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DESCRIPCION

Secuencias HCBI, MSBI, MSSI y CMI como marcador temprano para el futuro desarrollo del cancer y enfermedades
del snc y como diana para el tratamiento y la prevencion de estas enfermedades

La presente invencion se refiere a secuencias de nucleétidos de MSBI (aislado cerebral de esclerosis mdltiple), asi
como sondas y cebadores que comprenden parte de dichas secuencias de nucledtidos y anticuerpos contra
polipéptidos codificados por dichas secuencias de nucleétidos. Finalmente, la presente invencion se refiere al uso de
dichos compuestos como un marcador temprano para el futuro desarrollo de enfermedades tales como esclerosis
multiple y como diana para el tratamiento y la prevencién de estas enfermedades.

Antecedentes

Varios analisis epidemiolégicos realizados en las ultimas décadas indican que el consumo a largo plazo de carne "roja"
procesada de diferentes maneras (incluyendo carne ahumada o secada al aire y carne como componente de embutivo
consumido infrecuentemente, poco cocinada o asada) puede considerarse un factor de riesgo para cancer de colon
(World Cancer Report 2007, zur Hausen 2012). La carne "roja" se considera que comprende vacuno, cerdo, cordero,
cordero lechal y cabra, en contraste con la carne "blanca" (carne de ave de corral/pescado).

Hasta ahora, las sustancias quimicas carcindgenas que se producen durante el horneado, asado, a la barbacoa,
ahumado y secado al aire se atribuyeron como factores de riesgo para cancer. Sin embargo, a menudo el hecho se
desecho ya que las mismas sustancias también se producen en concentraciones comparables durante maneras
analogas de preparacion de carne de ave de corral/pescado. Por consiguiente, esto no apoya la suposiciéon de que
estas sustancias quimicas desempefien una funcion exclusiva con respecto al desarrollo del cancer de colon. Como,
ademas, los analisis epidemioldgicos actuales sugieren que el vacuno es el factor de riesgo principal, se ha postulado
que un factor especifico de especie adicional, supuestamente infeccioso, contribuye a activar este tipo de cancer (zur
Hausen, 2012). Los resultados de la correlacién de los anadlisis de la propagacion global de especies bovinas
domesticadas con la incidencia global de cancer de colon parecen sugerir que el consumo de carne de especies
bovinas procedentes de ganado bovino de Europa/Asia (Bos taurus), pero no de las razas cebu, bufalo de agua o yak
podrian ser de importancia como factor de riesgo principal (zur Hausen, 2015)

Por tanto, el problema técnico subyacente de la presente invencion es identificar secuencias de nucleétidos especificas
que pudieran asociarse con enfermedades tales como esclerosis multiple y, por tanto, proporcionar un medio para
diagnostico y tratamiento.

Breve descripcion de la presente invencion

La solucién a dicho problema técnico se consigue proporcionando las realizaciones caracterizadas en las
realizaciones.

Durante los experimentos que produjeron la presente invencion, se cribaron sueros de ganado bovino en busca de
agentes infecciosos, partiendo de la suposicion de que la presencia en suero también es indicativa de la presencia de
estos agentes en carne "roja". Se cribaron sueros de vacas sanas y pudieron aislarse nuevos componentes de acido
nucleico viricos. Las secuencias de ADN y los marcos abiertos de lectura de varios de estos componentes mostraron
una relacién reconocible con dos secuencias que ya se describieron para la encefalopatia espongiforme transmisible
(TSE) para enfermedades de TSE de ovejas, ganado bovino y seres humanos.
También se ha sospechado que los aislados de TSE desempefan una funcion en la induccion del cancer (Manuelidis,
2011), por tanto, es razonable asumir que las secuencias viricas descritas podrian estar asociadas con el desarrollo
de enfermedades como cancer, especificamente cancer de colon y de mama, pero también en enfermedad de Hodgkin
y otras, y enfermedades del SNC (esclerosis multiple (EM), esclerosis lateral amiotréfica, encefalopatias
espongiformes transmisibles/enfermedades ligadas a priones, enfermedad de Parkinson,, enfermedad de Alzheimer).
Breve descripcion de los dibujos
Abreviaturas para las figuras 1-4: Rep = proteina de replicacion; CP =proteina de la capsida

CMI: aislado de leche de ganado bovino

HCBI: aislado de sangre de ganado bovino sano

MSCI: aislado cerebral con EM

MSSI: aislado de suero con EM

Sphinx: infeccidon oculta progresiva lenta de latencia variable (X)
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Figura 1:

Grupo 1 - Aislados de suero bovino, leche bovina y muestras cerebrales de esclerosis multiple (EM) (después de la
muerte), todos relacionados con Sphinx1.76

(a) HCBI6.252 (2522 pb) (Aislado de sangre de ganado bovino sano; idéntico a CMI1.252 (Aislado de leche de
vaca)).

(b) HCBI6.159 (1591 pb): Una eliminacion en HCBI6.252 aparentemente producia HCBI6.159, ambos se
rescataban independientemente del suero bovino usando cebador consecutivo, es decir, moléculas de ADN
circulares y no un artefacto. Esto podria indicar que estos organismos infecciosos tienen 2 formas, una molécula
grande y una pequefia relacionadas o que se complementan entre si
(c) MSBI1.176 (Aislado cerebral de esclerosis multiple) (1766 pb), un 98 % idéntico a Sphinx1.76
(d) MSBI2.176 (1766 pb), aislado de la misma muestra cerebral de EM que MSB1.176
(e) CMI1.252 (2523 pb) (Aislado de leche de vaca; idéntico a HCBI6.252)
(f) CMI2.214 (2148 pb)
(g) CMI3.168 (1687 pb)
(h) CMI4.158 (1583 pb)
Los aislados se generaron todos usando cebadores consecutivos disefiados sobre el gen de replicacion de
Sphinx1.76.
Cebadores (varios aislados se aislaron dos veces aplicando ambos pares de cebadores independientemente).

Nn (directo GGATTAATGCCAATGATCC), Xn (inverso CTTTGCCTGTTTCTCTCG) y/o No (directo
GAGGACGAATTAATATTACAAGTC), Xo (inverso GTTCTCGTTTTCTTGGTAA)

Figura 2:

Grupo 2: Aislado HCBI7.228 (2280 pb) (Aislado de sangre de ganado bovino sano) relacionado con Sphinx2.36

Esta muestra se genero6 por PCR a partir de suero bovino usando cebadores consecutivos
Cebadores: Nd (directo CAGATTGCAAAGCCTGTAATTCAT), Xd (inverso CTAAGGCAGATCAACACAGGGATA)

Figura 3:

Grupo 3: Aislados de suero bovino y suero de esclerosis multiple y muestras cerebrales de EM (después de la muerte),
relacionados de forma distante con virus de ADNmc conocidos

Secuencias de nucleétido de (a) HCBI8.215 (2152 pb) y (b) HCBI9.212 (2121 pb) (Aislado de sangre de ganado bovino
sano) asi como (c) MSSI2.225 (2259 pb) (Aislado de suero de esclerosis multiple). También se aislé una secuencia
idéntica (MSBI3.224) a MSSI12.225 de una muestra cerebral de EM.

Estos aislados HCBI se generaron de la siguiente manera:

Las muestras de suero se sometieron a ultracentrifugacion en centrifugacion con gradiente de Optiprep. El gradiente
se fracciond, se extrajo el ADN de las fracciones y se sometidé a amplificacion por circulo rodante. Los productos se
digirieron con las enzimas BamHI o EcoRI. Los productos se clonaron y se secuenciaron. Se obtuvieron genomas
completos por amplificacion de muestras de ADN originales con cebadores consecutivos disefiados sobre los clones
de gradiente respectivos. Los genomas completos se secuenciaron por completo.

El aislado MSSI (asi como el clon MSB13.224 del cerebro de EM) se obtuvo después de amplificacién por circulo
rodante del ADN extraido de suero de EM y cerebro de EM, digestion con enzimas de restriccion, clonacion del
producto y posterior secuenciacion. El genoma completo se obtuvo por amplificacién con cebadores consecutivos
disefiados sobre el clon original. EI genoma completo se secuencié por completo.

Figura 4:

Grupo 4: relacionado de forma distante con el plasmido de Psychrobacter spp.: Secuencia de nucledtidos de
MSSI1.162 y supuestos marcos abiertos de lectura

El asilado de suero de EM MSSI1.162 (grupo 4) se generd por amplificacion por circulo rodante de una muestra de
suero de EM muiltiple. El producto se digirié con la enzima de restriccion Hindlll, se clond y se secuencio.
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Figura 5:

Organizacion genémica de 4 grupos de aislados

Los aislados se agrupan de acuerdo con su similitud de secuencia respecto al genoma Sphinx1.76 (grupo 1),
Sphinx2.36 (grupo 2), gemicircularvirus de tipo micovirus (grupo 3) y plasmido de Psychrobacter spp. (grupo 4).

(A) grupo 1
(B) grupos 2,3y 4

Figura 6:
Alineamiento de un gen de replicacidon/region de repeticion de tipo iterédn entre 8 aislados y Sphinx1.76

Figura 7:
Resumen esquematico de infeccion latente de diferentes tipos de células cerebrales con genomas de tipo
herpes y factor BMF

Figura 8:

Reactivacion espontanea del ADN de herpes en una célula infectada simultdneamente por ADN de herpes y
BMF

Amplificacién de BMF e inhibicién de la replicacion del ADN de herpes.

Figura 9:
Resumen esquematico del reconocimiento de antigenos exdgenos por el sistema inmunitario, respuesta de
linfocitos T

Figura 10:
Células inflamatorias mononucleares que rodean una pequefia vena en una lesién inicial

Linfocitos, monocitos, células plasmaticas y macréfagos ocasionales.

