares
en bruto se centrifugaron en gradientes de Optiprep de etapas al 27-33-39 % (Buck y col., 2005). Se lisaron alicuotas
de las fracciones de gradiente antes de la separacion por electroforesis en gel. Las fracciones de gradiente que
indicaron ADN de virus se congelaron a -80°C y se usaron para reinfecciones adicionales. Fueron claramente
visibles dos bandas de ADN al nivel de 2 kb y 1,0 kb del marcador de tamafio de ADN bicatenario (figura 8A). Los
tamafios exactos de estas moléculas de ADN no pudieron determinarse ya que no hay disponibles marcadores de
ADN bicatenario adecuados. Ademas, las suspensiones celulares se filtraron a través de un filtro de 0,22 ym antes
de la centrifugacion de gradiente. La tincion negativa de estas muestras indicé particulas viroides con un tamafio de
aproximadamente 30 nm (figura 8). De manera similar, se observaron estructuras de proteina (aproximadamente 10
nm de tamano) después de la filtracion del medio de cultivo tras la propagacion de los genomas de pVTT-HD (figura
22). Estos filtrados se lisaron y el ADN se separ6 en geles de agarosa (figura 22).

Ejemplo 8
Transcripcion in vitro

Se han comunicado patrones de transcripcion detallados de VTT para los aislados VTT-P1C1 (Mdiller y col., 2008),
VTT-HEL32 (Qiu y col., 2005; Kakkola y col., 2009) y VTT-HD3a (Leppik y col., 2007). Se han comunicado con
anterioridad tres especies principales de ARNm (1,0, 1,2 y 3,0 kb) en células de médula ésea (Okamoto y col.,
2000a) y en células COS1 (Kamahora y col., 2000). Las predicciones de uso de codones de iniciacion de acuerdo
con las reglas de Kozak (Jelcic y col., 2004) en combinacion con el uso de sitios aceptores y donadores de corte y
empalme alternativo (Leppik y col., 2007) indicé el ambiente de mecanismos no conservados durante la transcripcion
de torque teno virus. La transcripcion de los aislados se investigé usando ADN tanto mono como bicatenario como
moldes para el mapeo 3' y 5'RACE. EI ADNc bicatenario reduce la posibilidad de formacion de hibridos no
especificos. Ademas, se seleccionaron cebadores (directos e inversos) que estaban ubicados en las regiones
intergénicas, en lugar de los cebadores especificos de genes cominmente usados. Esto se llevd a cabo con la
intencion de abarcar la expresion de cualquier gen no predicho en el genoma de VTT. Se extrajo el ARN de todos los
cultivos en el dia 7 después de la transfeccion. EI ARN de las transfecciones de control con solo vector se incluyd
para controlar la amplificacion de falsos positivos. Los analisis de transcripcion se repitieron para controlar un punto
de tiempo adecuado para recoger el ARNm mediante la extraccion de ARN 48 después de la transfeccion en el caso
del aislado VTT-HD14e. Los patrones de transcripcion observados no diferian entre el dia 2 y el dia 7. Todos los
resultados obtenidos en los analisis de transcripcion se presentan en la figura 17.

Se aislaron transcritos abundantes a partir de cultivos infectados con VTT-HD23. Sus patrones de transcripcion, asi
como los de VTT-HD20a, VTT-HD15a, VTT-HD16a fueron en general similares a los patrones de transcripcion
descritos previamente (revisado en Kakkola y col., 2009). Una excepcion es la ausencia de un transcrito del ORF1
de longitud completa de todos los aislados. Esto es sorprendente, en vista del hecho de que las particulas viroides
se producen de manera concomitante. Los transcritos que abarcan secciones del gen del ORF1 (ya sean los
extremos 5' 0 3') y que podrian codificar proteinas mas pequerias, estaban presentes (ejemplos en la figura 17). Los
analisis in silico de supuestas proteinas revelaron informacién adicional de la que se habia comunicado hasta la
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fecha. Los ejemplos son (fusiones) de corte y empalme entre el OFR2 u ORF2a con el ORF1 o con el ORF5 en VTT-
HD16a (6.3s.2, 6.3s.3, 6.3s.9), El corte y empalme entre ORF1 y ORF5 es otra posibilidad (6.3.7). También pueden
expresarse transcritos cortos que abarcan la region de ORF2 en VTT-HD20a en forma de una proteina ORF1 mas
pequefa (7.3.5, 7.3.4, 7.5.13) (figura 17). Ademas, se obtuvieron transcritos usando cebadores (directos o inversos)
ubicados en la regién de control. Se efectuaron dos observaciones. Los cebadores inversos dieron como resultado
transcritos de corte y empalme o sin corte y empalme que abarcaban regiones extendidas del genoma (12.5.19,
12.5.20, 12.5.21, 5.5s5.16, 5.5s.17, 5.55.18, 5.5s.19) o transcritos de diversas longitudes que no tenian capacidad
codificante (5.5s.12, 5.5s.13, 5.5s.14, 5.5s.15, 11.5.7, 11.5.8, 11.5.9). La amplificacién con cebadores directos en
esta regiéon dio como resultado otros transcritos cortos no codificantes o transcritos de corte y empalme con
capacidad codificante incluso tan distantes como la ORF5 (4.3.4, 3.3.1,3.3.2) (figura 17).
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REIVINDICACIONES

1. Un poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado que comprende

A) una secuencia de nucleotidos que muestra al menos un 70 % de identidad respecto de una secuencia de
nucledtidos que se selecciona entre las secuencias de nucleétidos mostradas en la figura 6 y un poli(acido
nucleico) que codifica un polipéptido que contiene un motivo de firma de una proteina de mamifero que esta
asociada con cancer o una enfermedad autoinmunitaria, en el que el poli(acido nucleico) de virus TT
reorganizado se selecciona entre el grupo de moléculas de yVTT que consiste en zpr4.20 mostrada en la figura
11B, zpr9.6 mostrada en la figura 12B y zpr12.24 mostrada en la figura 13B;

o]

B)

(a) una secuencia de nucleétidos que se selecciona entre las secuencias de nucleétidos mostradas en la
figura 6;

(b) una secuencia de nucleotidos que muestra al menos un 70 % de identidad respecto de una secuencia de
nucleédtidos de (a) y dicho poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado es capaz de replicarse de manera
autéonoma tras transfectarlo en células 293TT;

(c) una secuencia de nucledtidos que es el complemento de la secuencia de nucleétidos de (a) o (b); o

(d) una secuencia de nucleétidos que codifica una secuencia de aminoacidos seleccionada entre las
secuencias de aminoacidos RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM, RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM,
RVPEVSLHTA VKGQFGLGTG RAM, GAEGEFTHRS QGAIRARDWP GHG, GAEGEFTHRS QGAIRARDWP
GYG, GAVGEFTHRS QGAIRARDWP GYG y GAGGEFTHRS QGAIRARDWP GYG mostradas en la figura 14

y dicho poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado es capaz de replicarse de manera auténoma tras su
transfeccion en células 293TT, en el que dicha secuencia de nucledtidos de (a), (b), (c) o (d) esta unida a un
poli(acido nucleico) que codifica un polipéptido que contiene un motivo de firma de una proteina de mamifero que
esta asociada con cancer o una enfermedad autoinmunitaria mediante un enlace fosfodiéster, el motivo de firma
es de al menos 10 aa y el grado de identidad de este motivo de firma respecto de un motivo correspondiente en
una proteina de mamifero es de al menos el 80 %, pero no es idéntico a dicho motivo correspondiente, en el que
dicho motivo correspondiente se selecciona entre el grupo que consiste en

(1) opsina seleccionada entre las secuencias de aminoacido IYNSFHRGFALG y RLELQKRLPW
LELNEKAVE;

(2) protamina 1 seleccionada entre las secuencias de aminoacidos
ARYRRRSRSRSRSRYGRRRRRSRSRRRRSRRRRR,
ARYRCCRSKSRSRCRRRRRRCRRRRRRCCRRRRR, y
ARYRCCRSPSRSRCRRRRRRFYRRRRRCHRRRRR;
(3) protamina 2 seleccionada entre las secuencias de aminoacidos

HTRRRRSCRRRRRRACRHRRHRRGCRRIRRRRRCR,
RRRSRSCRRRRRRSCRYRRRPRRGCRSRRRRRCRR,

HRRRRSCRRRRRHSCRHRRRHRRGCRRSRRRRRCR, y
RRRHRSCRRRRRRSCRHRRRHRRGCRTRRRRCRRY;
(4) galanina que tiene las secuencias de aminoacidos de

ATLGLGSPVKEKRGWTLNSAGYLLGPHAIDNHRSFSDKHGLTGKRELEPEDEARPGSFDRPL
SESNIVRTIIEFLSFLHLKEAGALDRLPGLPAAASSEDLERS;

(5) firma de repeticion de tipo plexina/semaforinal/integrina que tiene las secuencias de aminoacidos de
RCSQVGVTSCSECLLARDPVGCGWCSSEGRCTRGERCDERRGSRQNWSSGPSSQCQ

(6) gastrina que tiene la secuencia de aminoacidos de VAGEDSDGCYVQLPRSR;

(7) colagenasa que tiene la secuencia de aminoacidos de
MSRLAELYLLGDSIKGRHDNLWLAAAEMLSYYAPEGKSELGIDICQAKLELAAKV1PYLYEC
SGPAAIRSQDLTDGQAASACDILRNKEKDFHQVKYTGKTPVADDGNTRVEVGVFVSEEDYKR
YSAFASKEVKAQFGRVTDNGGMYLEGNPSDAGNQVRFIAYEEAKLNADLSIGNLEHEYTHYL
DGRFDTYGTFSRNLEESHIVWWEEGFAEYVHYKQGGVPYQAAPELIGQGSKLYLSDVFTTTE
EGYAELFAGSHDTDRIYRWGYLAVRFMLETNHNRDYESLLYHSRYGNSFAFYAYLVKLLGYM
YNNEFGIWNNEFGIW;

(8) repeticion de hélice de coldageno que tiene la secuencia de aminoacidos de
GPPGPPGPPGPPGPPGPPGPPGPAGAPGPPGPPGEPGPPGPPGPPGPPGPPGAPGAPGP;

(9) proteina especifica masculina de esperma que tiene la secuencia de aminoacidos de
VGGPCGPCGPCGGPCCGSCCSPCGGPCGPCGPCGPCGPCCGGCGPC GPCGPCCGTTEKYCGL;

(10) firma de metaloproteasa colagenasa microbiana (M9) que tiene la secuencia de aminoacidos de
GLETLVEFLRAGYYVRFYN;

(11) firma de proteina MIC1 de micronema que tiene la secuencia de aminoacidos de TYISTKLDVAVGSCHK;
(12) firma de regulador autoinmunitario (AIRE) que tiene la secuencia de aminoacidos de
DFWRVLFKDYNLERY;

(13) gliadina que tiene la secuencia de aminoacidos de PQAQGSVQPQQLPQFEEIRNL;

(14) firma de receptor Y2 de neuropéptido que tiene la secuencia de AFLSAFRCEQRLDAIHS;
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(15) aerolisina que tiene la secuencia de aminoacidos de WDKRYIPGEVKWWDWNWTIQ;

(16) orexina que tiene la secuencia de aminoacidos de
MNLPSAKVSWAAYTLLLLLLLLPPALLSLGVDAQPLPDCCRQKTCSC
RLYELLHGAGNHAAGILTLGKRRPGPPGLQGRLQRLLQASGNHAAGILT
MGRRAGAELEPRLCPGRRCLAAAASALAPRGRSRY;

(17) receptor GIP que tiene la secuencia de aminoacidos de PRLGPYIGDQTLTLWNQALAA,;

(18) prion que tiene la secuencia de aminoacidos de SNGGSRYPGQGSPGGNRYPPQ;

(19) neurotensina que tiene la secuencia de aminoacidos de METSSPWPPRPSP;

(20) firma de la familia de receptor nuclear huérfano (receptor nuclear A4) que tiene la secuencia de
aminoacidos de PVNLLNALVRAHVDSTP;

(21) firma de factor neurotréfico derivado de cerebro (BDN) que tiene la secuencia de aminoacidos de
PLLFLLEEYKNYLDAAN;

(22) calcitonina que tiene la secuencia de aminoacidos de KCYDRMQQLPPYEGEGPY;

(23) receptor de tipo | de leucotrieno B4 seleccionada entre las secuencias de aminoacidos
SRRLRVRRFHRRRRTGR y GRRLQARRFRRSRRTGR;

(24) autoantigeno 1 de sindrome de Sjogren/esclerodermia (Autoantigeno p27) que tiene la secuencia de
aminoacidos de EISKKMAELLLKGATMLDEHCPKCGTPLFRLKDGKVFCPICE;

(25) vasopresina que tiene la secuencia de aminoacidos de RAGGRRRGRRTGSPSEGARYV;

(26) firma de receptor 2 de hormona concentradora de melanina que tiene la secuencia de aminoacidos de
LVQPFRLTRWRTRYKTIRIN;

(27) firma del receptor EP1 de prostanoide que tiene la secuencia de aminoacidos de
ISLGPPGGWRQALLAGL;

(28) ciclincinasa que tiene la secuencia de aminoacidos de EWRSLGVQQSLGWVH;

(29) firma de receptor activado por proliferador de peroxisomas (receptor nuclear 1C) que tiene la secuencia
de aminoacidos de KTETDASLHPLLQ;

(30) firma de receptor M1 muscarinico que tiene la secuencia de aminoacidos de
KMPMVDPEAQAPTKQPPK;

(31) firma de receptor de tipo B2 de acido gamma-aminobutirico (GABA) metabotréopico que tiene la
secuencia de aminoacidos de LAPGAWGWARGAPRPPPSS;

(32) firma de arginina desaminasa que tiene la secuencia de aminoacidos de SELSRGRGGPRCMSMPLVR;
(33) repeticion de factor de crecimiento opioide que tiene la secuencia de aminoacidos de
SPSETPGPRPAGPARDEPAE;

(34) firma de molécula de adhesion CD36 que tiene la secuencia de aminoacidos de
WIFDVQNPDEVAKNSSKIKVKQR;

(35) firma de proteina protelipidica de mielina (PLP) que tiene la secuencia de aminoacidos de
GVVLGAIIGGVLGVVLLLVLLLYLV;y

(36) chlamidiaom que tiene la secuencia de aminoacidos de CGSYVPSCSKPCG.