Figura 11:
El avance de la edad de la lesién (placa) a la izquierda con materia blanca normal a la derecha
Hay macrdéfagos presentes en la lesion (flechas) y en la interfase.

Figura 12:
Resumen esquematico del concepto de patogenia para esclerosis multiple

Se usa EBV como ejemplo para la funcion de virus de tipo herpes.

Figura 13:
Esquema provisional de |la patogenia de EM

Descripcion detallada de la presente invencion

En la presente solicitud, se presenta un nuevo concepto para la patogenia de esclerosis multiple: interaccién de un
virus de amplificacion y el ADN amplificado de un factor de leche (o suero) bovino (BMF)

Introduccién

La incidencia de esclerosis multiple (EM) aumentoé en varias partes del mundo (revisado en Kurtzke, 2000, Alcalde-
Cabero et al., 2013). Este aumento se ha atribuido principalmente a factores ambientales. Los migrantes de zonas de
alto riesgo a zonas de menor riesgo retienen el riesgo de EM de su propio lugar de nacimiento Unicamente si tienen al
menos 15 afios en el momento de migrar, que frecuentemente se interpreta debido a una infeccién adquirida durante
la primera infancia (revisado en Kurtzke, 2000). La agrupacién de casos y la epidemiologia geografica también se ha
analizado ampliamente: Se aprecié una incidencia creciente de EM en mujeres ligada a la urbanizacién (Kotzamani et
al., 2012).

La desmielinizacion es un rasgo caracteristico de las lesiones de EM. Se encontraron cuatro patrones
fundamentalmente diferentes de desmielinizacion, definidos basandose en la proteina mielina perdida, la ubicacién y
la extensién de placas, los patrones de destruccién de oligodendrocitos y la evidencia inmunopatolégica de la
activacion del complemento (Lucchinetti et al., 2000, Metz et al., 2014). En un punto temporal dado de la enfermedad,
los patrones de desmielinizacion eran heterogéneos entre los pacientes; pero eran homogéneos dentro de multiples
lesiones activas del mismo paciente, lo que apunta potencialmente a diferentes factores contribuyentes.

Dos de los factores de riesgo parece que merecen especial atencion: los resultados relativamente coherentes que
apuntan a una posible funciéon de diferentes virus predominantemente del grupo de herpes y el consumo de leche de
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vaca fresca, potencialmente incluyendo otros productos lacteos (véase a continuacién). Ademas, la deficiencia de
vitamina D desempefia una funcién como factor de riesgo.

- Factores de riesgo viricos

Aparentemente todos los tipos de virus del herpes comparten dos propiedades que parecen ser relevantes para el
posterior analisis:

Durante su persistencia en una fase latente, puede producirse reactivacion espontanea, en parte regulada por
funciones génicas especificas, parcialmente también por mecanismos epigenéticos (revisado en Nicoll et al., 2012,
Grinde, 2013). La reactivacion también puede activarse por interaccién con citocinas extracelulares, tales como el
factor de crecimiento transformante 3.

Se ha observado induccién espontanea de un ciclo litico para casi todos los tipos de virus de herpes patdégenos
humanos. Los altos titulos de anticuerpo contra proteinas estructurales del virus de Epstein-Barr en linfoma de Burkitt
positivo a EBV y canceres nasofaringeos (revisado en Henle, W. y Henle, G., 1977) puede servir aqui como un ejemplo.
Las reactivaciones de virus de herpes humano de tipo 6, virus de la varicela-zéster, virus del herpes simple y otros no
son eventos infrecuentes y pueden afectar a varios tipos celulares diferentes (Hu Knox et al., 2000).

Una segunda propiedad notable de infeccion por virus del herpes representa la amplificacion de diversos genomas
viricos de ADN pequeiio bicatenario o monocatenario tras la infeccidon de células que contienen dichos ADN en un
estado latente. Esto se ha apreciado para virus de polioma humano y de mono, JC y SV40, para virus de papiloma
humano y bovino, asi como para virus adenoasociados monocatenarios (AAV) y anelovirus/virus TT (Schlehofer y zur
Hausen, 1990, Heilbronn et al., 1993, Borkosky et al., 2012). Los virus del grupo de los herpes usados en estos
estudios eran virus del herpes simple, citomegalovirus humano y virus de Epstein-Barr. El potencial de inducir
amplificacion de genomas de ADN viricos pequefios latentes también esta compartido por los adenovirus y los virus
de variolovacuna (Schlehofer y zur Hausen, 1990). El efecto auxiliar de la amplificacion inducida por virus del herpes
y adenovirus de los parvovirus se ha estudiado intensivamente para los virus adenoasociados. La replicacion de los
ultimos parece depender de este efecto auxiliar, pero a su vez da lugar a una reduccion de la replicacion del virus del
herpes o adenovirus debido a la amplificacién preferente del ADN virico pequefio (Schlehofer et al., 1983, Matz et al.,
1984, Bantel-Schaal y zur Hausen, 1988, Schmitt et al., 1989, Schlehofer y zur Hausen, 1990, Heilbronn et al., 1990a,
Heilbronn et al., 1990b).

La induccién espontanea de virus del grupo del herpes y la amplificacion del ADN virico pequefio latente forma la base
de la posterior postulacion del mecanismo subyacente al desarrollo de EM.

- Factor de leche bovina

Varios informes indicaron una correlacién entre el consumo de leche de vaca no pasteurizada y el desarrollo de EM
(Murray TJ. 1976, Sepcic et al., 1993, Malosse y Perron, 1993), mientras que otros resaltaron el consumo a largo plazo
de leche de vaca como factor de riesgo, en particular cuando la consumian en una fase inicial de la vida (Agranoff y
Goldberg, 1974, Christensen, 1975, Warren, 1984, Butcher, 1976, 1986, Winer et al., 2001, Munger et al., 2011a).

Si existe un factor especifico en la leche de vaca que aumente el riesgo de desarrollo de EM, se puede anticipar una
funcion protectora de la lactancia a largo plazo. La lactancia a largo plazo (durante seis meses y mas) de hecho se ha
presentado repetidamente con un efecto protector para el desarrollo de EM (Christensen, 1975, Warren, 1984, Tarrats
et al., 2002, Conradi et al., 2013). La existencia de un factor de leche de vaca tampoco excluiria una predisposicion
genética especifica para el desarrollo de EM. Una predisposicidn monogenética para EM se ha presentado en una
ubicacion cromosémica cerca de BRCAI (Holzmann et al., 2013).

- Deficiencia de vitamina D

Se ha implicado repetidamente una funcién de la de vitamina D para el inicio de EM (revisado en Ascherio et al. 2012,
2013).

Una relacion convincente entre la deficiencia de vitamina D y la reactivacion del virus de Epstein Barr se origina en
estudios iniciales sobre la reactivacion de EBV mediante el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B). Un factor
sérico, purificado y marcado como factor inductor del virus de Epstein-Barr (EIF) (Bauer et al., 1982) demostré ser
idéntico a la molécula TGF-B descrita posteriormente (Frolik et al., 1983, Bauer et al., 1991). TGF-B, a su vez, esta
regulada negativamente por receptores de vitamina D activados (Isik et al., 2012, Itoet al., 2013, Zerr et al., 2014).
Esto podria explicar muy bien la aparicion preferente relacionada con la estacién de EM y de las exacerbaciones.

La relacion entre la baja concentracién de vitamina D y la reactivacion de EBV se respalda adicionalmente por estudios
que describen una correlacion entre las bajas concentraciones de vitamina D y la inmunorreactividad elevada contra
el virus de Epstein-Barr antes de la manifestacion clinica de esclerosis multiple (Munger et al., 2011b, Decard et al.,
2012) y una tasa mayor de excrecion de EBV en pacientes con EM positivos a EBV-en comparacion con controles
sanos positivos a EBV(Yea et al., 2013).
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Por tanto, se han implicado al menos dos factores como contribuyentes etiolégicos potenciales para ambas
enfermedades del SNC (por ejemplo, EM) y cancer (por ejemplo, cancer de colon y de mama): la deficiencia de
vitamina D y la reactivacién de diversos virus del grupo del herpes, principalmente virus de Epstein-Barr (EBV), virus
del herpes humano de tipo 6 y virus de la varicela-zéster. De acuerdo con la presente invencién, la identificacion de
varios tipos novedosos de ADN monocatenarios circulares pequefios, supuestamente de origen virico, de sueros de
ganado bovino de la presente invencion y productos lacteos disponibles en el mercado, muestra un concepto
unificador. Los autores de la invencion han demostrado en la presente invencion que la coinfeccion de células con
virus del grupo del herpes y virus de ADN monocatenario o bicatenario provoca una amplificacién sustancial del ADN
virico pequefio con inhibicién parcial del virus del herpes. Algunas de las moléculas identificadas en suero y leche de
ganado bovino lechero estan relacionadas de forma distante con el ADN presentado en lesiones cerebrales ligadas a
priones y se han encontrado en dos lesiones de autopsia de pacientes con esclerosis multiple. La amplificacion de
estas moléculas de ADN bicatenario por reactivacién de un genoma de virus de herpes colatentemente persistente
podria provocar la amplificacién y la produccion de una respuesta inmunitaria local que produce destruccion de las
células cerebrales afectadas. Este modelo en parte podria explicar el gradiente de incidencia de norte a sur de la
esclerosis multiple, que se cree que esta ligado a la deficiencia de vitamina D y la reactivacion del virus del herpes
(véase la fig. 12y 13).

Ademas, los genomas de longitud completa de los aislados de cerebros y sueros con EM se aislaron y recircularizaron
antes de la transfeccion en la linea celular humana 293TT. Se recogieron células transfectadas en el dia 3 y el ARN
total se extrajo usando el kit miRNA Easy (Qiagen). Las muestras se purificaron adicionalmente (digestién con DNasa,
eliminacion del ribosoma) y se sometieron a secuenciacién de ARN de alto rendimiento. Se han obtenido transcritos
de ARN para MSBI1.176, MSBI2.176 (Grupo 1), MSSI2.225 (Grupo 3) y MSSI1.162 (Grupo 4). Los transcritos de ARN
muestran claramente que los aislados se replican en células humanas.