2. El poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado de la reivindicacion 1, que esta presente como un episoma mono
o bicatenario extracromosémico.

3. El poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado de la reivindicacion 1 o 2 que es un ADN monocatenario.

4. Un cebador oligonucleotidico mostrado en la figura 10 y que tiene una secuencia de nucleétidos seleccionada
entre el grupo que consiste en CAGCGAGAACGCCACGGAGG GAGATCCT;
CGGACGGGCGTGGAAAACTCAGCCATTG;

CGGACTGGCCGGGCTAT; y

AGCCCGAATTGCCCCTTGA.

5. Un vector de expresion que comprende un poli(acido nucleico) de virus TT reorganizado de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3 unido operativamente a elementos de control de la transcripcion y la traduccién procarioticos,
eucaridticos o viricos.

6. El vector de expresion de la reivindicacion 5 que es un cromosoma artificial.
7. Una célula hospedadora que comprende un vector de expresion de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o 6.

8. Un procedimiento de deteccion de un poli(acido nucleico) de VTT reorganizado de la reivindicacion 1 en una
muestra biolégica, que comprende: (a) opcionalmente extraer una muestra de poli(acido nucleico), (b) hibridar el
poli(acido nucleico) comprendido en dicha muestra con al menos una sonda que hibrida especificamente con el
poli(acido nucleico) de la reivindicacion 1, en el que dicha sonda comprende una parte del poli(acido nucleico) de
acuerdo con la reivindicacion 1, estando dicha sonda opcionalmente marcada y (c) detectar el poli(acido nucleico)
hibridado.
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Figura 4
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Figura 5
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Figura 6
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Figura 8
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gb40.27
883 pb

gb40.27

gbD£fDg40.27.seq (secuencia celular de gb40 mas cerebro de ms adicional)
Longitud : 883
per larga segun Templiphi

cebador: hel 1 + hel 2 aso 68°C (anidada)

vector: pcr2.l invitrogen

1 CGGGACTGGC CGGGCTATGC CCCAGACACA CTCACGTAGG GGTGTCCGGC
51 CTGGCAGCCC AGGACCATGG TCTGCAGGGT TTCCTCTCGG CCATTCAGGA
101 CAACCCTAGT CTCCAGGGAA TAGCGCTGGT GTCGCCTATC AGCCGTGAAG

151 GTCTCCTGCA GGAGGAGGCT CTGCGGGATG GGCAGGTGCA ATGGGTGCCT
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gb43.30

gbDhDi43.30.seq (secuencia celuular de gb43 mas cerebro de ms adicional)
Longitud: 291

per larga segin Temp.

cebador: t3pb 1+2 aso. 65%

vector : pCR2.1, Invitrogen

1 CCCCTTGACT TC AACTTGTGGT ATAGAACATG ATGTTTTAAG
51 ATACATGTAC ATTGTGGAAT GGCTTGATCA TGCTAATTAA CATATGAATT
101 ACCTCACTTA GCTATCTTTT TTATGGTGAA AGCACTTAAA ATCTACCCTC
151 AGCAGTTTTC AAGTACACAA TACATTTCTA TTAACTATAG TCACCATGTT

201 GTACAATAAA TCTCTTGAAT TTATTCCTCC TGCCTAACTG ACATTTTGTA

251 TCCTTTGACT GATCTCTCTC CCCAGTCCCG TGCCCGAATT G
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secuencia del cebador
continuacién de la secuencia celular

BLASTN2 dei: /home/vir088/ttbrain/gbDhDi43.30.seq desde: 1 a: 291 9de Junio, 2010

12:21

comparada con la base de datos : nrnuc

>>>>nrnuc:GI_225543527 Gi]225543527 |ref|NG_011635.1| Miosina lIA de Homo sapiens

(MYO32) , RefSegGene en el cromosoma 10. 0/0
Longitud = 285464

Puntuacién = 525 bits (265), Esperada = e-146
Identidades = 268/269 (99%)

Hebra. = Plus / Plus
CCCTTGACTTCG
Query: 14 gtgtgtaaacttgtggtatagaacatgatgttttaagatacatgtacattgtggaatggce
FEEC Crrrerrrrererrrerer e i re ettt rrer e
Sbjct: 276074 gtgtataaacttgtggtatagaacatgatgttttaagatacatgtacattgtggaatggce
TAATTGACAAAAC
Query: 74 ttgatcatgctaattaacatatgaattacctcacttagctatcttttttatggtgaaagc
FEEEEEE e erter e et rr ettt
Sbjct: 276134 ttgatcatgctaattaacatatgaattacctcacttagctatcttttttatggtgaaage
Query: 134 acttaaaatctaccctcagcagttttcaagtacacaatacatttctattaactatagtca
FEEEEEET TR e et e e bt et b e e e e e e ret
Sbjct: 276194 acttaaaatctaccctcagcagttttcaagtacacaatacatttctattaactatagtca
Query: 194 ccatgttgtacaataaatctcttgaatttattcctectgectaactgacattttgtatcee
R R RN R R R AR RN R
Sbjct: 276254 ccatgttgtacaataaatctcttgaatttattcctcctgectaactgacattttgtatee
Query: 254 tttgactgatctctctccccagtecegtg 282 CCCGAATTG
PIEEREEELEr et
Sbjct: 276314 tttgactgatctctctccccagtcccgtg 276342 ACCAGTGCCCT

>>>>nrnuc:GI_14018255 Gi|14018255|emb]AL162503.12] Secuencia de ADN humano

Puntuacion

del clon RP11-420F 12 sobre el cromosoma 10 Contiene el gen GAD2 para la
glutamato descarboxilasa 2 (islotes pancreaticos y cerebro 65kDa), el extremo 3’
del gen MYO3A para la miosina IlIA y dos islas CpG, . . . 0/0

Longitud = 175594

= 525 bits (265), Esperada = e-146

Identidades = 268/269 (99%)

Hebra

Query:

Sbjct:

Query:

Sbjct:

= Plus / Plus

14 gtgtgtaaacttgtggtatagaacatgatgttttaagatacatgtacattgtggaatggce
PETE rrrreerrr et e e e r e bbb et
35112 gtgtataaacttgtggtatagaacatgatgttttaagatacatgtacattgtggaatgge

74 ttgatcatgctaattaacatatgaattacctcacttagctatcttttttatggtgaaage
FEEETTEER R Rt e ettty
35172 ttgatcatgctaattaacatatgaattacctcacttagctatcttttttatggtgaaage

97

73

276133

133

276193

193

276253

253

276313

73

35171

133

35231
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Query: 134 acttaaaatctaccctcagcagttttcaagtacacaatacatttctattaactatagtca 193
(AR R RN R R R AR RN R RN AR R RN AR AR
Sbjct: 35232 acttaaaatctaccctcagcagttttcaagtacacaatacatttctattaactatagtca 35291

Query: 194 ccatgttgtacaataaatctcttgaatttattcctecctgectaactgacattttgtatece 253

PEVEEELREER I et et et e bt e et e e et
Sbjct: 35292 ccatgttgtacaataaatctcttgaatttattcctcctgectaactgacattttgtatce 35351

Query: 254 tttgactgatctctctcecccagteccegtg 282
PEEREETEREYEEr e eirrren
Sbjct: 35352 tttgactgatctctcteccccagtccegtg 35380

Marco de lectura abierta : 49aa

( Péptido ) FASTA de: gbDhDi43.30rev.49.pep desde: 1 a: 49 9 de Junio, 2010
REFORMAT de: gbDhDi43.30rev.49.pep check: 3689 desde: 1 a: 49 9de Junio

PARA: SwissProtPlus:* Secuencias : 11,223,768 Simbolos : 3,635,054, 084 Tamaro de palabra: 2
SPTREMBL:Q9WB12 SVIRU Begin: 19 End: 60

! Q9bl2 SubName: Full=CRF2; Flags: F...
SPTREMBL:Q9WB0S 9VIRU Begin: 19 End: 54

84 109 108  181.5 0.3

! Q9wb09 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 91 91 104 176.0 0.61
SPTREMBL:Q9WB02 9VIRU Begin: 19 End: 59
! Q%wb02 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 82 82 100 168.8 1.5
SPTREMBL: Q9WSW4 SVIRU Begin: 32 End: 73
! Q9wsw4 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 82 82 97 162.5 3.4
SPTREMBL: Q9WAY4 SVIRU Begin: 19 End: 54
! Q9way4 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 84 84 94 160.8 4.2
SPTREMBL:Q9WB10 9VIRU Begin: 19 End: 54
! Q9wb1l0 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 84 84 94 160.1 4.6
SPTREMBL:Q9WAZ2 SVIRU Begin: 19 End: 54
! Q9waz2 SubName: Full=ORF2; Flags: F... 84 84 94 160.1 4.6
SPTREMBL:070807 9VIRU Begin: 23 End: 58
! 070807 SubName: Full=Putative uncha... 84 84 94 158.2 5.9

T

\\End of List

gbDhDi43.30rev.49.pep
SPTREMBL:Q9WB12_ 9VIRU

ID QSWB12_9VIRU Sin revisar.; 150 AA.
AC QOWB12;
DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999, version de secuencia 1.
DT  09-FEB-2010, version de entrada 20.
DE SubName: Full=ORF2; . .

PUNTUACIONES 1Initl: 84 Initn: 109 Opt: 108 puntuac.z : 181.5 E(): 0.3

>>SPTREMBL: Q9WB12_9VIRU (150 aa)
initn: 109 initl: 84 opt: 108 puntuac.z: 181.5esperada(): 0.3
Puntuacion de Smith-Waterman : 108; 53.5% de identidad en un solapamiento de 43 aa
(6-46:19-60)

98
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10 20 30 40
gbDhDi43.30r MFYTTSLHTEVKGQFGHGTGERDQSKDTKCQ--LGRRNKFKRFIVQH
I I T I B O I B T I L O
Q9WB12_9VIRU AQTQRRVIPASRGRVPEVSLHTXVKGQFGLGTG-RAMGKALKKDMFLGKLYKKKRALSLH
10 20 30 40 50

gbDhDi43.30r GDYS

|
Q9WB12_ 9VIRU GLRTPEAKPPAMSWRPPVHNPNRIERNLWEAFFRIHASSCGCGHLVGHLTVLARRYGAPP

60 70 80 90 100 110
ID QO9WB12_ 9VIRU Sin revisar .; 150 AA.
AC Q9WB12;
DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999, version de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, version de entrada 20.
DE SubName: Full=ORF2;

DE Flags: Fragmento:;

o)) Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
OX NCBI_TaxID=68887;
RN [1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

TEJIDO=Suero;

MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;

Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

"Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name

RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of

RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999). - - -

CC mmmmm e e e
cC Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms

cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

CC mmm e e
DR EMBL; AB024379; BAA77446.1; -; Genomic_DNA.

DR  InterPro; IPR004118; Gyrovir VP2/TT_ ORF2.

DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

2523

PE 4: Previsto |;
FT NON TER 1 1
FT NON TER 150 150

SQ SECUENCIA 150 AA; 16415 MW; A4ATDF15855FC40D CRC64;
AQTQRRVIPA SRGRVPEVSL HTXVKGQFGL GTGRAMGKAL KKDMFLGKLY KKKRALSLHG
LRTPEAKPPA MSWRPPVHNP NRIERNLWEA FFRIHASSCG CGHLVGHLTV LARRYGAPPR
PPAPGAPRPA LKRQLALPAP PADPQQANPT

99
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hodL.VvWw.1l.seq Longitud: 639
Hodgkin L1236+TPA

Cebadorde PCR: hlfl+Lrl GCI 59°C
Vector pGEM T-Easy

1

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

CCCCTTGACT

TGTGTGGTGT

TTAGTGGACA

TGGCAGGATG

ACACAGCAGA

AAAATCAGTG

TGTCTAGGAC

TGGACTCTTA

TGTGAGCTCC

CAGCAGTGTT

GCCCCTAATC

CCAGAGTCCA

CTCTCCATGC

Cebadores en negrita
Continuacion de la secuencia celular en cursiva

BLASTN2 de:
comparada con la base de datos: nrnuc
nrnuc

Base de datos :
>>>nrnuc:

GI

/home/vir088/ttmixture/hodL.Vviiw.1l.seq

18121492 Gi|18121492|emb|AL513485.10]

>>>nrnuc:

GI

GCGGTGTGTA

GAACCCATGA

CCAGCTTTCC

GGCTTTTGTG

AGGGATGTGC

ACCTCGTTCT

TGTTGGGGAA

CAGGATCTGT

TGGGAGTACT

TGAGGCCCTA

CCTCAGGGCT

GCCCAGCAAG

CCCGGGGCAC

Figura 9

AAGCGCCCCA

CCAGGCCTCT

TAAGGTGGGT

CTGTATTTCT

ATTTTTTTCT

CCACTTAGAA

GGAAGTGAAG

CCACCTCTGG

CCTGATAGAG

GCAGGGGGAA

ATTATCAGCA

CAGCAAAGTC

TCCAGTCCCG

GCCTGTGCCT

GGAGGGAAGG

CTTAGACCAA

TGGGATTTTC

CTGCCCTGAG

CTCCCCTGAA

AGCCAGCATG

GCTCTTTATG

GACTGTTTCC

CCCAGAcCcCCC

GCCTAAGCGC

AGCAGCCTCC

ACCGAATTG

GCACAGTGCC

AAGGTTAGGC

CTCATTAAAA

AAGATGCCCC

TTGTTTGATA

CTGCACTCGG

TAGTCTCCTC

TAGGGGAAGG

CTGAAAACCT

GCCTGCCAAA

CTTAGGGTGG

TCGCCCTATC

desde: 1 a: 639

Human DNA sequ...