Los autores de la invencion consideran la deficiencia de vitamina D y la reactivacién del virus del herpes como factores
de riesgo también para cancer de mama y de colon. La reactivacion de infecciones latentes dobles dentro de la misma
célula, resumido anteriormente para la patogenia de esclerosis multiple, por lo tanto, también podria desempefar una
funcion importante particular en la etiologia de estos canceres.

Por tanto, los autores de la invencion consideran que la esclerosis multiple (EM) y también las otras enfermedades
mencionadas a continuacién son el resultado de

» Infecciones latentes de la misma célula con dos agentes infecciosos diferentes, uno de ellos muy probablemente
un virus de tipo herpes (en particular, EBV, HHV-6, VZV, pero también HSV, HHV-7), el otro uno adquirido por
consumo de leche bovina (factor de leche bovina, BMF) como el primer evento. Cada uno de ellos infecta de forma
latente células individuales, pero ocasionalmente genomas de ambos agentes existen dentro de la misma célula.

* Reactivacion del virus de tipo herpes muy frecuentemente, pero no unicamente, virus de Epstein Barr (EBV) a un
ciclo litico como segunda condicion previa. Para EBV esto esta probablemente ligado a niveles aumentados de
factor de crecimiento transformante 3 (TGF B) que esta regulado negativamente por receptores de vitamina D
activados;

» Como tercer evento, amplificacion de BMF, que provoca supresion parcial de sintesis de ADN de tipo herpes y
formacion de particulas de BMF o propagacion de su acido nucleico a las células adyacentes mediante
interconexiones neuronales;

» Esto esta seguido por una infeccion de las células adyacentes con expresion de la proteina BMF;

* Finalmente, la respuesta de linfocitos T contra BMF da lugar a la destruccion de las células afectadas y en el caso
de EM a formacion de placas. Esto apoya la observacion clinica de la aparicion focal de lesiones, habitualmente
partiendo de una vena central y la respuesta inmunitaria localizada intensiva en lesiones iniciales.

Las transmisiones de agentes presentes en la leche o en productos lacteos puede dar lugar a infecciones latentes en
células de cerebro humano seguidas de amplificacién de estos agentes en caso de colatencia e induccién espontanea
de un ADN de virus del herpes o ADN de tipo virus del herpes. Se describen agentes candidatos de BMF potenciales
en los ejemplos 2-5 y las figuras adjuntas.

La presencia de ADN supuestamente monocatenario circular relacionado con secuencias Sphinx, familias de
anelovirus, circovirus y gemicircularvirus, asi como especies de Psychrobacter en sueros de ganado bovino (véanse
los ejemplos 2-5), en muestras de leche disponibles en el mercado, asi como en lesiones de EM floridas y suero de
EM permite el desarrollo de un concepto para la patogenia de EM. Integra las observaciones de la implicacion de los
virus de tipo herpes, muy prominentemente de EBV, de su propiedad de amplificar virus de ADN bicatenario y
monocatenario pequefo, de factores de leche de vaca viricos, de deficiencia de vitamina D, la propiedad inductora de
EBV de TGFB y la dependencia parcial de la estacion de la apariciéon de EM y de la exacerbacion en la evolucion de
la enfermedad. Este concepto se resume esquematicamente en las figuras 7-13.
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Una infecciodn latente doble inicial de las mismas células o células flanqueantes cercanas por un genoma de virus del
herpes y el BMF postulado, seguida de una activacién para la reactivacion del virus del herpes y la posterior
amplificacion preferente de ADN monocatenario se definen como el evento principal. En el caso de infeccion latente
por EBV, la deficiencia de vitamina D con la posterior regulacion por aumento de TNF- como factor inductor de EBV
podria ser el activador importante para la regulacidon por aumento. Probablemente la infeccién fallida de células
adyacentes con expresion de antigenos viricos provoca una respuesta de linfocitos T activa y la destruccién de las
células afectadas. La estacionalidad frecuentemente descrita de la aparicion de EM y de nuevas rondas de
exacerbaciones de EM, el gradiente de norte a sur repetidamente presentado de la incidencia de EM podria reflejar el
grado de exposicion a luz solar, que correlaciona negativamente con los niveles de vitamina D con la concentracién
de TGFB y la reactivacién de EBV.

Por tanto, los autores de la invencion prevén la presencia de diferentes secuencias de BMF también en células
cerebrales humanas normales susceptibles en una forma latente. La heterogeneidad notable de los aislados de BMF
también encuentra su reflejo en variaciones de caracteristicas patoldgicas de EM en seres humanos (Lucchinetti et
al., 2000, Metz et al., 2014). No seria demasiado sorprendente si finalmente se identificaran tipos de "alto" y "bajo"
riesgo, en una determinada analogia a la patogenia del virus del papiloma humano (zur Hausen, 1985). La mayoria
de esos portadores no desarrollara EM, ya que lo ultimo debe requerir coinfeccion latente de una célula positiva a BMF
con un virus de tipo herpes y la induccion espontanea del ultimo. Esto debe ser un evento infrecuente, que aumenta,
sin embargo, en condiciones que provocan frecuentes reactivaciones de virus del herpes.

Como punto final, debe ser de interés aplicar también este concepto a otras enfermedades supuestamente
autoinmunitarias y determinados canceres que se producen a una frecuencia aumentada en condiciones de deficiencia
de vitamina D. En cuanto a lo que se refiere a los canceres, esto representa especificamente cancer de colon y de
mama, y posiblemente cancer de ovario, de préstata, pancreatico y pulmonar.

El riesgo de diabetes mellitus insulinodependiente se ha ligado repetidamente al consumo de leche de vaca y la
deficiencia de vitamina D (revisado en Scott, 1990, en Grant, 2006, en Hypponen et al, 2010). El dltimo sistema parece
particularmente cercano a la situacién de EM.

Por consiguiente, la presente invencién se refiere a acido nucleico MSBI1.176 o MSBI2.176, que comprende:

(a) una secuencia de nucledtidos representada en una cualquiera de la figura 1(c) o 1(d);

(b) una secuencia de nucleétidos que es complementaria a una secuencia de nucledétidos de (a);

(

(c) una secuencia de nucleétidos que es redundante como resultado de la degeneracién del cédigo genético en
comparacion con cualquiera de las secuencias de nucleotidos dadas anteriormente.

La expresion "acido polinucleico" se refiere a una secuencia de acido nucleico monocatenaria o bicatenaria. Un acido
polinucleico puede consistir en desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos, analogos nucleotidicos o nucleétidos
modificados o puede haberse adaptado con fines de diagndstico o terapéuticos. Un acido polinucleico también puede
comprender un clon de ADNc bicatenario que puede usarse, por ejemplo, con fines de clonacién.

Los acidos polinucleicos MSBI1.176 o MSBI2.176 de la invencién pueden prepararse de acuerdo con métodos
rutinarios bien conocidos, por ejemplo, por (a) aislamiento del ADN o ARN completo de una muestra, (b) deteccion de
la secuencia MSBI1.176 o MSBI2.176 por hibridacion o PCR y (c) clonacién de la secuencia MSBI1.176 o MSBI2.176
en un vector.

También se incluyen dentro de la presente invencion variantes de secuencia del acido polinucleico de la invencion que
contiene eliminaciones y/o inserciones de uno o mas nucleétidos, especialmente inserciones o eliminaciones de uno
0 mas codones, principalmente en los extremos de oligonucleétidos (3' 0 5') y que muestran al menos un 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o un 99 % de identidad con dichas secuencias de acido polinucleico de la
invencion. Las secuencias de acido polinucleico de acuerdo con la presente invencion que son similares a las
secuencias mostradas en la figura 1(c) o 1(d) 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 la secuencia de la
informacion genética de MSBI1.176 o MSBI2.176, etc.

La presente invencion también proporciona fragmentos de las secuencias de nucleétidos de la presente invencion
descritas anteriormente que albergan un gen de replicacion que codifica una proteina de replicacion. Una secuencia
de nucleétidos de replicaciéon auténoma comprende una secuencia de nucleétidos del gen de replicacion o un
fragmento del mismo que puede inducir replicaciéon auténoma. La proteina de replicacién representa una endonucleasa
que se une a ADN monocatenario que induce un corte monocatenario en o cerca del origen de replicacién (Wolds,
1997). Los expertos en la materia pueden obtener dichos fragmentos que pueden inducir replicacién auténoma sin
experimentacion excesiva. Dichos fragmentos pueden tener una longitud de al menos 45, al menos 55 o al menos 65
nt.
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Los expertos en la materia pueden determinar facilmente las secuencias de acido nucleico que estan relacionadas
con una secuencia de nucleétidos de la figura 1(c) o 1(d) a 4 o los fragmentos que aun pueden replicarse de forma
autébnoma usando ensayos convencionales.

La presente invencién también proporciona secuencias de acido polinucleico que son redundantes como resultado de
la degeneracion del codigo genético en comparacion con cualquiera de las secuencias de nucledtidos dadas
anteriormente. Estas secuencias de acido polinucleico variantes, por tanto, codificaran la misma secuencia de
aminoacidos que los acidos polinucleicos de los que derivan.

Los acidos polinucleicos MSBI1.176 o MSBI2.17 de la invenciéon podrian estar presentes como episoma
extracromosémico, podrian integrarse en el genoma del hospedador y/o podrian ligarse a un ADN de la célula
hospedadora.

La presente divulgacién también se refiere a un cebador oligonucleotidico que comprende o consiste en parte de un
acido polinucleico como se define anteriormente, pudiendo dicho cebador actuar como cebador para secuenciar
especificamente o amplificar especificamente el acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la invencion.

El término "cebador" divulgado en este documento se refiere a una secuencia oligonucleotidica de ADN monocatenario
que puede actuar como punto de inicio para la sintesis de un producto de prolongacién de cebador que es
complementario a la hebra de acido nucleico a copiar. La longitud y la secuencia del cebador deben ser tales que
permitan cebar la sintesis de los productos de prolongacion. Preferiblemente, el cebador es de aproximadamente 5-
50 nucledtidos. La longitud y secuencia especificas dependeran de la complejidad de las dianas de ADN y ARN
requeridas, asi como de las condiciones del uso del cebador tales como la temperatura y fuerza iénica.

El hecho de que los cebadores de amplificacion no tengan que coincidir exactamente con una secuencia de molde
correspondiente para garantizar la amplificaciéon apropiada esta ampliamente documentado en la bibliografia. El
método de amplificacion usado puede ser, por ejemplo, reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), reaccion en
cadena de la ligasa (LCR), amplificacion basada en secuencia de acido nucleico (NASBA), sistema de amplificacion
basado en transcripcion (TAS), amplificacién por desplazamiento de hebra (SDA) o amplificacion mediante replicasa
Qb o cualquier otro método adecuado para amplificar moléculas de acido nucleico usando prolongacion de cebador.
Durante la amplificacién, los productos amplificados pueden marcarse usando cebadores marcados o incorporando
nucleétidos marcados.

Los marcadores pueden ser isotopicos (32P, 35S, etc.) o no isotépicos (biotina, digoxigenina, etc.). La reaccion de
amplificacion se repite ente 20 y 70 veces, ventajosamente entre 25 y 45 veces.

Cualquiera de una diversidad de reacciones de secuenciacion conocidas en la técnica puede usarse para secuenciar
directamente la informacion genética virica y determinar el ORF traduciendo la secuencia de la muestra en la
secuencia de aminoacidos correspondiente. Las reacciones de secuenciacion ejemplares incluyen las basadas en
técnicas desarrolladas por Sanger o Maxam y Gilbert. También se contempla que puede utilizarse una diversidad de
procedimientos de secuenciacion automatizados cuando se realizan los presente ensayos, incluyendo secuenciacion
por espectrometria de masas (véase, por ejemplo: publicacion PCT WO 94/16101). Sera evidente para un experto en
la materia, por ejemplo, que la aparicién de unicamente dos o tres bases nucleotidicas tiene que determinarse en la
reaccion de secuenciacion.

Preferiblemente, estos cebadores divulgados en este documento son de aproximadamente 5 a 50 nucleétidos de
longitud, mas preferiblemente de aproximadamente 10 a 25 nucleotidicos. Muy preferiblemente son cebadores
divulgados en este documento que tienen una longitud de al menos 13 bases.

La presente invencion también se refiere a una sonda oligonucleotidica que comprende o consiste en parte de un
acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 como se define anteriormente, pudiendo dicha sonda actuar como sonda
de hibridacién para la deteccion especifica de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de acuerdo con la
invencion.

La sonda puede marcarse o adherirse a un soporte sélido.

El término "sonda" se refiere a oligonucledtidos especificos de secuencia monocatenarios que tienen una secuencia
que es complementaria a la secuencia diana de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 a detectar.

Preferiblemente, estas sondas son de aproximadamente 5 a 50 nucledtidos de longitud, mas preferiblemente de
aproximadamente 10 a 25 nucleotidicos. Muy preferiblemente son sondas que tienen una longitud de al menos 13
bases.

La expresion "soporte solido" puede referirse a cualquier sustrato al que pueda acoplarse una sonda oligonucleotidica,

con la condicion de que retenga sus caracteristicas de hibridacion y con la condicion de que el nivel de fondo de
hibridacion permanezca bajo. Habitualmente, el sustrato solido sera una placa de microvaloracién, una membrana (por
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ejemplo, nailon o nitrocelulosa) o una microesfera (perla). Antes de su aplicaciéon a la membrana o su fijacion puede
ser conveniente modificar la sonda de acido nucleico para facilitar la fijacién o mejorar la eficacia de hibridacion. Dichas
modificaciones pueden englobar la adicién de colas homopoliméricas, acoplamiento con diferentes grupos reactivos
tales como grupos alifaticos, grupos NHz, grupos SH, grupos carboxilicos o acoplamiento con biotina o haptenos.

Los oligonucleétidos de acuerdo con la presente divulgacion, usados como cebadores o sondas también pueden
contener o consistir en analogos nucleotidicos tales fosforotioatos, alquilfosforiatos o acidos peptidonucleicos o pueden
contener agentes intercalantes. Estas modificaciones necesitaran adaptaciones con respecto a las condiciones en las
que debe usarse el oligonucledtido para obtener la especificidad y sensibilidad requeridas. Sin embargo, los resultados
finales seran esencialmente los mismos que los obtenidos con los oligonucledtidos no modificados.

La introduccién de estas modificaciones puede ser ventajosa para influir positivamente en las caracteristicas tales
como cinética de hibridacion, capacidad reversible de la formacion de hibridos, estabilidad bioldgica de las moléculas
oligonucleotidicas, etc.

Los acidos polinucleicos de la invencién pueden estar comprendidos en una composicion de cualquier tipo. Dicha
composicion divulgada en este documento puede ser para uso diagnéstico, terapéutico o profilactico.

La presente invencion también se refiere a un vector de expresion recombinante que comprende un acido polinucleico
MSBI1.176 0 MSBI2.176 de la invencion como se define anteriormente unido de forma funcional a elementos de control
de la transcripcion y la traduccién procariotas, eucariotas o viricos, asi como células hospedadoras que contienen
dicho vector.

El término "vector" puede comprender un plasmido, un césmido, un cromosoma artificial, un fago o un virus o un animal
no humano transgénico. Puede ser particularmente util para el desarrollo de vacunas moléculas recombinantes
MSBI1.176 o MSBI2.176, vectores BCG o adenoviricos, asi como virus recombinantes de la viruela aviar.

La expresion "expresion recombinante” usada dentro del contexto de la presente invencion se refiere al hecho de que
los polipéptidos de la presente invencion se producen mediante métodos de expresion recombinante que es en
procariotas, o eucariotas inferiores o superiores como se analiza en detalle a continuacion.

La expresién "célula hospedadora” se refiere a células que pueden usarse o se han usado como destinatarios de un
vector recombinante u otro polinucleétido de transferencia, e incluyen la descendencia de la célula original que se ha
transfectado.

Se entiende que la descendencia de una Unica célula precursora puede no ser completamente idéntica
necesariamente en la morfologia o en el complemento genémico o de ADN total que el precursor original, debido a
mutacién o recombinacion natural, accidental o deliberada.

La expresion "eucariota inferior" se refiere a células hospedadoras tales como levaduras, hongos y similares. Los
eucariotas inferiores en general son (pero no necesariamente) unicelulares. Los eucariotas inferiores preferidos son
levaduras, particularmente especies de Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Kluiveromyces, Pichia (por ejemplo,
Pichia pastoris), Hansenula (por ejemplo, Hansenula polymorph), Schwaniomyces, Schizosaccharomyces, Yarowia,
Zygosaccharomyces y similares. Saccharomyces cerevisiae, S. carlsbergensis y K. lactis son los hospedadores de
levadura mas habitualmente usados, y son hospedadores fungicos convenientes.

La expresion "eucariota superior" se refiere a células hospedadoras derivadas de animales superiores, tales como
mamiferos, reptiles, insectos y similares. Las células hospedadoras eucariotas superiores actualmente preferidas se
obtienen de hamster chino (por ejemplo, CHO), mono (por ejemplo, células COS y Vero), rifién de cria de hamster
(BHK), rifidn de cerdo (PK15), células 13 de rifiéon de conejo (RK13), la linea celular de osteosarcoma humano 143 B,
la linea celular humana Hela y las lineas celulares de hepatoma humano como Hep G2, la linea celular 293TT (Buck
et al., 2004) y lineas celulares de insecto (por ejemplo, Spodoptera frugiperda). Las células hospedadoras pueden
proporcionarse en cultivos en suspension o en matraz, cultivos tisulares, cultivos organicos y similares. Como
alternativa las células hospedadoras también pueden ser animales ho humanos transgénicos.

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.

El segmento del ADN MSBI1.176 o MSBI2.176 D que codifica la secuencia deseada insertada en la secuencia del
vector puede adherirse a una secuencia sefial. Dicha secuencia sefial puede ser la de una fuente que no es MSBI1.176
o MSBI2.176, pero las construcciones particularmente preferidas de acuerdo con la presente invencion contienen
secuencias sefial que aparecen en el genoma MSBI1.176 o MSBI2.176 antes de sus respectivos puntos de inicio de
las proteinas.

Los eucariotas superiores pueden transformarse con vectores, o pueden infectarse con un virus recombinante, por
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ejemplo, un virus de la variolovacuna recombinante. Las técnicas y vectores para la insercion de ADN exdgeno en
virus de la variolovacuna son bien conocidos en la técnica, y utilizan, por ejemplo, recombinacién homéloga. Una
amplia diversidad de secuencias promotoras viricas, posiblemente secuencias terminadoras y secuencias de adicién
de poli(A), posiblemente secuencias potenciadoras y posiblemente secuencias de amplificacion, todas necesarias para
la expresién en mamifero, estan disponibles en la técnica. El virus de la variolovacuna es particularmente preferido ya
que el virus de la variolovacuna detiene la expresion de las proteinas de la célula hospedadora. Para la vacunacion
de seres humanos, el virus de la viruela aviar y el virus modificado de Ankara (AMV) son vectores particularmente
utiles.