149944898 Gi[149944898|gb|AC198797.3| MACACA MULATTA...

>>>nrnuc:

G1

55416061 Gi|55416061|gb|AC121551.11]

>>>nrnuc:

GIT

241752248

>>>nrnuc:

GI

291191454

>>>nrnuc

:GI

291191453

>>>nrnuc:

GT

291191452

>>>nrnuc:

GI

217416834

>>>nrnuc:

GI

Gi|241752248 |ref|XM 002400984.1|
Gi1291191454|gblGU722348.1|
Gi12911914531gbiGU722347.1|
Gi]291191452|gb|GU722346.1]
Gi|217416834|gb|FJ426280.1|

Mus musculus ch...

Ixodes sc...

Torqgue teno vi...
Torque teno vi...
Torque teno vi...
Torque teno vi...

oy
blm oflw
[ EN Vo] (@)

ENESES
o | i

S
L3

18121492 Gi|18121492|emb|AL513485.10| Secuencia de ADN humano
del clon RP11-48020 sobre el cromosoma 1 Contiene el gen TAGLN2 para la

transgelina 2, el gen IGSF9 para el

globulinas, el gen SLAMF9 para el miembro 9 de la familia SLAM, un gen
novedosoy . . . 0/0
Longitud = 80

398

100

miembro 9 de la superfamilia de inmuno-



Puntuacion = 69
Identidades
Hebra = P1

Query: 282

Sbjct: 26212

Query: 342

Sbjct: 26272

Query: 402

Sbjct: 26332

Query: 462

Sbjct: 26392

Query: 522

Sbjct: 26452

Query: 582

Sbjct: 26512

ES 2 685 605 T3

0 bits (348), Esperada = 0.0
= 348/348 (100%)
us / Plus

tcccctgaactgcacteggtgtctaggactgttggggaaggaagtgaagageccagecatgt
PECETTEET e et e e e r e e e e e e et erirernl
tccecctgaactgecactceggtgtctaggactgttggggaaggaagtgaagagecageatgt

agtctcctctggactcttacaggatctgtccacctectgggectcetttatgtaggggaaggt
PEEERREETT Rttt et e e bbb e e vy e e e e el
agtctcctctggactcttacaggatctgtccacctctgggectetttatgtaggggaaggt

gtgagctcctgggagtactcctgatagaggactgtttccctgaaaacctcagecagtgttt
FREETEEE et e et e e e et e e e b et et
gtgagctcctgggagtactcctgatagaggactgtttccctgaaaacctcagcagtgttt

gaggccctagcagggggaacccagaccceccgectgccaaagececcctaatcecctcagggeta
FELETEETEET T T e e e et b e e e e e e e e e el
gaggccctagcagggggaacccagaccccgectgceccaaageccectaatcecectcagggeta

ttatcagcagcctaagcegcecttagggtggccagagtccagecccagcaagcagcaaagtceca
FIOTEEEEEEr e bbbt r e e b e e e et e et
ttatcagcagcctaagegecttagggtggccagagtccagecccagcaagcagcaaagtca

341

26271

401

26331

461

26391

521

26451

581

26511

gcagcctcctcgecectatcctcetecatgecceggggecactecagtece 629 GACCGRATTG

FEIEREEE R rr e r e et bt bbb e e et

gcagcctcctcecgecectatcectcteccatgeeccggggcactecagtece 26559 AGCTGGCTGATC

Puntuacién = 505 bits (255), Esperada = e-140
Identidades. = 272/280 (97%)
Hebra = Plus / Minus
CCCCTTGA
Query: 9 ctgcggtgtgtaaagcgccccagecctgtgectgecacagtgectgtgtggtgtgaacccat

Sbjct: 29128
TTCAGTTA

Query: 69

Sbjct: 29068

Query: 129

Sbjct: 29008

Query: 189

Sbjct: 28948

Query: 249

Sbjct: 28888

PELE TEEE R e e et e b et b e b e e e e e e
ctgctgtgtgtaaagcgccccagcctgtgecctgecacagtgectgtgtggtgtgaacccat
G

gaccaggcctctggagggaaggaaggttaggcttagtggacaccagctttcctaaggtgg
PEEEEEI Rt et e e e e et e et b b e e e e e e et
gaccaggcctctggagggaaggaaggttaggcttagtggacaccagctttectaaggtgg

gtcttagaccaactcattaaaatggcaggatgggcttttgtgctgtatttcttgggattt
FEEEELTEErr et e e et r e e errr et rend
gtcttagaccaactcattaaaatggcaggatgggcttttgtgctgtatttcttgggattt

tcaagatgccccacacagcagaagggatgtgcannnnnnnctctgcectgagttgtttga
PEVEEERETr e e POrrerrrrrr e
tcaagatgccccacacagcagaagggatgtgeatttttttctctgeectgagttgtttga

taaaaatcagtgacctcgttctccacttagaactccectg 288
PIREELERCE et r et et el
taaaaatcagtgacctcgttctccacttagaactccectyg 28849

101

68

29069

128

29009

188

28949

248

28889



B

hoht33

ES 2 685 605 T3

hoHT.vAf.33a.seq Longitud:
HSB+TPA, Templiphi-RCA

Cebador de PCR HLF1+Hr4 60°C
Vector pCR2.1

Linfoma

3387

1 AATTCGGTCG GGACTGGCAG AGTGACGCTC AGGTCAGCCT GACAGCAGGG

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

751

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

TGATTGAAGG

TAGGCTGGCT

GGAGTTGAGA

GAGAGCATCC

AGCCTCTCTT

GCTGGGGCAT

GAGATAACAG

GAAGAAGCTC

GTCCCTTCCC

TTGGTGCATA

GGGCTTGGCT

ATGACCCTCC

TCCCATCTTG

GTGGCAGARA

TAGCACCTTC

TTTATACTCT

CTGCTCGAGA

ACATGGAGAT

CCCAGCCATC

GTTCTAGCTC

ACTGTAGCTG

GAGCCCTGCC

TTAAGCCATT

ACAGTCTGTC

TCTATAGGAT

TGAAACTCTT

CTGGAATACA

TTCAAGCAAT

CCCACCACTA

GGTTTTCATT

ATCCACCTGC

GGCCAGATAC

CTGATGGGTG

ACATCTGTGA

TAGGTAGGAC

TTCAGCTCCA

ARCAGGACTT

AGGGCTGCAA

CTCAGCAATC

ATCCGCTCTT

TTGGAATAGG

GTGCACGAGC

ATTAGTCATG

AGTCTGGGCT

GGATGTTGTG

TGCTTTTAGG

GCTCTGGAGA

GACTAATGGA

AGAGGGCCAG

TCTGCCAGTC

GGTGGAGCCC

CATGAGAGGC

CACCCACAGA

AAGTTTTGGA

TTTAGGGAAA

GAATGGGACT

TTTTTTTTTT

GTGGTGCGAT

TCTCCTGCCT

CACCTGGCTC

ATGTTGGCCT

CTTGGCCTCC

CCCAGCAGGG

GAGGAGGTGG

CTCCTCCTTC

CATACATCTA

GGTCTACCTT

GGTTTTATGT

GGAGAGAGAC

CACTAAGCCC

CTGCTCTCTC

GAGGAATAGA

TTTCAGTGGG

CTTCTCGGTG

TGCCCTGTGA

CCAGTTCTAG

AGCACTGAGC

CTAGCAGAAT

GAGGCCATGT

CCACCCCAGC

CTCCAGGGCT

CCAGGTGATT

CCCCAGTGGG

ACTGTGAGAA

ATGATTTGTT

ACAAGGGATA

TGGTTGCTGA

GGAGAAGGAA

CTCGGCCCAA

CAGCCTCCTG

TTTTTTTTTT

GGTCAGGTTT

TARRATGCTG

102

CCTGAGGCCA

CCAGGCATCA

AGGAGGGTGC

CCCCCATCCT

AAGGGACCTA

AAAGGAGCTG

AGAGAGAGAA

TGATCTTTGC

AATCTCTGCC

AGCACCCTGG

TGGTTTGCTG

TTTGTCCTCA

CTCACTTTAA

AACTAAGCCT

CCCCATGTTA

TAGAAATGCA

GAATAAGGAG

ACCACGGCTC

ATGAGTGAAC

GCAGCCTCAG

ACCAGCAGGA

ATAAARAARAT

ACTCACAATT

ACTCTGGGCT

CARGCTGACA

TTTTGCTCTT

GGCAACCTCT

AGTAGCTGGG

TTGTATTTTT

TGAACTCCTG

GGATTACAGG

GAACACAGCA

TCTGGAGCTT

TCTAGGAGTT

AGTTCCCTCC

GGACACCTGG

GGAAGAGACT

GAACCTGCCA

CTCACTGCCT

TTCAAGAAAT

GTGGAGCTCT

GTCTCCAAAG

GGTAGTCTCA

CCACAAGAAT

TCAGAAAGCC

GAAGTCCACT

CTGCTGAATG

GCCTGARACT

AGCTGTGCCT

CATCTTGGAT

CCACCATCTG

CTGCCARAGCT

GGTTGTTTCC

GATAACTGAT

CCAGGTGTCT

AGTTTGAGCA

GTTATCCAGG

GCCTCCTGGG

ATTACAGGCA

AGTAGAGACA

ACCTCAGGTG

TGTGAGCCAC



1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301

3351

ES 2 685 605 T3

CGTGCCTGGC

CACTCACCAG

CTACAGTTTA

ATTTTGAAAAR

AGTTGTRATA

CATTGACAGR

ATGACAGGTG

CCTGCCTTCC

TTCGATAGTT

TGTACCCACT

GTGATCCATT

TGAACACTGG

CTGCCCRACR

TTCTTGGAAR

TTATGGTGCA

TCCAGATGAR

GGCACTCATT

TCCTCTCATC

GTCAGTTTCT

ARCAAGTGTT

AGCCTGAGCC

GTTCTGTGGC

GGCTGGGATC

ARGCTCAAGA

CTCAGGTTCA

CAAGARAGGG

AGAGAGRAGA

GAGAGAGCAG

CTTGGARATA

TACCTGTAGT

ARCCTTGGGT

GACATTCCCA

TGCTCATCAC

ATTCAGTTGC

CAGARATGGG

CTTCTACACT

CTGAGCATGR

CTCAGCTGAR

GTAAGTGCCC

ACTCTAGATC

CCTCAGTGTG

GGGCARGACA

GATTGGATGA

CTCCCACAAR

CATTGTTCTT

ATGACTAGTT

RAGTCATGGAG

AAGGGGCAGT

TTCTTCCCAG

GCTTTGTTCC

CCATGGATAC

AGTAATCCTT

TACGGTGTTC

TTCTCCCCAG

TCTTTGTGCA

TGTAGGGCTG

GGGGGGCARR

AGATGTGGGT

CTATCTATCT

GGGAGGAGTT

AGCATCACTG

AGATAGAGAG

CAGAGGAGAG

AGAGAGAGAG

ACTTGGAGGC

GGGGCTAGGA

GTACCTGCTG

CCCCTGCAGC

TACGTCCTCT

GATTTGTGGA

GGTGTGCTCC

GCCCTGGGCC

AACTTTTATG

TAAGAACTTC

CCACCACTGG

AGTTGATACC

AATTAGTCTG

TTTCCAARAG

CCCTCTATTA

TTCCCTTTCA

CTGCAGACAG

GATGGTGCAT

CAGTGCTGTG

GGTAATGACA

TGTTGGGARA

TCCATTTCAC

CACCTGTCCA

CCTCTCCTAA

AGCTCCTTCT

GRATGGATTC

ACAGGGTGTC

GTGGGCATCT

TGGGTGTTTG

GGAGGGGGTT

CCTTCCCCTG

GACTGCAGAA

CTTTAGGGCC

AGARGAGAGR

AGAGAGRGARA

CATGCTGTCA

CTCARACATT

TGGGGGCARG

ACCCTGGGAR

CAGGAGTCCT

ATGCAGCTCT

GRAGGAATARG

TTTAGTTTCA

GATCCTCCGT

AGCAGCGARG

GGCTTCCATG

ATCCATTGTC

GCCTCTTACA

GCCTTTGCTT

ATTTTTAATT

TATAGCTGGC

CCTCCCATGA

CCTGTACGTT

CCCGCCARGG

CCTGATGAGC

GGTTCCTCTG

TTTTTCTGAR

GGGGAGTAGT

CTTGARGGGC

GCTGGGATAC

CTGGGGGCCT

GAGAGGAGAG

GARAMGAGGAG

GTGAGGTGGC

AARGTGTAAR

GCCCAGGRAT

AGTGGACTGC

CATAACACTA

TCTTAGAGGT

CCRATATGGA

ACCTGCCCTT

CCTAATCCTC

TGTTATCTGT

GAGCAGTGCT

ATGTCTGCCA

TTTGCCAACT

ATTCCATTCC

TTTCTCATTT

TTCTGATTTT

CACCTAACCT

CTCATTGITC

GAGGTACCAG

ACRAACCTGG

GGTGTTGTGT

GRAGGCAGGC

ATCATGGAGA

ARCTTGGGRG

CTGCATAACT

ATGTGTGAGT

AGAGAGAGAG

AGAGAGAGAA

CCTAAGCCCT

BRCTGTGGGGT

CCTTTCCARC

GTGAGCTGAG

CTGGAGGGTT

GGGACAGCAC

ATCAGTGTTG

CCCCAGTTCC

CAGTCCCGAC

103

GGCTCTGAGG

CTGGGTCTGA

AGCCCTGGGE

TGCATGCAGT

ATTGCCTGTG

GTGAGGAGGG

TCAGCTACAA

CGAATTG

TGCTGAGGTA

AGGTTGAGGC

BCCTTTGGCA

GAGGCTGTCC

CTGAACAGGT

CRAGTGGCAA

TCTCCATGAC
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hoht22
hoHT.vAf.22a.seq Longitud: 17390
Lymphom HSB+TPA, Templiphi-RCA