También se conocen vectores de transferencia de expresién de insectos derivados del baculovirus, virus de la
polihedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV), que es un vector de expresion virico independiente de auxiliar.
Los vectores de expresion derivados de este sistema habitualmente usan el promotor del gen de la polihedrina virica
fuerte para dirigir la expresion de genes heterdlogos. Diferentes vectores, asi como métodos para la introduccion de
ADN heterdlogo en el sitio deseado del baculovirus estan disponible para los expertos en la materia para la expresion
de baculovirus. También se conocen en la técnica diferentes sefales para la modificacion postraduccional reconocida
por células de insecto.

La presente invencion también se refiere a un polipéptido que tiene una secuencia de aminoacidos codificada por un
acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 como se define anteriormente, o una parte o un analogo del mismo que
es sustancialmente similar y biolégicamente equivalente.

El término "polipéptido" se refiere a un polimero de aminoacidos y no se refiere a una longitud especifica del producto.
Por tanto, péptidos, oligopéptidos y proteinas se incluyen dentro de la definicién de polipéptido. Este término tampoco
se refiere a o excluye las modificaciones tras la expresion del polipéptido, por ejemplo, glucosilaciones, acetilaciones,
fosforilaciones y similares. Se incluyen dentro de la definicion, por ejemplo, polipéptidos que contienen uno o mas
analogos de un aminoacido (incluyendo, por ejemplo, aminoacidos no naturales, acido peptidonucleico (APN), etc.),
polipéptidos con enlaces sustituidos, asi como otras modificaciones conocidas en la técnica, tanto de origen natural
como de origen no natural.

Los polipéptidos de acuerdo con la presente invencion contienen preferiblemente al menos 3, preferiblemente 4 o 5
aminoacidos de MSBI1.176 o MSBI2.176 contiguos, 6 o 7, preferiblemente, sin embargo, al menos 8 aminoacidos de
MSBI1.176m o MSBI2.176 contiguos, al menos 10 o al menos 15.

Los polipéptidos de la invencidn, y particularmente los fragmentos, pueden prepararse por sintesis quimica clasica. La
sintesis puede realizarse en solucion homogénea o en fase sodlida. Los polipéptidos de acuerdo con esta invencion
también pueden prepararse mediante técnicas de ADN recombinante. La presente invencién también se refiere a un
método para la produccion de un polipéptido recombinante como se define anteriormente, que comprende: (a)
transformacion de un hospedador celular apropiado con un vector recombinante, en que un acido polinucleico o una
parte del mismo como se define anteriormente se ha insertado bajo el control de los elementos reguladores apropiados,
(b) cultivo de dicho hospedador celular transformado en condiciones que posibilitan la expresion de dicho inserto y (c)
recoleccion de dicho polipéptido.

La presente invencion también se refiere a un anticuerpo generado tras la inmunizacién con al menos un polipéptido
como se define anteriormente, siendo dicho polipéptido especificamente reactivo con cualquiera de dichos
polipéptidos, y siendo dicho anticuerpo preferiblemente un anticuerpo monoclonal. El término "anticuerpo",
preferiblemente, se refiere a anticuerpos que consisten esencialmente en anticuerpo monoclonales combinados con
diferentes especificidades epitdpicas, asi como distintas preparaciones de anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos
monoclonales se preparan a partir de un antigeno que contiene, por ejemplo, un polipéptido codificado por un acido
polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la invencion o un fragmento del mismo por métodos bien conocidos por los
expertos en la materia. Como se usa en este documento, se entiende que el término "anticuerpo” (Ab) o "anticuerpo
monoclonal" (Mab) incluye moléculas intactas, asi como fragmentos de anticuerpo (tales como, por ejemplo,
fragmentos Fab y F(ab’)2) que pueden unirse especificamente a la proteina. Los fragmentos Fab y F(ab’)2 carecen
del fragmento Fc del anticuerpo intacto, se eliminan mas rapidamente de la circulacion y pueden tener menos unién a
tejido no especifico que un anticuerpo intacto. Por tanto, estos fragmentos son preferidos, asi como los productos de
un FAB u otra coleccion de expresion de inmunoglobulina. Ademas, los anticuerpos utiles para los fines de la presente
invencion incluyen anticuerpos quiméricos, monocatenarios y humanizados.

La presente invencion también se refiere a estrategias de diagndstico y terapéuticas que usan respuestas inmunitarias
mediadas por células.

Preferiblemente, el anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo porta un marcador detectable. El
anticuerpo/fragmento puede marcarse de forma detectable directa o indirectamente, por ejemplo, con un radioisétopo,
un compuesto fluorescente, un compuesto bioluminiscente, un compuesto quimioluminiscente, un quelante de metales
0 una enzima. Los expertos en la materia conoceran otros marcadores adecuados para la union al anticuerpo, o podran
averiguarlos, usando experimentacion rutinaria.
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La presente divulgacion también se refiere a un kit de diagnéstico para su uso en la determinacion de la presencia de
un acido polinucleico HCBI, MSBI o CMI o polipéptido de la invencion, comprendiendo dicho kit un cebador, una sonda
y/o un anticuerpo de la invencién. Dicho kit puede tener cualquier formato bien conocido por los expertos en la materia,
por ejemplo, puede ser un kit basado en ELISA.

La presente invencion también se refiere a un método para la deteccién de un acido polinucleico MSBI1.176 o
MSBI2.176 de acuerdo con la invencion, presente en una muestra bioldgica, que comprende: (a) extraer
opcionalmente acido polinucleico de muestra, (b) amplificar el acido polinucleico como se describe anteriormente con
al menos un cebador como se divulga anteriormente, opcionalmente un cebador marcado y (c) detectar los acidos
polinucleicos amplificados.

La expresion "acido polinucleico" también puede mencionarse como hebra de analito y corresponde a una molécula
de acido polinucleico monocatenaria 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 la polimerasa de la amplificacién o cebadores marcados, o mediante
cualquier otro método conocido por los expertos en la materia.

La presente invencién también se refiere a un método para la deteccién de un acido polinucleico MSBI1.176 o
MSBI2.176 de acuerdo con la invencidn, presente en una muestra bioldgica, que comprende: (a) extraer
opcionalmente acido polinucleico de muestra, (b) hibridar el acido polinucleico como se describe anteriormente con al
menos una sonda como se define anteriormente y (c) detectar los acidos polinucleicos hibridados.

Las condiciones de hibridacion y lavado tienen que entenderse como rigurosas y en general son conocidas en la
técnica. Sin embargo, de acuerdo con la solucién de hibridacién (SSC, SSPE, etc.), estas sondas deben hibridar a su
temperatura apropiada para obtener suficiente especificidad.

De acuerdo con la solucién de hibridacion (SSC, SSPE, etc.), estas sondas deben hibridar de forma rigurosa a su
temperatura apropiada para obtener suficiente especificidad. Sin embargo, modificando ligeramente las sondas de
ADN, afadiendo a eliminando uno o unos pocos nucleétidos en sus extremos (3' o 5') o sustituyendo algunos
nucleétidos no esenciales (es decir, nucledtidos no esenciales para discriminar entre tipos) por otros (incluyendo
nucledtidos modificados o inosina) puede causarse que estas sondas o variantes de las mismas hibriden
especificamente a las mismas condiciones de hibridacion (es decir, la misma temperatura y la misma solucién de
hibridacion). También cambiar la cantidad (concentracion) de la sonda usada puede ser beneficioso para obtener
resultados de hibridacién mas especificos. Debe apreciarse en este contexto, que sondas de la misma longitud,
independientemente de su contenido de GC, hibridaran especificamente a aproximadamente la misma temperatura
en soluciones de TMACI.

Los métodos de ensayo adecuados para los fines de la presente invencion para detectar hibridos formados entre las
sondas oligonucleotidicas y las secuencias de acido polinucleico en MSBI1.176 o MSBI2.176 en una muestra pueden
comprender cualquiera de los formatos de ensayo conocidos en la técnica, tal como el formato de transferencia puntual
convencional, hibridacion en emparedado o hibridacién inversa. Por ejemplo, la deteccion puede conseguirse usando
un formato de transferencia puntual, uniéndose la muestra amplificada no marcada a una membrana, incorporandose
a la membrana al menos una sonda marcada en condiciones adecuadas de hibridacién y lavado y controlandose la
presencia de sonda unida.

Un método alternativo y preferido es un formato de transferencia puntual "inverso”, en que la secuencia amplificada
contiene un marcador. En este formato, las sondas oligonucleotidicas no marcadas se unen a un soporte sélido y se
exponen a la muestra marcada en condiciones apropiadas rigurosas de hibridaciéon y posterior lavado. Debe
entenderse que también puede usarse cualquier otro método de ensayo que dependa de la formacién de un hibrido
entre los acidos polinucleicos de la muestra y las sondas oligonucleotidicas de acuerdo con la presente invencion.

La presente invencion también se refiere a un método para detectar un polipéptido codificado por un acido polinucleico
MSBI1.176 o MSBI2.176 de la presente invencién o un anticuerpo contra dicho polipéptido presente en una muestra
bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto la muestra biolégica para la presencia de dicho polipéptido o
anticuerpo como se define anteriormente y (b) detectar el complejo inmunolégico formado entre dicho anticuerpo y
dicho polipéptido.

Los métodos de inmunoensayo de acuerdo con la presente de invencion pueden utilizar antigenos de diferentes
dominios de las secuencias polipeptidicas nuevas y unicas de la presente invencion. Pertenece al alcance de la
invencion el uso, por ejemplo, de antigenos oligoméricos individuales o especificos, antigenos diméricos, asi como
combinaciones de antigenos oligoméricos individuales o especificos. Los antigenos MSBI1.176 o MSBI2.176 de la
presente invencion pueden emplearse en casi cualquier formato de ensayo que emplee un antigeno conocido para
detectar anticuerpos o respuestas inmunitarias mediadas por células. Por tanto, la presente invencién también engloba
la deteccion de respuestas inmunitarias mediadas por células contra antigenos MSBI1.176 o MSB12.176 y la
aplicacion de interferencias terapéuticas en respuestas inmunitarias mediadas por células contra antigenos MSBI1.176
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o MSBI2.176.

Por supuesto, un formato de ensayo que desnaturalice el epitopo conformacional MSBI1.176 o MSBI2.176 debe
evitarse o adaptarse. Una caracteristica comun de todos estos ensayos es que el antigeno se pone en contacto con
el componente corporal sospechoso de contener anticuerpos HCBI, MSBI, MSSI o CMI en condiciones que permitan
que el antigeno se una a cualquiera de dichos anticuerpos presente en el componente. Dichas condiciones tipicamente
seran temperatura, pH y fuerza idnica fisiolégicas usando un exceso de antigeno. La incubacién del antigeno con la
muestra va seguida de la deteccion de complejos inmunitarios compuestos del antigeno.

El disefio de los inmunoensayos esta sometido a una gran variacion y se conocen muchos formatos en la técnica. Los
protocolos pueden, por ejemplo, usar soportes sélidos o inmunoprecipitacion. La mayoria de ensayos implican el uso
de anticuerpo o polipéptido marcado; los marcadores pueden ser, por ejemplo, enzimaticos, fluorescentes,
quimioluminiscentes, radioactivos o moléculas de tinte. También se conocen ensayos que amplifican las sefales del
complejo inmunitario; cuyos ejemplos son ensayos que utilizan biotina y avidina o estreptavidina, e inmunoensayos
marcados y mediados por enzima, tales como ensayos ELISA.

El inmunoensayo puede estar en un formato heterogéneo o en uno homogéneo, y ser de un tipo convencional o
competitivo. En un formato heterogéneo, el polipéptido tipicamente se une a una matriz o soporte sélido para facilitar
la separacion de la muestra del polipéptido después de la incubacion. Ejemplos de soportes sélidos que pueden usarse
son microcelulosa (por ejemplo, en forma de membrana o pocillo de microvaloracion), poli(cloruro de vinilo) (por
ejemplo, en laminas o pocillos de microvaloracion), latex de poliestireno (por ejemplo, en microesferas o placas de
microvaloracion, poli(fluoruro de vinilideno) (conocido como Immunolon), papel diazotizado, membranas de nailon,
microesferas activadas y microesferas de proteina A. El soporte sélido que contiene los polipéptidos antigénicos
tipicamente se lava después de separarlo de la muestra de ensayo y antes de la deteccion de los anticuerpos unidos.
Se conocen en la técnica tanto formatos convencionales como competitivos.

En un formato homogéneo, la muestra de ensayo se incuba con la combinacién de antigenos en solucion. Por ejemplo,
puede ser en condiciones que precipitaran cualquier complejo de antigeno-anticuerpo que se forme. Se conocen en
la técnica tanto formatos convencionales como competitivos para estos ensayos.

En un formato convencional, la cantidad de anticuerpos contra MSBI1.176 o MSBI2.176 en los complejos de
anticuerpo-antigeno se controla directamente. Esto puede conseguirse determinando si anticuerpos (marcados)
antixenogénicos (por ejemplo, antihumanos) que reconocen un epitopo en anticuerpos anti-MSBI1.176 o anti-
MSBI2.176 se uniran debido a la formacién de complejos. En un formato competitivo, la cantidad de anticuerpos contra
MSBI1.176 o MSBI2.176 en la muestra se deduce controlando el efecto competitivo sobre la unién de una cantidad
conocida de anticuerpo marcado (u otro ligando competidor) en el complejo.

Los complejos formados que comprenden anticuerpo anti-MSBI1.176 o anti-MSBI2.176 (o en el caso de ensayos
competitivos, la cantidad de anticuerpo competidor), se detectan por cualquiera de varias técnicas conocidas,
dependiendo del formato. Por ejemplo, pueden detectarse anticuerpos no marcados contra MSBI1.176 o MSBI2.17
en el complejo usando un conjugado de |g antixenogénica en complejo con un marcador (por ejemplo, un marcador
enzimatico).

En un formato de ensayo de inmunoprecipitacién o aglutinacién, la reacciéon entre los antigenos MSBI1.176 o
MSBI2.176 y el anticuerpo forma una red que precipita en la solucidon o suspension y forma una capa visible o pelicula
de precipitado. Si no hay anticuerpo anti-MSBI1.176 o anti-MSBI2.176 presente en la muestra de ensayo, no se forma
precipitado visible.

Actualmente existen tres tipos especificos de ensayos de aglutinacion de particulas (PA). Estos ensayos se usan para
la deteccidn de anticuerpos contra diversos antigenos cuando se recubren en un soporte. Un tipo de este ensayo es
el ensayo de hemaglutinacion que usa glébulos rojos (RBC) que se sensibilizan por adsorcion pasiva de antigeno (o
anticuerpo) en los RBC. La adicién de antigeno especifico/anticuerpos presentes en el componente corporal, si lo hay,
causa que los RBC recubiertos con el antigeno purificado se aglutinen.

Para eliminar las potenciales reacciones no especificas en el ensayo de hemaglutinacion, pueden usarse dos
vehiculos artificiales en lugar de RBC en la PA. Los mas comunes de estos con las particulas de latex.

La fase solida seleccionada puede incluir microesferas poliméricas o de vidrio, nitrocelulosa, microparticulas,
micropocillos de una placa de reaccion, tubos de ensayo y microesferas magnéticas. El compuesto que genera sefal
puede incluir una enzima, un compuesto luminiscente, un cromégeno, un elemento radioactivo y un compuesto
quimioluminiscente. Ejemplos de enzimas incluyen fosfatasa alcalina, peroxidasa de rabano rusticano y beta-
galactosidasa. Ejemplos de compuestos potenciadores incluyen biotina, antibiotina y avidina. Ejemplos de miembros
que se unen a compuestos potenciadores incluyen biotina, antibiotina y avidina.

Los métodos anteriores son utiles para evaluar el riesgo de desarrollar enfermedades como cancer o una enfermedad
autoinmunitaria debida a los efectos perjudiciales de la presencia de una secuencia polinucleotidica HCBI, MSBI, MSSI
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o CMI subgendmica por si misma o ligada a un gen o fragmento génico del hospedador particular dentro de las células
del paciente y permite tomar contramedidas apropiadas.

Por tanto, la presente invencion también se refiere a un oligonucleétido de antisentido o ARNi especifico para el acido
polinucleico virico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la invencion.

La generacion de oligonucledtidos de antisentido adecuados o ARNi incluye la determinacion de un sitio o sitios dentro
del acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 para que se produzca la interaccidon de antisentido de modo que se
produzca el efecto deseado, por ejemplo, inhibicion de la expresion del polipéptido. Un sitio intragénico preferido es
(a) la region que engloba el coddn de inicio o terminacion de la traduccion del marco abierto de lectura (ORF) del gen
o (b) una regién del ARNm que es un "bucle" o "protuberancia”, es decir, no es parte de una estructura secundaria.
Una vez se ha identificado uno o mas sitios diana, se eligen los oligonucleétidos que son suficientemente
complementarios a la diana, es decir, hibridan suficientemente bien y con suficiente especificidad, para proporcionar
el efecto deseado. En el contexto de la presente invencion, "hibridacién" significa enlaces de hidrégeno, que pueden
ser enlaces de hidrégeno de Watson-Crick, de Hoogsteen o de Hoogsteen inversos, entre las bases nucleosidicas o
nucleotidicas complementarias. "Complementario” como se usa en este documento, se refiere a la capacidad de
emparejamiento preciso entre dos nucleétidos. Por ejemplo, si un nucledtido en una determinada posiciéon de un
oligonucledtido puede formar enlaces de hidrégeno con un nucleétido en la misma posicion de una molécula de ADN
o ARN, entonces el oligonucledtido y el ADN o ARN se consideran complementarios entre si en esa posicion. El
oligonucledtido y el ADN o ARN son complementarios entre si cuando un numero suficiente de posiciones
correspondientes en cada molécula estan ocupadas por nucleétidos que pueden formar enlaces de hidrégeno entre
si. Por tanto, "especificamente hibridable" y "complementario" son términos que se usan para indicar un grado
suficiente de complementariedad o emparejamiento preciso de modo que se produzca union estable y especifica entre
el oligonucledtido y la diana de ADN o ARN. Se entiende en la técnica que la secuencia de un compuesto de antisentido
no tiene que ser un 100 % complementario a la de su acido nucleico diana para que sea especificamente hibridable.
Un compuesto de antisentido es especificamente hibridable cuando la unién del compuesto a la molécula de ADN o
ARN diana impide la funcion normal del ADN o ARN diana causando una pérdida de utilidad, y hay un suficiente grado
de complementariedad para evitar la unién no especifica del compuesto de antisentido a una secuencia inespecifica
en condiciones en que se desea union especifica, es decir, en el caso de tratamiento terapéutico.