Cebador PCR HLF1+Hr4 60°C
Vector pCR2.1

1 CAATTCGGTC GGGACTGGGG AGCTGTGAGA AAGAGAAGAG AAGGTCAGAT

51 CAGGAACATT ACACAGAAGT CGGCAAAACT GGAACGAGGA GGGAAAGAAA
101 TGAGCGAGTC TGACACTCAG TCCATCCTAG TTCCTATCAC ACAGGGAGGG
151 ACATTGCCAT GCACATCCCC ACAGAGATGC ACCGTGTAAG GGGTCGAGGC
201 AGATCCTGTC CACTATTGCC AGCTCTGAGG TGATCAAATT GTGTCTGCCC
251 AGGGTAACCC GGTTGRCCTA AARCCAACCCA CTCCCTTGCA CATCTTAGGT
301 GTTCCTGAGT CAGCAAGGCT GAGGAAGCCA CTCCAGCCAR AATCCCTTGT
351 GCGATCTTCA AGCCCCAATC ACAGGCAATG ACAAGGCCAT GTCTGGCTGG
401 CCTCATGGGG ACTGCCCTCC CCTCACCAGA CCTAGAACAC AGGCAATGCT
451 CAGCAGCGTT CTGAGAAGAG CTGAGGTCAA GAACTCCAAC CCCACGCAAC
501 CCAGACCTGA TACAAACAGA CACCCATTTG CACTCCTRAC CCTTGAGCCT

551 CTATTTCCAG ACCTCCTCAC TGGGTCTCAG CTGAGAACCC ACTTTTAGCC

601 AAGCATCTTT AGTTCAGAGT TCCTCGCAGT GAGGGGATCC CTCCCCTGCC
651 TTGCTGTCTG TGCTGCATCC ATTATACCCT CACACCGTGC TACTCAGCAG
701 GGGAGAAATG GAGCCCTGGG GAGCCGGCAC TTTTCTCTTC TGCCTCTTCC
751 TTGCCTTGCC TCAGGAAGGG GAAAAACTCT GGGTTGTTTT AGTTTGATCC
B01 CCTGTCCTAA GTGACCACAG GAACACTAGG CAGTGAGTAC ATATGGATTC
B51 TTAGCAGAGA GCTGACARGT CTTCAGAAAC ATAGAAAACA TAGAAGCTTT
901 GAGTGAGGAG ATCAGAATGT AATTAGGAGT TTCTTTTGGA GCAAACCCCA
951 CCCCAAGAGA GTGAGCCCAA GTTCTTGAAG GCCCACCTGA GCAGATGACA
1001 CCAGCGTCTT CACTATGGCC ACAGTTGTGG GTGAGCCAGC CATTGTGGGG
1051 GCAGCTCCAC AGGTAGGACT CGTGTCCTGA GCAGCGCACA TCATCCAGGA
1101 CAATGGGTCC TGAGCCCTGG CCAARACTGGG CATTTCCTGG GGCTGACATG
1151 GCCCAGCCAC AGCCCGGCTG CCTGCAGACC ACATTGGCAT CATTGGTGTIC
1201 CCAGTAGTCA TCACACACGG TGCCCCAGGA GCCTCGGTAT AGGACCTCCA
1251 CTCGGCCTCG ACACCTGTCG CCTCCATTCA CCAGCCTCAG GGCCAAACTG
1301 GATTCAGATC CTACAGGGGA ACACAAGAAC CTTTCATCCA TCCCTATCAT
1351 GAGGTCAAGA ATCTAAGGTA AGTTCCACAC TCAGGGTACT TCCTAATGAA
1401 CTAAGTCACC TAGGCAGGCA GTCACCTTTG CATATGACTA CAGACTAGGC
1451 TTCATCACCG TGAAAGTAGC ACTGATAACC TACTCTGCCC AGGTCTATGG
1501 GTGCTCAACT TTTGGGGARG CACCTGTGAC CCCAGTGGAT GTGATGGGAA
1551 TGGATGCCCC ACTCCCCAGT TGGGTACACA GAGGATGGAG CTGCTCAGCT
1601 CCAGATGGCA GGCCCAGACC CCTCCCTTAT TCAGGAGCAT GGTCCTATCT
1651 GGGATCTGAC TGGCAGAGTA CCAGAGATGG CAGGGATGAG GTCCCCATAG

1701 GATTAGGGAG ACCCCCAGGG CTTGTTCTGA GCCCATAGAT AAGGATCTTT
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1751 TCTGACCACT TGGAACAGGA TCCCAGTCCC GACCGAATTG
Figura 10

DhDi:
t3pb-1l.prime Longitud: 18 cebador directo de pcr larga
1 caattcgggc acgggact

t3pb-2.prime Longitud: 24 cebador inverso de pcr larga
1 ccccttgact tcggtgtgta aact

cd:

tthdprimel.seq Longitud: 28 cebador directo de pcr larga consecutivo con prime2
1 CAGCGAGAAC GCCACGGAGG GAGATCCT

tth4prime2.seq Longitud : 28 cebador inverso de pcrlarga consecutivo con prime1
1 CGGACGGGCG TGGAAAACTC AGCCATTC

DfDg:
hel32-1.prime Longitud: 18 cebador directo de pcrlarga
1 cgggactggc cgggctat

hel32-2.prime Longitud : 19 cebador inverso de per larga
1 agcccgaatt gccccttga
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ttgb33.35
gbDhDi33.35.segq (genoma completo de una biopsia de ms)
perlarga:, Templiphi

T3PB 1 + T3PB 2

cebador :

vector:TA-cloning pCRZ2.1

Longitud :
1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351

1401

3725

Figura 11

aso.:65 C

ATTTTGTGCA GCCCGCCAAT TTCTGTTCAA

TACGTGCACT

TGACGAATGG

AAGCGAGCGA

ACCGAAGTCA

GGCTCTTAAA

GCCGTGGAGA

TTGCAGCGTT

GTTGGGCATC

GAGACCACCT

CCGGAGGGCC

GAACCGGCAC

GGCCGCCGCC

ATCTTTTCGC

GCCGCTACTA

AAGAGACACA

TAAAAAGTGT

GAAGCACACA

GGATACACCT

CATCTATGAA

ATGACTTAGA

CACCAAACCG

TATAAGTGAA

AAAAACATAG

AGAGCCATAR

GTACTTTACA

CAGCTGCAGA

GTAATTGGCT

CTTAAAAGAC

TCCTGGGGCG

TAGAGTTTTT

TCGAGCGTCC

AGGGGCAATT

AAATTCCCCC

CCGCCGGTCC

CTTTCACGGT

TTAACGGCAT

CCAGGGCTAG

CCCCGCCATC

CACGGCGTGG

GACGCAGACC

CGCCGCGGCC

CAGGCGCAGA

GACAGACTCT

AARATAACAG

GATGAACTTT

ACGGGGGCAA

CAATTCCTGT

CCTGGCCAGA

TGGACTATAT

ATGACTTACA

AATAGTTGTA

AAATTAGAAT

AAAGACATTT

ACTTACAAAC

TCAGAGTCTT

CAAGCAATAC

TGTCTACGAG

CTTCGCCCGT

CGTGGGCGGG

CGGGCACGGG

GCTCTGCTCT

ATAACGTGCC

CATGCTGCTT

TGCTCCTCGC

ACCAGCTTAA

TTGCCAGCTC

TGGTGGGGCA

ATACCGGGTA

GAGGACGATA

CTGAGACGGG

AGTAGTGAGG

GATGGATGCC

ATAACTCACA

CTTTGTAAAT

ACCACAGARAA

TACCAAGGAA

AGTTAGCTAC

TGAGCACACA

CCCAGCTTCA

AAGGGCCCCA

GCTCCATGGG

CCATGGCTCA

AAARAARCAGC

AAGGTGAAAG

106

invitrogen

ACAGACCAAT

GTCTATATAA

CCGCGGCGAG

TGCCGTAGGT

ACTGGCCGGG

CCGGCAGGAC

AGGTAGAGAG

TCTGCGGGTG

TTTCCTAACG

TCCCGAGGGC

TGCCGGCCCC

GATGGAGGCG

CGAAGRAGGA

TGTGAGTAGG

GCAGACGCAG

CAGTGGCAAC

TCTTATAATC

TGGACGATAC

GTAACTTTCA

CAGGTGGTCC

CCACTCTARA

ARCAGAACAG

CCCGGCTCTC

GAACCAAGCC

AAACTAATGC

CCTCTTTCAA

GAGACACCAC

TTATACACAT

AAAGACTGTA

CAGGACCTTC

GCAACAGCGG

AGCGCGAGCG

GAGTTTACAC

CTATGGGCAA

ACAAAGTCAT

AATCAATGGT

TGGTGACCCT

CCGGTCCACC

CCGGCAGGTC

GGCAGACCCT

CCGCCGCTGG

GACCTAGAAG

CGGAGGCGCC

AGGGCGACGA

CTGACGTTGT

TGTGGCTCTG

TCCCCCTATG

GTCTAGAGGC

AGGTCTAACC

ACTTTACAGA

GCCCCTTTAC

ATGCTACTAC

ARAAGGCAAA

TCACCAAGTG

CTAATGGCAA

AARAAGCCCA

GCCTTTCCAA

CAAAATAGAT
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TACRCCCAGA
TACACATACA
CAGCACCTAC
CAARATTTARA
TACCTATATC
CTACACACTA
CCACCAGAAT
ARCCCACTAT
CTCAGRARAA
GAGACTTCCC
AAGTGCACAG
ATGTCCCTAC
TCATTCCAGT
CCATACATAC
CCRAAAGGAA
GRAGACCARAC
GGARAATGGGG
CRGAAGTCCA
ACAAGTCTCT
GGGACTGGAG
GRAGACTCRA
ARACAAGTTC
GTTACACTTT
GAGGACCARG
CATGGAGCAG
GCCTCAARCT
TGGGACCCCC
TTCCCTAACA
CGAGTACGAG
CAGACCCCCC
ACRTGTAGAG
GTGGGTGTTT
CGAGCGTAAG
GGTCCGGCGT
ACCCGAATCG
CTTTACTAAR
CAACGARMAGT
TCGCTTGICA

GGCCGCCATT

ARACCTACAT

CAAAACTAAT

ARCTGGCARRA

AGAARARAGA

ATTACCCTAA

ACACCCGACT

TAGCCTAGAC

CAGACARAGG

TCTAGTAART

ACTGTGGGCC

GAGTGTCCAG

ACAGAARCCAG

AAGTGACACC

CTATTACATG

GTTCTTGAGG

TTCCCCAGCT

CGGCTCTCCC

CCCACGAACT

GACCCGACAA

ACGTGGGATG

CAGACGATGA

GATACTCGAG

ACTCCARGCC

ARCAAGCACC

CTCCAGCTCC

GGCACAGGAC

GGCATCTRCA

ACTATCRRAC

ACAGCAARCT

CAATGTCACA

GGGGCATATA

TGGGACACAC

CATAGGTAAC

TRAGACACCAC

ATGGCCTATG

TGCTTGGARCR

CRCTTATAGG

TTTTGCARCG

GTGGATTARG

CAATAGTTAR

TGGGAATAAC

CTGCCTTCAC

TCCCGACCCC

AGCTCGGRCC

CTTAGCAARR

ATATGTTGCA

TCCAAGGCCC

CTCCAAGAGT

CCAAGARAAR

AGAAACACCA

CTRATGCTAA

TACTACTCAG

TARCTATGCA

TARACTTARAT

CAATCTGACT

CAGCCCCTAC

CATGGACATA

AGRATATATG

AARGAGCAAG

GCTACTGTGA

GRCATGAGRA

GTCAACAGAA

GAGACATGCC

TGGTACCCCA

CTGTGGACCG

CATGGGTTAC

AGGCAATCGA

GATRGACACC

GRAGACAGTT

GAAGTATTAA

GGACCCTTAC

TCCARCCCCA

CGGGGCAAGA

GAGGRCCAGA

CCAGCGAGTC

CCTCCTCGGA

TCCTGTCCTA

CACAAAARRRA

CTGGCCAAAT

TCACTACCCC

TAAGTTTCAA

CACTTCATCG

CGAGGAGTGC

TACGCCTTCG

CTCGCGCGAT

CAGACTCTGA

GBRGTGGGGCC

GCAGCTTCCG

TTAGGCCCTC

GACGTGCTCC

ATTCAAGGTC

AARACGATTT

GGATGGATCG

TGECTACCRA

ATTAARGCTC

GTGTCTACCT

GACCCCCCTG

GCTGCGCCGG

TCGGACCTGC

GGIGCCGTTG

ARACTTCGCC

GGTCCGCCTG

GCGGGCCTCC

107

GACTCCGGAG

CCAGTATCCC

TCCAACTACG

GCCCTTGCGG

ARRAGCCTCC

ARTGACTARA

CTARAAGTCA

CCCGGTAGCA

GCGCCTCGGA

GGCCTCGGGG

GACACTGAGG

ATARGGCCTT

GAGGCCGCCA

ATAGTCGCAC

AGGCTGGGAA

CCARCAGAAR

ARCRCATATA

TAAAGCAGAA

TTATATTAGA

TACCTAACAC

TGTAAGATAC

CRCAGTGGTG

TGCATACTAA

CTGGGTGGTG

TAGCCATTAT

GACGTAGGCT

GTTTCTTGCA

TGATTACACA

TTTGTACCCC

ARARTGGATT

CGACCCCTGC

CTCGCATGTT

TTTCACAAAT

ARCAGTCCAR

CARGAARARAG

GAARAAGARA

GAGCAGCTCA

AGGAAGCGET

CTCAAGCGAG

AGGAGTCCAC

AGACCTGCTT

ACTGGGTGTG

CACTACCCAT

TACCCCTCCT

ATTCAAGGCC

CTAAGCACTC

ACTTCCTCGG

CCCCCCCTCG

GGGTCGGGGG

GGGTGAACAG

TAACTTTGGG

TTTTACATTC

ATCAGTGACG
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3401 TCACGGCAGC CATCTTGGCT GTGACGTCAA CGTCACGTGG
3451 GTGTAACCCG GAAGTCATCC TCATCACGCG ACCTGACGTC
3501 TTTTGTGCTG TCCGCCATCT TGTGACTTCC TTCCGCTTTT
3551 AGAGGAAGTG TGACGTAGCG GCGGGGGGGN nnnnnnnnnn
3601 CACCAGGGGG CGCTACGCGC CCCCCCCCGC GCATGTGCGG
3651 TCGGGGGGGG CTCCGCCCCC CCGGCCCCCC CCCGGGCTAA
3701 CATGCGCGGC CACGCCCCCG CCGCC