"Oligonucledtido” (en particular en el contexto de compuestos de antisentido) se refiere a un oligémero o polimero de
acido ribonucleico (ARN) o acido desoxirribonucleico (ADN) o miméticos de los mismos. Este término incluye
oligonucledtidos compuestos de nucleobases de origen natural, glucidos y enlaces internucleosidicos covalentes
(cadena principal), asi como oligonucleétidos que tienen partes que no son de origen natural que funcionan de forma
similar. Dichos oligonucleétidos modificados o sustituidos a menudo se prefieren sobre las formas nativas a causa de
propiedades deseables tales como, por ejemplo, captacion celular potenciada, afinidad potenciada por la diana de
acido nucleico y estabilidad aumentada en presencia de nucleasas. Aunque los oligonucleétidos de antisentido son
una forma preferida del compuesto de antisentido, la presente invencién comprende otros compuestos de antisentido
oligoméricos, incluyendo, aunque sin limitaciéon, miméticos oligonucleotidicos tales como los descritos a continuacion.
Los compuestos de antisentido de acuerdo con esta invencion comprenden de aproximadamente 8 a
aproximadamente 50 nucleobases (es decir, de aproximadamente 8 a aproximadamente 50 nucledsidos unidos).
Compuestos de antisentido particularmente preferidos son oligonucleétidos de antisentido, incluso mas
preferiblemente aquellos que comprenden de aproximadamente 15 a aproximadamente 25 nucleobases. Los
compuestos de antisentido incluyen ribozimas, secuencias de guia externas (EGS), oligonucledtidos (oligozimas) y
otros ARN cataliticos cortos u oligonucleétidos cataliticos que hibridan con el &cido nucleico diana e inhiben su
expresion. Los compuestos de antisentido también incluyen un ARNi que comprende una secuencia con sentido y una
secuencia de antisentido, en el que las secuencias con sentido y de antisentido forman una doble hélice de ARN y en
el que la secuencia de antisentido comprende una secuencia de nucleétidos suficientemente complementaria a la
secuencia de nucledtidos de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la presente invencion.

Como alternativa, la invencién proporciona un vector que permite transcribir un oligonucleétido de antisentido de la
invencion, por ejemplo, en un hospedador de mamifero. Preferiblemente, dicho vector es un vector util para
genoterapia. Los vectores preferidos Utiles para genoterapia son vectores viricos, por ejemplo, adenovirus, virus
adenoasociados, virus del herpes simple, virus de la variolovacuna o un virus de ARN tal como un retrovirus.
Preferiblemente, el vector retrovirico es un derivado de un retrovirus murino o aviar. Ejemplos de dichos vectores
retroviricos que pueden usarse en la presente invencién son: virus de la leucemia murina de Moloney (MoMuLV), virus
del sarcoma murina de Harvey (HaMuSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV) y virus del sarcoma de Rous
(RSV). Mucho mas preferiblemente, se emplea un vector retrovirico de primates no humanos, tal como el virus de la
leucemia del mono gibon (GalLV), que proporciona un rango de hospedador mas amplio en comparacion con los
vectores murinos. Como los retrovirus recombinantes son defectuosos, se requiere asistencia para producir particulas
infecciosas. Dicha asistencia puede proporcionarse, por ejemplo, usando lineas celulares auxiliares que contienen
plasmidos que codifican todos los genes estructurales del retrovirus bajo el control de secuencias reguladoras dentro
de la LTR. Las lineas celulares auxiliares adecuadas son bien conocidas por los expertos en la materia. Dichos
vectores pueden contener adicionalmente un gen que codifica un marcador de seleccion de modo que puedan
identificarse las células transducidas. Ademas, los vectores retroviricos pueden modificarse de tal manera que lleguen
a ser especificos de diana. Esto puede conseguirse, por ejemplo, insertando un polinucleétido que codifica un glucido,
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un glucolipido o una proteina, preferiblemente un anticuerpo. Los expertos en la materia conocen métodos adicionales
para generar vectores especificos de diana. Vectores y métodos adecuados adicionales para genoterapia in vitro o in
vivo se describen en la bibliografia y son conocidos por los expertos en la materia; véase, por ejemplo, el documento
WO 94/29469 o el documento WO 97/00957. Las secuencias polinucleotidicas MSBI1.176 o MSBI2.176 de la
invencién también pueden servir como un vector adecuado en si mismo, compuesto Unicamente de secuencias
MSBI1.176 o MSBI2.176 reordenadas o de secuencias de ADN de célula hospedadora de MSBI1.176 o MSBI2.176
quiméricas. Ademas, las secuencias de nucledtidos de la invencién pueden usarse para la construccion de
cromosomas artificiales.

Para conseguir la expresién unicamente en el 6rgano diana, las secuencias de ADN para la transcripcién de los
oligonucledtidos de antisentido pueden unirse a un promotor especifico de tejido y usarse para genoterapia. Dichos
promotores son bien conocidos por los expertos en la materia.

Dentro de una estructura oligonucleotidica, los grupos fosfato a menudo se denominan formando la cadena principal
internucleosidica del oligonucleétido. El enlace normal o cadena principal de ARN y ADN es un enlace fosfodiéster 3'
a 5'. Ejemplos especificos de compuestos de antisentido preferidos utiles en la presente invencion incluyen
oligonucledtidos que contienen cadenas principales modificadas o enlaces internucleosidicos no naturales. Los
oligonucledtidos que tienen cadenas principales modificadas incluyen los que retienen un atomo de fésforo en la
cadena principal y los que no tienen un atomo de fésforo en la cadena principal. Las cadenas principales
oligonucleotidicas modificadas que pueden producir estabilidad aumentada son conocidas por los expertos en la
materia, preferiblemente dicha modificacion es un enlace fosforotioato.

Un mimético oligonucleotidico preferido es un mimético oligonucleotidico que ha demostrado tener excelentes
propiedades de hibridacion, y se denomina acido peptidonucleico (APN). En compuestos de APN, la cadena principal
glucidica de un oligonucledtido se remplaza con una cadena principal que contiene amida, en particular una cadena
principal de aminoetilglicina. Las nucleobases se retienen y se unen directa o indirectamente a los atomos de nitrégeno
aza de la parte amida de la cadena principal.

Los oligonucleétidos modificados también pueden contener uno o mas restos glucidicos sustituidos o modificados. Los
oligonucledtidos preferidos comprenden uno de los siguientes en la posicion 2': OH; F; 0-, S-, o N-alquilo; 0-, S-, o N-
alquenilo; 0-, S- o N-alquinilo; u 0-alquil-O-alquilo, en los que el alquilo, alquenilo y alquinilo pueden ser alquilo C1 a
C10 0 alquenilo C2 a C1o y alquinilo sustituido o no sustituido. Un resto glucidico modificado particularmente preferido
es un resto glucidico con 2'-O-metoxietilo.

Los oligonucledtidos de antisentido de la invencidon también pueden incluir modificaciones o sustituciones de las
nucleobases. Las nucleobases modificadas incluyen otras nucleobases sintéticas y naturales tales como 5-
metilcitosina (5-me-C), 5-hidroximetil-citosina, xantina, hipoxantina, 2-aminoadenina, derivados de 6-metilo y otros de
derivados de alquilo de adenina y guanina, derivados de 2-propilo y otros derivados de alquilo de adenina y guanina,
2-tiouracilo, 2-tiotimina y 2-tiocitosina, etc., prefiriéndose las sustituciones de 5-metilcitosina ya que estas
modificaciones han demostrado aumentar la estabilidad de la doble hélice del acido nucleico.

Otra modificacion de los oligonucleétidos de la invencion implica unién quimica al oligonucleétido de uno o mas restos
o conjugados que potencian la actividad, la distribucion celular o la captacion celular del oligonucleétido. Dichos restos
incluyen restos lipidicos tales como un resto de colesterol, acido célico, un tioéter, un tiocolesterol, una cadena alifatica,
por ejemplo, restos de dodecandiol o undecilo, un fosfolipido, una poliamina o una cadena de polietilenglicol o acido
adamantanoacético, un resto de palmitilo o un resto de octadecilamina o de hexilamino-carbonil-oxicolesterol.

La presente invencion también incluye compuesto de antisentido que son compuestos quiméricos. Los compuestos
de antisentido "quiméricos" o "quimeras", en el contexto de esta invencion, son compuestos de antisentido,
particularmente oligonucleétidos, que contienen dos o mas regiones quimicamente distintas, cada una compuesta de
al menos una unidad monomérica, es decir, un nucleétido en el caso de un compuesto oligonucleotidico. Estos
oligonucledtidos tipicamente contienen al menos una region en la que el oligonucledtido esta modificado para conferir
al oligonucleétido resistencia aumentada a degradacion por nucleasas, captacion celular aumentada y/o afinidad de
unién aumentada por el acido nucleico diana. Una regién adicion del oligonucledtido puede servir como sustrato para
enzimas que pueden escindir hibridos de ARN:ADN o ARN:ARN. A modo de ejemplo, la RNasa H es una
endonucleasa celular que escinde la hebra de ARN de una doble hélice de ARN:ADN. La activacion de la RNasa H,
por lo tanto, provoca la escisién de la diana de ARN, potenciando enormemente de ese modo la eficacia de la inhibicion
por el oligonucleétido de la expresion génica. Por consiguiente, a menudo pueden obtenerse resultados comparables
con oligonucledtidos mas cortos cuando se usan oligonucleétidos quiméricos, en comparacion con
desoxioligonucledtidos de fosforotioato que hibridan con la misma regién diana. Los compuestos de antisentido
quiméricos de la invencién pueden formarse como estructuras compuestas de dos o mas oligonucleédtidos,
oligonucledtidos modificados, oligonucledsidos y/o miméticos oligonucleotidicos como se describe anteriormente.
Dichos compuestos también se han denominado en la técnica hibridos o gapmeros.

La presente invencion también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo u
oligonucledtido de antisentido de la invencion y un excipiente, diluyente o vehiculo adecuado. Preferiblemente, en una
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composicion farmacéutica, dicho compuesto como se describe anteriormente se combina con un vehiculo
farmacéuticamente aceptable. Se entiende que "farmacéuticamente aceptable” engloba cualquier vehiculo, que no
interfiera con la eficacia de la actividad biolégica del ingrediente activo y que no sea toxico para el hospedador al que
se administra. Ejemplos de vehiculos farmacéuticos adecuados son bien conocidos en la técnica e incluyen soluciones
salinas tamponadas con fosfato, agua, emulsiones, tales como emulsiones de aceite/agua, diversos de agentes
humectantes, soluciones estériles, etc. Dichos vehiculos pueden formularse por métodos convencionales y el
compuesto activo puede administrarse al sujeto a una dosis eficaz.