B

zprd .20

zprd4.20.seq (molécula subvirica , ttgb33.35)

293TT +4 (gbDhDi33.35) PCR

Tr9.7 A/9nested BS

en pCR2.

zprd.B5.20.s5eq Longitud:

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

1, Nova Blue

CRATTCGGGC

CCCCCGCTCT

GGTCCATAAC

ACGGTCATGC

GGCATTGCTC

GCTAGACCAG

CCATCTTGCC

CGTGGTGGTG

AGACCATACC

ceeeeeecece

CGCCATTTTG

CTTCTACGTG

GCGGTGACGA

AGCGAAGCGA

ACACACCGAA

ACGGGACTGG

GCTCTCCGGC

GTGCCAGGTA

TGCTTTCTGC

CTCGCTTTCC

CTTAATCCCG

AGCTCTGCCG

GGGCAGATGG

GGGTACGAAG

CCGGGCTAAA

TGCAGCCCGC

CACTTCCTGG

ATGGTAGAGT

GCGATCGAGC

GTCAAGGGG

719

CCGGGCTATG

AGGACACAAA

GAGAGAATCA

GGGTGTGGTG

TARCGCCGGT

AGGGCCCGGC

GCCCCGGCAG

AGGCGCCGCC

AAGGAGACCT

TACACCGCGC

CAATTTCTGT

GGCGTGTCTA

TTTTCTTCGC

GTCCCGTGGG

108

GGCAAGGCTC

GTCATGCCGT

ATGGTTTGCA

ACCCTGTTGG

CCACCGAGAC

AGGTCCCGGA

ACCCTGAACC

GCTGGGGCCG

CGGGGGGGGC

ATGCGCGGCC

TCARAACAGAC

CGAGGTCTAT

CCGTCCGCGG

CGGGTGCCGT

GGAGGACGGC

ACGGCCGCCA

TGTAAAARAAA

nnnnnnnCGC

GTCCCCcceee

ATACACCGCG

TTAAAAAATT

GGAGACCGCC

GCGTTCTTTC

GCATCTTAAC

CACCTCCAGG

GGGCCCccee

GGCACCACGG

CCGCCGACGC

TCCGCCCCCC

ACGCCCCCGC

CAATCAGGAC

ATAAGCAACA

CGAGAGCGCG

AGGTGAGTTT
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tth25 (genoma completo)
Longitud 3758

51

101

151

201

251

301

351

401

451

501

551

601

651

701

801

851

901

951

1001

1051

1101

1151

1201

1251

1301

1351

1401

1451

1501

1551

1601

AAGTACGTCA

GTGCACTTCC

GAATGGCTGA

GATCCTCGCG

TCAAGGGGCA

AARAAATGCG

ACTGTGCCAG

CCCCACGCAC

TTAGATCCCA

AATCATCTGG

CGGACCCCGC

AGGGCGAGCC

GCCGCCGGTG

AGACGTAGGA

AAGGAGGCGC

GCAGACGCAG

CCAAACTTTA

CTGCGGCGAA

TGATAAGCAA

CTGAGAATAC

CAGTAACGAA

TTTTTAAACA

CCTTTCTTAG

GATGCTCAGC

GCAGARAACA

GACAAGTGGT

ATTTGCAACC

ACAACCCTTG

CTTAGTATTA

AARCTTATTT

AGCTTAAAGA

GTCCAGAATT

TAGAGACACT

CTAACCACGT

TGGGCATGGT

GTTTTCCACG

TCCCGAGGGC

ATTCGGGCTC

TTTTCGCAGG

CTGCAARGAA

AATGTCCCGG

CGCTGCTGTT

CAACTACTCT

ACGCCGCAAR

CGGTGACAGA

GAGACGATGG

GACGACGCCC

GGGGGGAGGT

ACGGACTCAT

TAAGACGCTG

AATACARCCG

AGGACCGTAC

TGTACGACGA

GACCTAGACC

CCCCACGGTG

ACACGCACCT

AAGAGACACA

CAGGGTGGTC

ACCCCCAGTC

GCCTGCGACT

CGTCAACTTC

GCTCCACTAT

AACAARACTG

GACAGGACAC

CAACAACACT

TGGTATARAG

GACTCCCGCA

CTACATCATA

CCCGTCCGCA

GGGTGCCGGA

GGGACTGGCC

GTTGCCCAGA

GGCTAGGCGG

GCATCGAGAG

TGTGGCTGTG

GGGTCGTCCT

TAAGAAACCT

GCGCCATGGC

AGAGCGCGGC

TACTCGCCGC

GGCGCAGACG

AGAAAARAGA

CTACGTCATA

CCCAGAACTT

GGGGGGGGCA

GTTTACCAGG

TGTGTAGATA

GACTTTATAG

CACCGCGGCC

TACTAATACC

GTCAGGGTGG

AGACCTGTGT

TGCAATATCC

CAGATCCTGG

GGATCARACT

ARCTATACAA

ATTTCAGGCA

TACTAAAGGA

GAAATACATA

109

Figura 12

GGCCAACCAG

ATATAAGAAC

GCGAGAACGC

GGTGAGTTTA

GGGCCCCGGG

AAAGGAARGT

CTTCTAGGTA

AAACTGGTAC

GCGATTTTGT

CCGCGTCCTG

GCCAGCGCTC

ATGGGGCTTC

GCAGACGGTG

TTTCGAGCTC

CTACAGAAAA

TAGTCATARA

GGGTACTTAC

TGCCACTCAC

TGACTACCAC

TTTATGAACT

CGTGGGCTGC

TACAGATAAA

AGCATACACC

CTCTCTAAAG

GCGCCCCAAG

GACACAGTTC

GTTCGGCTCA

GGCCCCAGTA

AACGAAAACC

CACCTTTCARA

TTAGTCCTAC

GGTGACAATG

CAACGAGAAG

AGTCTACGTC
GTGCACTTCC
CACGGAGGGA
CACACCGCAG
CAAGGCTCTT
GCTTTTGCAA
TGTGGCAGCC
GAGAGCTGTT
TGGCCATCTT
GGCCCCCAGG
CCGGCGeCCe
TGGGGCCGAC
GAGACCCCGC
GTCGRAGAGT
TGGCGACGGG
ACAGTGGCAA
CACTTATATT
TCGGACGACA
CAAATTCACT
TTTGGACTGT
ARACTAATAT
CACTCAGCCT
CGGGCATCAT
ACCCGGCCCA
ACTTTTTCAG
TGCTTTCCAT
CCACTAACTG
CARARRACAC
ATTATAARGA
ACCATAGCTC
TTGGAATGAA
CCACTCAGAG

ATATGCGAGT
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1701
1751
1801
1851
1901
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2001
2051
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2151
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2251
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2351
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2451
2501
2551
2601

2651
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2851
2801
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ES 2 685 605 T3

TAGCACARAT

CCAALCTARCC

CATACACTCC

CCGGGGCCTA

GGCAACATAA

GAAAAACRAA

GCACAGGATA

ATCTACARTG

AATAGACCAC

TTGGCARCGG

AGAGCCRAGT

CATAGTACAG

TACTAGCCAT

TCCAARACAGG

CCATAGRGGA

CAGAGGTCAC

GCAGGTATTA

AGGACCRATC

AGCAAAACGA

CACTCCAGCC

GTCGGTACARA

GACTCCAGCT

CACAGCCTAC

TTTGAGCCCC

AGAGTACACT

CAGACATACC

GTGTCCTTTA

ACTTGTCGGT

AGGAGTGCGA

GCCTTCGGCT

GCGCGTTTCG

ACTCCGAGTT

GTGGGGCCRG

GTCCGGGGTC

AARRARTGGCG

AGCAGCTCCA

ARAATGGCGG

GTCRCCTGAC

GGCTGTTCAC

AACCAGAARAC

CCACAATAAT

AGCATATATC

CTCTGACATT

TCTGGATAGA

AGCARAATGCG

CACAGAGTTT

CAAGAATACT

TCAGACCCAA

ARAGATGCCC

GGTACGTGAA

TCCGGACCGT

GAAATACAGA

TCGTCAGGAA

CCTCGCAGCG

GTGGCACTCG

AARGAATGCA

RAGAGACCTC

ARGCTCAGGT

AAGAGACGCA

GACCAACTAC

CCAGCAACTC

ACCCCCTATT

AGGGTCCTAA

GCTTGCAAAT

CTTCTACCCC

ARCTCARCTT

GICTGCTTICT

cceeeceice

GCGCGCGGCA

GACCTTCGGC

GCCATTGGAC

ACTTCGCCAT

GCCGTAGGCT

GTTTTAGTGA

CTTTCTCRACA

GCAAGCTCTT

TGGGGAGGGG

GTGGTTGCTA

AGATTTAAARRA

GTCCACACAC

TARTCAGCTGG

ATATACAACC

CTACCTCACA

AGATAATGGA

TGTGCAAAGT

CATAAGATGC

ACAAAAGCTT

GGAGGCAGCT

CATATTCCAC

TTGGGTACAA

TTTCACTGGA

TCCCTGCTCC

TACARAGCGGT

TGGGACATTA

ACAGGAATCA

GCAGGGACAC

TTCAGAGTCC

AAGCTCCCAR

TCCTCCAGCT

GCAACCCRAG

ATCTTCCCAA

ACCCATACAG

TCTGGGACAG

TGGGCACCAA

TCAATAMAAR

TAAGGTCGCC

GGTAGCAACG

CCTCAGACCC

GTCGGGGGGG

ACTGGAGCTG

AGGGCCTTTA

TCGGCCTCGT

CGTCACGGCC

RRATGGCGGC

CCGGGTRARG

TCACAACCCG

CGTCATCGGC

110

BTGCAARCCAA
CTATATGAAT
CAGGAGCTRC
CTTTCACAGA
ABAGAAGACA
CATGCCCCTG
ATACAGGCGA
CCATACACTG
CGTTCCCTAC
CCAACGTGCC
CAAADRGRAG
GGGCGACATA
RAGTGGGGCGE
BACTCCAGCT
TGACCCGRAR
GACGAGGRCT
GATGCTCTTT
CAACGCCCAR
AGCAGCGACT
GAAGAGACGG
CCGAGAGCAG
TCCTCAARRGT
GCATARACAR
GGGTACAACG
ACCCCCCAGA
AACCCCAACA
TTCTAGGCCG
AAGCACTCCG
CCTTCGGAGC
CCCCTCCACC
TCGGGAGCTT
TGAATCAGTA
TCTTCTCGCC
TTTTAGGCCT
GCCATTTTAA
GGAGCACTTC
GGTCAGCAGC
GRAGCCCTCC

GCCATCTTGT

AGGRGCACTA

ACCACTCAGG

TTTGARACCA

CAARGGCACA

CCATTTTTGT

TGGGCGGCCT

CTCTGCCATT

AGCCCATGTT

TCATTTAACT

CATAAGAATG

TATTAGAGAG

AGATCAGCTG

AARCCCTATA

CCTCCGCGGC

TACARTACCC

CTTTGGCAAA

ACATTCCTCC

GACCCAGARG

CCCGTGGGTC

AGGCGCAGGG

CGAGTTCTCC

CCAAGCAGGG

AGCCTTTATG

ACTGGCTAGA

AAGCTACACA

GCRAGTCAGG

TGGGAGTTTC

AGCGCCAGCG

CGCGCGUTAC

CGAAACGCTT

TATTARACAG

ACGAAAGTGR

ATTGGATAGT

TCCGGACTAC

GTAAGGCGGA

CGGCTTGCCC

TACGTCACAA

TCAGTCACGT

GTCGCRAAAT



3601
3651
3701

3751

B

zZpr9.6
zpr9.Bl.

ES

2685605 T3

GGCGGACAAC TTCCGCTTTT TTAAAAARAG GCGCGAAAAA ACGGCGGCGG

CGGCGCGCGC GCTGTGCGCG CGCGCCGGGG GGGCGCCAGC GCCCCCcccc

CCGCGCATGC GCGGGTCCCC CCCCCCGCGG GGGGCTCCGC CCCCCGGCCC

cceeeece

6.seq

(molécula subvirica,

293TT+9 (tth25smfr3) PCR
Trll.8 C/6
En pCR2.1,0NEShot TopolOF'

zpr9.B1.
1

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

601

6.seq Longitud.: 621

CCGCAGCGAG

CCGGAGGTGA

TGGCCGGGCC

CCAGAAAAGG

GGCGGCTTCT

GAGAGAAACT

CTGTGGCGAT

GTCCTCCGCG

AACCTGCCAG

ATGGCATGGG

GCGGCGCAGA

ACTTCCTGGG

GGCTGAGTTT

AACGCCACGG AGGGAGATCC
GTTTACACAC CGCAGTCAAG
CCGGGCAAGG CTCTTAAAAA
AAAGTGCTTT TGCAAACTGT
AGGTATGTGG CAGCCCCCCA
GGTACGAGAG CTGTTTTAGA
TTTGTTGGCC ATCTTAATCA
TCCTGGGCCC CCAGGCGGAC
CGCTCCCGGC GCCCCAGGGC
GCTTCTGGGG CCGACGCCGC
CGGTGGAGAC CCCGCAGGCC
CATGGTCTAC ATCATAATAT

TCCACGCCCG T

111

tth25)

TCGCGTCCCG
GGGCAATTCG
ATGCGTTTTC
GCCAGCTGCA
CGCACAATGT
TCCCACGCTG
TCTGGCAACT
CCCGCACGCC
GAGCCCGGTG
CGGTGGAGAC
AACCAGAGTC

AAGAACGTGC

AGGGCGGGTG

GGCTCGGGAC

GCAGGGTTGC

AAGAAGGCTA

CCCGGGCATC

CTGTTTGTGG

ACTCTGGGTC

GCAAATAAGA

ACAGAGCGCC

GATGGAGAGC

TACGTCGTGC

ACTTCCGAAT
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Figura 13

A

ttrh215

rheu.cd.215.seq

Genomiphi tthd4-cebador

aso. 78°+ . taq polimerasa adicional (progr.tth4*78)
vector:TA-cloning pcr2.1 invitrogen

rheu.cd.215rp.seq Longitud: 3758

1 AAAGTACGTC ACTAACCACG TGACTCCCAC AGGCCAARCCA CAGTCTACGT

51 CGTGCATTTC CTGGGCATGG TCTACATCAT AATATAAGAAR GGCGCACTTC
101 CGAATGGCTG AGTTTTCCAC GCCCGTCCGC AGCGAGAACG CCACGGAGGG
151 AGATCCTCGC GTCCCGAGGG CGGGTGCCGG AGGTGAGTTT ACACACCGCA
201 GTCAAGGGGC AATTCGGGC;I‘ CGGGACTGGC CGGGCCCTGG GCAAGGCTCT
251 TARAARATGC GCTTTCGCAG GGTTGCGGAG AAAAGGAAAG TGCTTCTGCA
301 AACTCTGCGA GCTGCAAAGC AGGCTAGGCG GCTTCTAGGT ATGTGGCAGC
351 CCCCCGCGCA CAATGTCCCC GGCATCGAGA GAAACTGGTA CGRGAGCTGC
401 TTCAGGTCTC ACGCTGCTGT TTGTGGCTGT GGCGACTTTG TTGGCCATAT
451 TAATCATTTG GCAACTACTC TGGGTCGTCC TCCGCGTCCT GGGCCCCCAG
501 GCGGACCCCG CACGCCGCAA ATAAGAAACC TGCCAGCGCT CCCGGCGCCC
551 CAGGGCGAGC CCGGTGACAG AGCGCCATGG CGTGGGGTTT CTGGGGCCGA
601 CGCCGCCGGT GGAGACGGTG GAGAGCGCGG CGCAGACGGT GGAGACCCCG
651 GAGACGTAGG AGACGACGCC CTGCTCGCCG CTTTCGAGCT CGTCGAAGAG
701 TAAGGAGACG CGGGGGGAGG TGGCGCAGAC GCTACAGARA ATGGCGACGG
751 GGCAGACGCA GACGGACTCA CAGRAAAAAG ATAATTATAA AACAGTGGCA
801 ACCAAACTTT ATTAGACGCT GCTACATAAT AGGATGCCTA CCTCTCGTTT
851 TCTGTGGCGA AAATACAACC GCCCAGAACT ATGCCACTCA CTCAGACGAT
901 ATGATAAGCA AAGGACCGTA CGGGGGGGGC ATGACTACCA CGAAATTCAC
951 TCTGAGAATA CTGTACGACG AGTTTACCAG GTTTATGAAC TTTTGGACTG
1001 TCAGTAACGA AGACCTAGAC CTGTGTAGAT ACGTGGGCTG CAAACTGATA
1051 TTTTTTAARAC ACCCCACGGT GGACTTTATG GTACAGATAA ACACTCAGCC
1101 TCCTTTCTTA GACACAAGCC TCACCGCGGC CAGCATACAC CCGGGCATCA
1151 TGATGCTCAG CAARGAGACGC ATATTAATAC CCTCTCTAAA GACCCGGCCG
1201 AGCAGARAAC ACAGGGTGGT CGTCAGGGTG GGCGCCCCAA GACTTTTTCA
1251 GGACAAGTGG TACCCCCAGT CAGACCTATG TGACACAGTT CTGCTTTCCA
1301 TATTTGCAAC CGCCCGCGAC TTGCAATATC CGTTCGGCTC ACCACTAACT
1351 GACAACCCTT GCGTCAACTT CCAGATCCTG GGGCCCCAGT ACAAARAACA
1401 CCTTAGTATT AGCTCCACTA TGGATGATAC TRACAAACAG CACTATAACA

1451 GCAACTTATT TAATAAAACT GCACTATACA ACACCTTTCA AACCATAGCC
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1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2851
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351

3401
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CGGCTTARAG

AGTACAAARAC

GCAGAGARCAC

TTAGCAGAGA

ACCARACTAC

GCATATACTC

ACTGGGGCCT

AGGCRACATA

TAAARRACAR

GGCACAGGAT

TATTTACAAT

TRATAGACCA

TTTGGCAACG

GRGAGCCAAG

GCATAGTACR

GTACTGTCCA

ATCCARACAG

CCCATAGAGG

CCAGRAGTCA

AGCAGGTATT

CAGGACCACT

ARGCAMAACG

CCACTCCAGC

GGTCGGTACA

CGACTCCAGC

ACACAGCCTA

GTTTGAACCC

AGGAGTACAC

ACAGACTTAC

GGTAACCTTT

CACTTGTCGG

GAGGAGTGCG

ACGCCTTICGG

TTGCGCGTTT

AGACTCCGAG

GAGTGGGGCC

GIGTCCGGGG

ACAAARARATGG

GRAGCAGCTC

AGACAGGACA

ACARRRCTAC

TTGGTACAARG

ARMCARGAGA

CCCACARTAA

CAGCATATTT

ACTCTGACAT

ATCTGGATAG

ARGCARATGT

ACACAGAGTT

GCCAGRATAC

CTCAGACCCA

GAARGATGCC

TGGTACGTAA

GTCCGGACCG

TGAARTACAG

GTCGTCARGGA

ACCTCGCAGC

CTTGGCACTC

ARAAGRATGC

CAAGRGGCCT

ARAGCTCACG

CAAGAGACGC

AGACCAACTA

TCCAARCAACT

CACCCCCTAT

CAGGGTCCTA

AACTGCAARC

TAGAICACAC

GGARACARCAT

AAGGTTTAAR

TGTCCACAGA

CTATCAGCTG

TATATACAAC

ACTACCTTAC

GAGATAATGG

TTGTGCAARG

TCATAAGATG

AACAAAGGCT

GGGAGGCAGC

ACATATTCCAR

TTCGGGTACA

ATTTCACTGG

ATCCCTGCTC

GTACARGCGG

GTGGGRCATC

AACAAGAATC

CGCAGRGACA

TTTCGGAGTC

AARAGCTCCGA

CTCCTCCAGC

CGCACCCCAA

TATCCTCCCA

AACCCATACA

ATTAGTCCARA

AGGTGCTAAT

ACARTGACTA

AAMAGCAACAA

CTTATACGAA

GCAGGAGCTA

CCTTTGACAG

AAMARGACGAC

ACATGCCCCT

TACACAGGAG

CCCATACACT

TTGTACCGTA

TCCAACGTGC

CCARRRAGAR

GGGGCGACAT

AAATGGGGCG

CAACTCCAGC

TTGACCCGRA

AGACGAGGAC

AGATGCTCTT

CCRRCGCCCA

CAGCAGCGAC

AGAAGAGACG

TCCGAGAGCA

GTCCTCARARG

AGCATAAACA

GGGGTACAAC

TAGTTGCAAG

CCTTTTACCC

ARACTCAACT

TTCCGGGACA

CTGGGCACCA

TTCARTAARA

TGTCTGCTTC

ACCCCCCCCC

CTGCGCGCEE

CGGACCTTCG

TTGCCATTGG

AGACTTCGCC

TTGCCGTAGG

CGGATTTTGT

CACCCTCTCA

TTAAGGTCGC

TCGGTAGCAA

CACCTCAGAC

GCGETCGGGGE

ACACTGGAGC

ATAGGGCCTT

CTTCGGCCTC

GACGTCACGG

CATAATGGCG
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GACCCCCGAG

AARCCCCANG

ATTCTAGGCC

CARGCACTCC

CGCCTTCGGA

CCCCCCTCCA

GGTCGGGAGC

TGTGRATCAG

TATCTTCTCG

GTTTTTAGGC

CCGCCATTTT

GCGGAGCACT

GTTGCGAGTGA

GCAACTGCCA

CATACAACAG

TGTCAGCACT

TACCACTCAG

CTTTGAAACC

ACAAAGGCAC

ACRATCTTTG

GTGGGCGGCC

ACTCTGCCAT

GAACCCATGC

CTCATTTAAC

CCATAAGAAT

GTATTGGAGA

AAAATCAGCT

GAARCCCTAT

ACCTCCGCGG

ATACAATACC

TCTTTGGCAR

TACGTTCCTG

AGACCCGGAA

TCCCGTGGGT

CAGGCGCAGG

GCGAGTACTC

TTCAAGCAGG

AAGCCTATAT

GATTGGCTAG

AATGCTACAC

ACCAAGTCAG

GTGGGACTTT

GAGCGTCAGC

GCCGCGCGCT

CCCGARACGC

TTTATTAAAC

TAACGRAAGT

CCATTGGATA

CTTCCGGACT

AAGTARGGCG

CCCGGCTTGC
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3451 CCAAAATGGC GGGCAAGCTC TTCCGGGTCA AAGGTTGGCA GCTACGTCAC
3501 AAGTCACCTG ACTGGGGAGG AGTTACATCC CGGAAGTTCT CCTCGGTCAC
3551 GTGACTGTAC ACGTGACTGC TACGTCATTG ACGCCATCTT GTGTCACAAA
3601 ATGGCGGTGC ACTTCCGCTT TTTTGAAAAA AGGCGCGAAA AAACGGCGGC
3651 GGCGGCGCGC GCGCTGCGCG CGCGCGCCGG GGGGGCGCCA GCGCCCCCCC
3701 CCCCGCGCAT GCACGGGTCC CCCCCCCCAC GGGGGGCTCC GCCCCCCGGC

3751 cCcccccece

B

zprl2.24
zprl2.24.seq (molécula subvirica , ttrh215)
Longitud: 642

1 CAGCGAGAAC GCCACGGAGG GAGATCCTCG CGTCCCGAGG GCGGGTGCCG

51 GAGGTGAGTT TACACACCGC AGTCAAGGGG CAATTCGGGC TCGGGACTGG
101 CCGGGCCCCG GGCAAGGCTC TTAAAAAATG CGCTTTCGCA GGGTTGCTGA
151 GAAAAGGAAA GTGCTTCTGC AAACTGTGCG AGCTACACAG AAGACTAGGC
201 GGCTTCTAAG CCGCCCACAG GGGCATGTCT ACATGCTTCC GCAGCGAGAA
251 CGCCACGGAG GGAGATCCTC GCGTCCCGAG GGCGGGTGCC GGAGGTGAGT
301 TTACACACCG CAGTCAAAGG GCAATTCGGG CTCGGGACTG GCCGGGCCCC
351 GGGCAAGGCT CTTAAAAAAT GCGCTTTCGC GGGGTTGCTG AGAAAAGGAA
401 AGTGCTTCTG CAAACTGTGC GAGCTACACA GAAGACTAGG CGGCTTCTAG
451 GTATGTGGCA GCCCCCCGTG CACAATGTCC CCGGCATCTT ATTAGTACTC
501 TGGCGTTGTA GATAATGGCA GAGTCTCCAG TGTACTTTGC ACAGAACTCT
551 GTGTATCCTG TGCAGGCCGC CCACAGGGGC ATGTCTACAT CATAATATAA

601 TAAGGCGCAC TTCCGAATGG CTGAGTTTTC CACGCCCGTC CG
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Figura 14

! Marcos de lectura abiertade 71 nt (HCR) :

zyb2.1.pep RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM
zyb9.1.pep RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM
zkb69.1.pep RVPEVSLHTA VKGQFGLGTG RAM

zyb2.3.pep GAEGEFTHRS QGAIRARDWP GHG
zyb9.3.pep GAEGEFTHRS QGAIRARDWP GYG
zkb5.3.pep GAVGEFTHRS QGAIRARDWP GYG
zkb69.3.pep GAGGEFTHRS QGAIRARDWP GYG

zyb2 .1 .pep
nucléotidos  1-71
Longitud: 23aa

RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM

BlastP2 de: zyb2.l.pep
comparado con la base de datos: uniprot ..

>>>sptrembl :Q9WSWO 9VIRU QSwsw0O SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 49
>>>sptrembl:Q9WB09 9VIRU Q9wb09 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48
>>>sptrembl : Q9WSW2 9VIRU QSwsw2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48
>>>sptrembl:Q9WSX0 SVIRU Q9%wsx0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WB10 9VIRU Q9wbl0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WAZ2 9VIRU Q%waz2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:070807 9VIRU 070807 SubName: Full=Putative uncharact... 47
>>>sptrembl : QOWAY4 9VIRU Q9%way4 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl :Q9WB02 9VIRU Q9wb02 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl :QIWSW4 9VIRU Q%wswd SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 46
>>>sptrembl :Q9WB12 9VIRU Q9wbl2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 46
>>>sptrembl :Q9WSW6 9VIRU Q9wsw6 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 45
>>>sptrembl:B3FWR6 9VIRU B3fwr6 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 36

>>>>sptrembl:Q9WSWO_OVIRU Q9wsw0 SubName: Full=ORF2; Flags:
Fragmento; . 2/2010
Longitud = 204

Puntuacién = 49.3 bits (116), Esperada= le-04, Método: ajuste de matriz composicional
Identidades = 23/23 (100%), Positvos = 23/23 (100%)

Query: 1 RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 23
RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM

Sbjct: 27 RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 49

>>>>sptrembl:Q9WB09_9VIRU Q9wb09 SubName: Full=ORF2; Flags:
Fragmento ; . 2/2010
Longitud = 138
Puntuacién= 47.8 bits (112), Esperada = 4e-04, Método: ajuste de matriz composicional
Identidades = 22/23 (95%),  Positivos = 22/23 (95%)
Query: 1 RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 23
RVPKVSLHT VKGQFGLGTGRAM
Sbjct: 14 RVPKVSLHTEVKGQFGLGTGRAM 36

ID QIWSWO_9VIRU Sin revisar; 204 AA.
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le-04
4e-04
4e-04
4e-04
5e-04
5e-04
6e-04
7e-04
8e-04
0.001
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AC QOWSWO ;

DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV~-1999, versidn de secuencia 1.

DT 09-FEB-2010, version de entrada 23.

DE SubName: Full=ORF2;

DE Flags: Fragmento ;

(OS] Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.

oX NCBI_ TaxID=68887;

RN [1)] .

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS

RC CEPA 1=KC205/1-12G; TEJIDO=Suero;

RX MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;
RA Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

RT "Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name
RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of
RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999).

cC Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

DR EMBL; AB024383; BAA77450.2; -; Genomic_DNA.

DR InterPro; IPR0O04118; Gyrovir_VPZ/TT~ORF2.

DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

PE 4: Previsto ;

FT NON TER 1 1

SQ SECUENCIA 204 AA; 21953 MW; 6352C96D2ACODF21 CRC64;
CTSEWLSFPR PSAAAXPRRV IPASRWRVPK VSLHTAVKGQ FGLGTGRAMG KALKVFILKM
HFSRISRSKR KVLLPALPAP PPPRQLLMWQ PPIQNGTQLD RHWFESVWRS HAAYCGCGDC
VGHLQHLAAN LGRPPHPQPP REQHPPQIRG LPALPAPPSN RNSWPGTGGD AAGEQAGGSR
GAGDGGDGEL ADDDLXDAAA LVEE

ID Q9WBO9_SVIRU Sin revisar ; 138 AR.
AC  Q9WBO09Y;
DT 01-NOV-1999, _integradoen  UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999, version de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, version de entrada 22.
DE SubName: Full=0RF2;

DE Flags: Fragmento ;

0s Torque teno virus.

oc Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
OX NCBI_TaxID=68887;
RN

{1]
RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS
RC TEJIDO=Suero;
RX MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;
RA Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;
RT "Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name
RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of
RT diversity beyond genotypes.";
RL Virology 260:17-22(1999).

cc Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

DR  EMBL; AB024376; BAA77443.1; -; Genomic_DNA.
DR InterPro; IPR004118; Gyrovir_ VP2/TT_ORF2.
DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

PE 4: Previsto ;
FT NON TER 1 1
FT NON TER 138 138

80 SECUENCIA 138 AA; 15494 MW; 2DF27B3RA4F0CAR641 CRC64;
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AVKPRREISA SRGRVPKVSL HTEVKGQFGL GTGRAMGKAL KKSMFIGRHY RKKRALSLCA
VRTTKKACKL LIVMWTPPRN DQQYLNWQWY SSVLSSHAAM CGCPDAIAHL SHLAFVFRAP
QNPPPPGPQR NLPLRRLP

zyb2 .3 .pep
nucleétidos 3-71
Longitud: 23aa

GAEGEFTHRS QGAIRARDWP GHG

BlastP2 de: zyb2.3.pep desde: 1 a: 23
comparado con la base de datos: uniprot ..

>>>sptrembl:Q98Y39 9VIRU Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 50 7e-05
>>>sptrembl:Q9WAY7 9VIRU Q9way7 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 50 Te-05
>>>sptrembl:0786D4 SVIRU Q786d4 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 50 9e-05
>>>sptrembl:070738 9VIRU 070738 SubName: Full=ORF2, ORFl genes;.... 50 %9e-05
>>>sptrembl:Q9JG33 9VIRU Q9jg33 SubName: Full=Putative uncharact... 50 9e-05
>>>sptrembl:090363 9VIRU 090363 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 50 9e-05
>>>sptrembl:QIWEFY6 9VIRU Q9wfy6 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 50 le-04
>>>sptrembl:Q9JGTO 9VIRU Q9jgt0 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 50 1le-04
>>>sptrembl:Q9YKL2 9VIRU Q9ykl2 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 50 le-04
>>>sptrembl:Q9JGS7 9VIRU Q9jgs7 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 49 le-04
>>>sptrembl:Q9DYCO 9VIRU Q9dycO SubName: Full=Putative uncharact... 49 le-04
>>>sptrembl :Q9W7S4 9VIRU Q9w7s4 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:Q77501 9VIRU Q77s01 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9JGT3 9VIRU Q9jgt3 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 46 0.001
>>>sptrembl:Q9JGS4 9VIRU Q9jgs4 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 46 0.001
>>>gptrembl:Q9YR02 SVIRU Q9yr02 SubName: Full=Putative uncharact... 45 0.003
>>>sptrembl:B2YFW4 9VIRU B2yfw4 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 34 3.7

>>>>sptrembl :Q98Y39 9VIRU Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010
Longitud = 202
Puntuacién = 50.1 bits (118), Esperado = 7e-05, Método: ajuste de matriz composicional
Identidades : = 22/23 (95%), Positivos = 23/23 (100%)
Query: 1 GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGHG 23
GAEGEFTHRSQGAIRARDWPG+G
Sbjct: 24 GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 46

Q98Y39 9VIRU Sin revisar ; 202 AA.
AC Q98Y39;
DT 01-JUN-2001, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-JUN-2001, version de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, versiénde entrada 17.
DE SubName: Full=ORF2;

os Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
0X NCBI_TaxID=68887;
RN [1]

RP 'SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RC CEPA =TWH;

RA He H.-T., Luo K.-X., Xiao H., Liu D.-X.;

RT "Complete circular genome of TT virus isolated from feces of a
RT hepatitis patient."”;

RL Submitted (FEB-2001) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

cc Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

DR EMBL; AF351132; AAK29446.1; ~; Genomic_DNA.
DR InterPro; IPR004118; Gyrovir VP2/TT_ORF2.
DR InterPro; IPR0O13267; TTV_ORF2a.
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DR Pfam; PF02957; TT ORF2; 1.
DR Pfam; PF08197; TT ORF2a; 1.
PE 4: Previsto;
S0 SECUENCIA 202 AA; 21437 MW; 105B9ED104956EDE CRC64;
MAEFSTPVRS GEATEGDHRV PRAGAEGEFT HRSQGAIRAR DWPGYGQGSE KSMFIGRHYR
KKRALSLCAV RTTKKACKLL IVMWTPPRND QQYLNWOWYS SVLSSHASMC GCPDAVAHLI
NLASVLRAPQ NPPPPGPQRN LPLRRLPALP AAPEAPGDRA PWPMAGGAEG ENGGAGGDAD
HGGAAGGPED ANLLDAVAAA ET
//
zyb9.1l.pep
nucledtidos 1-71
Longitud: 23aa
RVPKVSLHTA VKGQFGLGTG RAM
BlastP2 de: zyb9.l.pep desde: 1 a: 23
comparado con la base de datos : uniprot .
>>>gptrembl : Q9WSWO 9VIRU Q9%wswO SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 49
>>>sptrembl :Q9WB09 9VIRU Q9wb09 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48
>>>gptrembl:Q9WSW2 SVIRU Q%wsw2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48
>>>sptrembl:Q9WSX0 9VIRU Q9wsx0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WB10 9VIRU Q9wb1l0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WAZ2 9VIRU Q9waz2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:070807 9VIRU 070807 SubName: Full=Putative uncharact... 47
>>>sptrembl:Q9WAY4 SVIRU Q9way4 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WB02 9VIRU Q%wb02 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47
>>>sptrembl:Q9WSW4 9VIRU Q9%wswd SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 46
>>>sptrembl:Q9WB12 9VIRU Q9wbl2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 46
>>>sptrembl :Q9WSW6 9VIRU Q9%wsw6é SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 45
>>>sptrembl:B3FWR6 9VIRU B3fwr6 SubName: Full=ORFZ; Flags: Fragm... 36

>>>>sptrembl:Q9WSWO_9VIRU QSwswO SubName: Full=ORF2; Flags:

Fragmento ; . 2/2010

Longitud = 204
Puntuacién= 49.3 bits
Identidades. = 23/23 (100%),
Query: 1

(116), Esperado = le-04,

Método: ajuste de matriz composicional.

Positivos = 23/23 (100%)

RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 23

RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM

Sbjct:

27 RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 49

>>>>sptrembl:Q9WB09_9VIRU Q9wb09 SubName: Full=ORF2; Flags:

Fragmento ; . 2/2010
Longitud = 138
Puntuacién= 47.8 bits

(112), Esperado= 4e-04,

Método: ajuste de matriz composicional.

. ldentidades = 22/23 (95%), Positivos = 22/23 (95%)
Query: 1 RVPKVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 23
RVPKVSLHT VKGQFGLGTGRAM
Sbjct: 14 RVPKVSLHTEVKGQFGLGTGRAM 36
QIWSWO_9VIRU Sin revisar ; 204 AA.

RC QO9WSWO;

DT 01-NOV-1999,
DT 01-NOV~1999,
DT 09-FEB-2010,
DE SubName: Full=ORF2;
DE Flags: Fragmento ;

integrado en UniProtKB/TrEMBL.
version de secuencia 1.
version de entrada 23.
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oS Torque teno virus.

oC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar -
OX NCBI_TaxID=68887;
RN [1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

CEPA =KC205/1-12G; TEJIDO=Suero;

MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;

Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

"Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name

RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of

RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999).

CC  —mmmmmm oo e

cC Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms

cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

[ O e g

DR EMBL; AB024383; BAA77450.2; -; Genomic DNA.

DR InterPro; IPR004118; Gyrovir VP2/TT_ORF2.

DR  Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

PE 4: Previsto;

FT NON TER 1 1

SQ SECUENCIA 204 AA; 21953 MW; 6352C96D2ACODF21 CRC64;
CTSEWLSFPR PSAAAXPRRV IPASRWRVPK VSLHTAVKGQ FGLGTGRAMG KALKVFILKM
HFSRISRSKR KVLLPALPAP PPPRQLLMWQ PPIQNGTQLD RHWFESVWRS HAAYCGCGDC
VGHLQHLAAN LGRPPHPQPP REQHPPQIRG LPALPAPPSN RNSWPGTGGD AAGEQAGGSR
GAGDGGDGEL ADDDLXDAAA LVEE

ZERA

Q9WB09_9VIRU Sin revisar; 138 AA.
AC Q9WB09;
DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999, version de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, wersiondeentrada 22.
DE SubName: Full=ORF2;

DE Flags: Fragmento ;

(o] Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
[0):4 NCBI_TaxID=68887;
RN [1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RC TEJIDO=Suero;

RX MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;

RA Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

RT "Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name
RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of
RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999).

cc Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
cC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

DR EMBL; AB024376; BAA77443.1; -; Genomic_ DNA.
DR InterPro; IPR004118; Gyrovir VP2/TT_ORF2.
DR Pfam; PF02957; TT ORF2; 1.

PE 4: Previstol;
FT NON TER 1 1
FT NON TER 138 138

SQ SECUENCIA 138 AA; 15494 MW; 2DF27B3R4FOCA641 CRC64;
AVKPRREISA SRGRVPKVSL HTEVKGQFGL GTGRAMGKAL KKSMFIGRHY RKKRALSLCA
VRTTKKACKL LIVMWTPPRN DQQYLNWQWY SSVLSSHAAM CGCPDAIAHL SHLAFVFRAP
ONPPPPGPQR NLPLRRLP
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zyb9.3.pep
nucledtidos 3-71
Longitud: 23aa

GAEGEFTHRS QGAIRARDWP GYG

BlastP2 de: zyb9.3.pep desde: 1 -a: 23
comparado con la base de datos : uniprot

>>>sptrembl :Q9WAY7 OVIRU Q9way7 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 52 2e-05
>>>sptrembl:Q98Y39 9VIRU (Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 52 2e-05
>>>sptrembl:Q9WFY6 9VIRU Q9wfy6 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 52 3e-05
>>>sptrembl:Q9JGTO 9VIRU Q9jgt0 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 52 3e-05
>>>sptrembl:Q786D4 9VIRU Q786d4 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 52 3e-05
>>>sptrembl:070738 9VIRU 070738 SubName: Full=ORF2, ORFl genes;.... 52 3e~-05
>>>sptrembl:Q3JG33 9VIRU Q9jg33 SubName: Full=Putative uncharact... 52 3e-05
>>>sptrembl: 090363 9VIRU 090363 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 52 3e-05
>>>sptrembl:Q9YKL2 9VIRU Q9ykl2 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 51 3e-05
>>>sptrembl:Q9JGS7 9VIRU Q9jgs7 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 51 3e-05
>>>sptrembl:Q9DYCO 9VIRU Q9dycO SubName: Full=Putative uncharact... 51 4e-05
>>>sptrembl:Q9W754 9VIRU Q9w7s4 SubName: Full=Putative uncharact... 50 5e-05
>>>sptrembl:077501 9VIRU Q77s0l SubName: Full=Putative uncharact... 50  5e-05
>>>sptrembl:Q9JGS4 9VIRU Q9jgs4 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9JGT3 9VIRU Q9jgt3 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9YR02 9VIRU Q9yr02 SubName: Full=Putative uncharact... 47 Te-04
>>>sptrembl:B2YFW4 OVIRU B2yfwd4 SubName: Full=ORFZ2; Flags: Fragm... 35 3.2

>>>>sptrembl :Q9WAY7_9VIRU Q9way7 SubName: Full=ORF2; Flags:
Fragmento 2010
Longitud = 138
Puntuacién= 52.0 bits (123), Esperado = 2e-05, Método: ajuste de matriz composicional.
Identidades = 23/23 (100%), Positivos = 23/23 (100%)
Query: 1 GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 23
GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGYG
Sbjct: 15 GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 37

Q9WAY7_SVIRU Sin revisar .; 138 AA.
AC QOWAY7;
DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999, versidon de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, versién de entrada 23.
DE SubName: Full=ORF2;

DE Flags: Fragmento ;

[oF] Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss  ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
OoX NCBI_TaxID=68887;
RN (1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RC TEJIDO=Suero;

RX MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;

RA Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

RT "Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name
RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of
RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999).

cC Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
CcC Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs
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DR  EMBL; AB024348; BAA77415.1; -; Genomic_DNA.
DR InterPro; IPR004118; Gyrovir VP2/TT_ORF2.
DR InterPro; IPR013267; TTV_ORF2a.

DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

DR Pfam; PF08197; TT_ORF2a; 1.

PE 4: Previsto
FT NON TER 1 1
FT NON TER 138 138

SQ SECUENCIA 138 AA; 15416 MW; 93F7D9685085141D CRC64;
SGEATEGDLR VPRAGAEGEF THRSQGAIRA RDWPGYGQGS EKSMFIGRHY RKKRALSLCA
VRTTKKACKL LIVMWTPPRN DQQYLNWQOWY SSVLSSHAAM CGCPDAVAHF NHLAAVLRAP
ONPPPPGPQR NLPLRRLP

zkb5. 3.pep
nucledétidos 3-71
Longitud: 23aa

GAVGEFTHRS QGAIRARDWP GYG

BlastP2 de: zkb5.3.pep
comparado con la base de datos: uniprot

>>>sptrembl :Q98Y39 OVIRU Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:Q9WAY7 9VIRU Q9way7 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 49 le-04
>>>sptrembl:Q9JGTO0 9VIRU Q9jgt0 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 49 le-04
>>>sptrembl:090363 9VIRU 090363 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:Q9JG33 9VIRU Q9jg33 SubName: Full=Putative uncharact... 49 le-04
>>>sptrembl:Q786D4 9VIRU Q786d4 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:070738 9VIRU 070738 SubName: Full=ORF2, ORFl genes;.... 49 le-04
>>>sptrembl:Q9YKL2 9VIRU Q9ykl2 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:QIWFY6 9VIRU Q9wfy6 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 le-04
>>>gptrembl:09JGS7 9VIRU Q9jgs7 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9DYCO 9VIRU Q9dycO SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9W7S4 9VIRU Q9w7s4 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl: Q77501 9VIRU Q77s01 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:Q09JGS4 9VIRU 09jgs4 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9JGT3 9VIRU Q9jgt3 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9YR02 SVIRU Q9yr02 SubName: Full=Putative uncharact... 47 Te-04

>>>>sptrembl:Q98Y39 9VIRU Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010
Longitud = 202
Puntuacion = 49.3 bits (116), Esperado= 1e-04, Meétodo: ajuste de matriz composicional.
Identidades = 22/23 (95%), Positivos = 22/23 (95%)
Query: 1 GAVGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 23
GA GEFTHRSQGAIRARDWPGYG
Sbjct: 24 GAEGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 46

Q98Y39 9VIRU Sin revisar ; 202 AA.
AC  Q98Y39;
DT 01-JUN-2001, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-JUN-2001, version de secuencia. 1.
DT 09-FEB-2010, versionde entrada 17.
DE SubName: Full=ORF2;

0s Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
[9)4 NCBI_TaxID=68887;

RN [1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RC CEPA =TWH;
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RA He H.-T., Luo K.-X., Xiao H., Liu D.-X.;

RT "Complete circular genome of TT virus isolated from feces of a

RT hepatitis patient.";

RL Submitted (FEB-2001) to the EMBL/GenBank/DDBJ databases.

CC —mmm oo mr e e e e e e oo — e

cc Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms

cc Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

CC  mmmm e e e e e e e e e e e e e e —————m oo —

DR EMBL; AF351132; AAK29446.1; -; Genomic_DNA.

DR InterPro; IPR004118; Gyrovir_VPZ/TT_ORFZ.

DR InterPro; IPR013267; TTV_ORF2a.

DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

DR Pfam; PF08197; TT_ORF2a; 1.

PE 4: Previsto ;

sQ SECUENCIA 202 AA; 21437 MW; 105BSED104956EDE CRC64;
MAEFSTPVRS GEATEGDHRV PRAGAEGEFT HRSQGAIRAR DWPGYGQGSE KSMEFIGRHYR
KKRALSLCAV RTTKKACKLL IVMWTPPRND QQOYLNWQWYS SVLSSHASMC GCPDAVAHLI
NLASVLRAPQ NPPPPGPQRN LPLRRLPALP AAPEAPGDRA PWPMAGGAEG ENGGAGGDAD
HGGAAGGPED ANLLDAVAAA ET

//

zkb69.1.pep
nucleétidos 1-71
Longitud: 23aa

RVPEVSLHTA VKGQFGLGTG RAM

BlastP2 de': zkb69.1.pep desde: 1 a: 23
comparado con la base de datos: uniprot

>>>sptrembl:Q9WAZ2 9VIRU Q9waz2 SubName: Full=0RF2; Flags: Fragm... 49 le-04
>>>sptrembl:Q9WB10 9VIRU Q9%wbl0 SubName: Full=0ORF2; Flags: Fragm... 49 le-04
>>>sptrembl:070807 9VIRU 070807 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9WAY4 9VIRU Q9way4 SubName: Full=0ORF2; Flags: Fragm... 49  2e-04
>>>sptrembl:Q9WSWO 9VIRU Q9wsw0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9WB12 9VIRU Q9wbl2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48 4e-04
>>>sptrembl:Q9WSW2 9VIRU Q9%wsw2 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 48 4e-04
>>>sptrembl :Q9WSW4 9VIRU Q9wsw4 SubName: Full=0ORF2; Flags: Fragm... 47 Te-04
>>>sptrembl:Q9WB09 9VIRU Q9%wb09 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 47 %e-04
>>>sptrembl:QIWSX0 SVIRU Q9wsx0 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 46 0.001
>>>sptrembl:Q9WB02 SVIRU Q9wb02 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 45 0.002
>>>sptrembl:Q9WSW6 SVIRU Q9wsw6 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 45 0.002
>>>sptrembl : B3FWR6 9VIRU B3fwr6 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 38 0.34

>>>>sptrembl:Q9WAZ2_ 9VIRU Q9waz2 SubName: Full=ORF2; Flags:
Fragmento; . 2/2010
Longitud = 152

Puntuacion = 49.3 bits (116), Esperado = 1e-04, Método: ajuste de matriz composicional.
Identidades = 23/23 (100%), Positivos = 23/23 (100%)

Query: 1 RVPEVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 23
RVPEVSLHTAVKGQFGLGTGRAM

Sbjct: 14 RVPEVSLHTAVKGQFGLGTGRAM 36

QO9WAZ2 IVIRU Sin revisar ; 152 AA.
AC QOWAZ2;
DT 01-NOV-1999, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-NOV-1999,  version de secuencia 1.
DT 09-FEB-2010, version de entrada 23.
DE SubName: Full=0RF2;
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DE Flags: Fragmento:
0S5 Torque teno virus.

oc Virus; virus de ADNss ; Anelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.
(©):9 NCBI_TaxID=68887;
RN [1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RC TEJIDO=Suero;

RX MEDLINE=99335592; PubMed=10405352; DOI=10.1006/viro.1999.9797;

RA Hijikata M., Takahashi K., Mishiro S.;

RT "Complete circular DNA genome of a TT virus variant (isolate name
RT SANBAN) and 44 partial ORF2 sequences implicating a great degree of
RT diversity beyond genotypes.";

RL Virology 260:17-22(1999).

cc Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms
cc Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

DR EMBL; AB024353; BAA77420.1; -; Genocmic DNA.
DR InterPro; IPR004118; Gyrovir_ VP2/TT_ORF2.
DR Pfam; PF02957; TT_ORF2; 1.

PE 4: Previsto 7
FT NON_ TER 1 1
FT NON TER 152 152

SQ SECUENCIA 152 AAR; 16658 MW; 1DEC53175C043A17 CRC64;
ARTPRRGVRA SRGRVPEVSL HTAVKGQFGL GTGRAMGKAL KKAMFLGRIY RKKRRLPLSP
LHSPPKARKL LRGMWRPPTQ NVSGQERSWY DSVFYSHAAF CGCGDCVGHL SYLATHLGRP
PSAQPPPQLQ PPVIRRLPAL PAPPNPSGDR AA

zkb69.3.pep

nucledtidos ~ 3-71
Longitud: 23

GAGGEFTHRS QGAIRARDWP GYG

BlastP2 de: zkb69.3.pep desde: 1 a: 23
comparado con la base de datos:: uniprot

>>>sptrembl :Q9JGT3 9VIRU Q9jgt3 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 50 5e-05
>>>sptrembl:Q09JGS4 SVIRU Q9jgsd4 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 50 5e-05
>>>sptrembl:098Y39 9VIRU Q98y39 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:Q9WAY7 9VIRU Q9way7 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 49 le-04
>>>sptrembl:Q9YR02 9VIRU Q9yr02 SubName: Full=Putative uncharact... 49 le-04
>>>gptrembl:Q786D4 9VIRU Q786d4 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 le-04
>>>sptrembl:070738 9VIRU 070738 SubName: Full=ORF2, ORFl genes;.... 49 le-04
>>>sptrembl:Q9JG33 9VIRU 09jg33 SubName: Full=Putative uncharact... 49 2e-04
>>>sptrembl:090363 9VIRU 090363 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9JGT0 9VIRU Q9jgt0 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 49 2e-04
>>>sptrembl:Q9YKL2 9VIRU Q9ykl2 SubName: Full=ORF2 protein;. 2/2010 49 2e-04
>>>gptrembl:QIWFY6 9VIRU Q9wfy6 SubName: Full=ORF2;. 2/2010 49 2e-04
>>>sptrembl:Q09JGS7 9VIRU Q9jgs7 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9DYCO 9VIRU Q9dycO0 SubName: Full=Putative uncharact... 48 3e-04
>>>sptrembl:Q9W7S4 SVIRU Q9w7s4 SubName: Full=Putative uncharact... 48 3e-04
>>>sptrembl:Q77501 9VIRU Q77s01 SubName: Full=Putative uncharact... 48 3e-04
>>>sptrembl:B3FWR5 9VIRU B3fwr5 SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 34 5.2
>>>sptrembl:B6SFP1 9VIRU B6sfpl SubName: Full=ORF2; Flags: Fragm... 34 5.6
>>>>sptrembl:Q9JGT3 9VIRU Q9jgt3 SubName: Full=PORF2a;. 12/2009
Longitud = 49
Puntuacién = 50.4 bits (119),Esperado = 5e-05, Método: ajuste de matriz composicional.

Identidades = 23/23 (100%), Positvos = 23/23 (100%)
Query: 1 GAGGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 23
GAGGEFTHRSQGATIRARDWPGYG
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Sbjct: 24 GAGGEFTHRSQGAIRARDWPGYG 46

Q9JGT3 SVIRU Sin revisar ; 49 RAA.
AC Q9JGT3;
DT 01-0CT-2000, integrado en UniProtKB/TrEMBL.

DT 01-0CT-2000, version de secuencia 1.
DT 15-DEC-2009, Vversiondeentrada 17.
DE SubName: Full=PORF2a;

GN Name=ORF2a;

oS Torque teno virus.

ocC Virus; virus de ADNss ; BAnelloviridae; Anelloviridae sin clasificar.

OX NCBI_TaxID=68887;

RN (1]

RP SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS.

RX MEDLINE=20417334; PubMed=10963344; DOI=10.1007/s007050070097;

RA Tanaka Y., Orito E., Ohno T., Nakano T., Hayashi K., Kato T.,

RA Mukaide M., Iida S., Mizokami M.;

RT "Identification of a novel 23kDa protein encoded by putative open

RT reading frame 2 of TT virus (TTV) genotype 1 different from the other
RT genotypes.";
RL Arch. Virol. 145:1385-1398(2000).

[
cC Derechos de autor de UniProt Consortium, véase http://www.uniprot.org/terms

cc Distribuido bajo la licencia de Creative Commons Attribution-NoDerivs

CC mmm e —
DR  EMBL; AB030486; BAA90401.1; -; Genomic_DNA.

DR InterPro; IPR013267; TTV_ORF2a.

DR Pfam; PF08197; TT ORF2a; 1.

PE 4: Previsto .;

sQ SECUENCIA 49 AA; 5118 MW; 596E44680A5D863A CRC64;
MAEFSTPVRS EGATEGIPNV PRAGAGGEFT HRSQGAIRAR DWPGYGQGS
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Figura 15
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Figura 16
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