Una "dosis eficaz" se refiere a una cantidad del ingrediente activo que es suficiente para prevenir la enfermedad o
para afectar a la evolucién y la gravedad de la enfermedad, dando lugar a la reduccion o remision de dicha patologia.
Una "dosis eficaz" util para tratar y/o prevenir estas enfermedades o trastornos puede determinarse usando métodos
conocidos por los expertos en la materia.

La administracion de las composiciones adecuadas puede lograrse por diferentes vias, por ejemplo, por administracion
intravenosa, intraperitoneal, oral, subcutanea, intramuscular, tépica o intradérmica. La via de administracion, por
supuesto, depende del tipo de tratamiento y el tipo de compuesto contenido en la composicion farmacéutica. La pauta
posoldgica la determinara el médico a cargo y mediante otros factores clinicos. Como es bien sabido en las técnicas
médicas, las dosificaciones para un paciente cualquiera dependen de muchos factores, incluyendo el tamafo del
paciente, el area superficial corporal, la edad, el sexo, el compuesto particular a administrar, el tiempo y via de
administracion, el tipo de tratamiento, la salud general y otros farmacos que se estén administrando simultaneamente.

En una realizacion preferida de la presente divulgacién, la enfermedad que puede prevenirse/tratarse es cancer,
preferiblemente cancer de mama, cancer de ovario, cancer pulmonar, cancer de prostata, cancer pancreatico,
enfermedad de Hodgkin, cancer colorrectal o cancer de colon o una enfermedad del SNC, preferiblemente enfermedad
de Alzheimer o esclerosis multiple (EM), esclerosis lateral amiotréfica, enfermedad de Parkinson o encefalopatias
espongiformes transmisibles/enfermedades ligadas a priones. Ademas, debido a una similitud de los factores de riesgo
entre EM y diabetes mellitus, también se incluye la ultima afeccién. Las expresiones "cancer" y "enfermedad den SNC"
divulgadas en este documento también comprenden los estadios iniciales de dichas enfermedades.

La presente divulgacion también se refiere a una vacuna para inmunizar a un mamifero contra una infeccién por HCBI,
MSBI, MSSI o CMI, que comprende al menos un polipéptido o acido polinucleico de HCBI MSBI, MSSI o CMI como
se define anteriormente o VLP (particula de tipo virus) correspondiente o complejos de péptido/proteina/ADN, en un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. También implica ensayos moleculares e inmunoldgicos en animales (en
particular ganado bovino) y en sus productos (por ejemplo, leche y productos lacteos).

También puede incluir productos quimicos pequefios para tratamiento dirigido derivados del analisis de los
componentes estructurales de estos agentes.

Una "vacuna" divulgada en este documento es una composicion inmundgena que puede provocar proteccion contra
HCBI, MSBI, MSSI o CMI, ya sea parcial o completa. Una vacuna también puede ser util para el tratamiento de un
individuo ya infectado, en cuyo caso se llama vacuna terapéutica.

El término "terapéutico” divulgado en este documento, se refiere a una composicion que puede tratar la infeccién por
HCBI, MSBI, MSSI o CMI o enfermedades ligadas a esta infeccion. La expresion "cantidad eficaz" divulgada en este
documento se refiere a una cantidad de polipéptido que alberga epitopo suficiente para inducir una respuesta
inmunogeénica en el individuo al que se administra, o para que inmunorreaccione de forma detectable de otro modo en
su sistema pretendido (por ejemplo, inmunoensayo). Preferiblemente, la cantidad eficaz es suficiente para lograr el
tratamiento, como se define anteriormente. La cantidad exacta necesaria variara de acuerdo con la aplicaciéon. Para
aplicaciones de vacuna o para la generacion de antisuero/anticuerpos policlonales, por ejemplo, la cantidad eficaz
puede variar dependiendo de la especie, edad y estado general del individuo, de la gravedad de la afeccion que se
esta tratando, el polipéptido particular seleccionado y su modo de administracién, etc. Se encontraran cantidades
eficaces dentro de un intervalo no critico relativamente grande. Una cantidad eficaz apropiada puede determinarse
facilmente usando experimentacion rutinaria. Los intervalos preferidos de proteinas divulgadas en este documento
para la profilaxis de enfermedades causadas por HCBI, MSBI, MSSI o CMI son de 0,01 a 100 pg/dosis, preferiblemente
de 0,1 a 50 pg/dosis. Pueden necesitarse varias dosis por individuo para conseguir una respuesta inmunitaria
suficiente y la posterior proteccion contra una infeccion por MSBI1.176 o MSBI2.176 y una enfermedad ligada a
MSBI1.176 o MSBI2.176, respectivamente.

Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen cualquier vehiculo que por si mismo no induzca la produccion
de anticuerpos dafinos para el individuo que recibe la vacuna. Los vehiculos adecuados son normalmente
macromoléculas grandes, que se metabolizan lentamente, tales como proteinas, polisacaridos, acidos polilacticos,
acidos poliglicélicos, aminoacidos poliméricos y copolimeros de aminoacidos. Dichos vehiculos son bien conocidos
por los expertos en la materia.

Los adyuvantes preferidos para potenciar la eficacia de la composicion incluyen, aunque sin limitacion: hidréxido de
aluminio (alumbre), N-acetil-muramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP) como se encuentra en la patente de Estados
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Unidos n.° 4606918, N-acetil-normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetilmuramil-L-alanil-D. isoglutaminil-
L-alanina-2-(1'-2'-dipalmitoil sn-glicero-3-hidroxi-fosforiloxi)-etilamina (MTP-PE) y RIBI, que contiene tres componentes
extraidos de bacterias, monofosforil lipido A, dimicolato de trehalosa y esqueleto de pared celular (MPL +TDM + CWS)
en una emulsion al 2 % de escualeno/Tween 80. Cualquiera de los 3 componentes MPL, TDM o CWS también puede
usarse en solitario o combinados de 2 en 2. Adicionalmente, pueden usarse adyuvantes tales como Stimulon
(Cambridge Bioscience, Worcester, MA) o SAF-1 (Syntex). Ademas, puede usarse adyuvante completo de Freund
(CFA) y adyuvante incompleto de Freund (IFA) para aplicaciones que no son en seres humanos y con propositos de
investigacion.

Las composiciones inmundgenas tipicamente contendran vehiculos farmacéuticamente aceptables, tales como agua,
solucion salina, glicerol, etanol, etc. Adicionalmente, sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o
emulsionantes, sustancias tamponantes del pH, conservantes y similares, pueden incluirse en dichos vehiculos.

Tipicamente, las composiciones inmundgenas se preparan como inyectables, como soluciones o suspensiones
liqguidas. También pueden prepararse formas soélidas adecuadas para soluciéon o suspension en vehiculos liquidos
antes de la inyeccidn. La preparacion también puede emulsionarse o encapsularse en liposomas para un efecto
adyuvante potenciado. Las proteinas también pueden incorporarse en complejos inmunoestimuladores junto con
saponinas, por ejemplo Quil A (ISCOMS).

Las composiciones inmundgenas usadas como vacunas divulgadas en este documento comprenden una "cantidad
suficiente" o "una cantidad inmunolégicamente eficaz" de las proteinas de la presente invencion, asi como cualquier
otro de los componentes mencionados anteriormente, segun lo necesario. "Cantidad inmunoldégicamente eficaz"
significa que la administracion de esa cantidad a un individuo, en una sola dosis o como parte de una serie, es eficaz
para el tratamiento, como se define anteriormente. Esta cantidad varia dependiendo de la salud y estado fisico del
individuo a tratar, la capacidad del sistema inmunitario del individuo de sintetizar anticuerpos, el grado de proteccion
deseado, la formulaciéon de la vacuna, la evaluacion del médico a cargo de la situacién médica y otros factores
relevantes. Se espera que la cantidad esté en un intervalo relativamente amplio que puede determinarse mediante
ensayos rutinarios. Habitualmente, la cantidad variara de 0,01 a 1000 pg/dosis, mas particularmente de 0,1-
100 pg/dosis.

Los siguientes ejemplos estan destinados a ilustrar, pero no a limitar la invencion. Aunque dichos ejemplos son tipicos
de los que podrian usarse, como alternativa puede utilizarse otros métodos conocidos por los expertos en la materia.

Ejemplo 1
Material y métodos

(A) Fraccionamiento de suero bovino en gradientes de sedimentacién por densidad con posterior clonacion

Inicialmente, se sometieron combinaciones de 5 sueros de un total de 120 sueros bovinos a ultracentrifugaciéon en
gradiente de densidad de Optiprep-(iodixanol) después de tratamiento previo con benzonasa para eliminar todo el
ADN y ARN libre (Buck et al., 2005). EI ADN asociado a proteina se extrajo de las fracciones (kit de purificacion de
PCR Qiagen) y 1 pl de la fraccion de ADN se sometié a RCA (amplificacion por circulo rodante) en una solucion de
cebadores aleatorios Exo resistentes 50 yM (Thermo Scientific), 3,2 pmol de cada dNTP (Takara) y 10 U de polimerasa
phi 29 (Biolabs). Los productos digeridos de restriccion (EcoR1 o BamH1) se separaron por la electroforesis en gel de
agarosa, se eluyeron y se clonaron en el vector pUC19 antes de la secuenciacion.

(B) Amplificacién por circulo rodante del ADN extraido de sueros, leche de vaca o tejido cerebral: El ADN se extrajo
mediante fenolcloroformo de leche y tejido cerebral después de la muerte y sueros de pacientes con EM. El ADN de
todas las muestras de suero se extrajo usando el kit de acido nucleico virico High Pure (Roche). Se realizé RCA
(amplificacion por circulo rodante) con cebadores aleatorios en el ADN de fracciones asociadas a proteinas, digestion
de restriccion, clonaron y se secuenciacion de los fragmentos resultantes (remitase a anteriormente). Se disefiaron
cebadores abutting usados en las secuencias de ADN aisladas individuales, asi como en los genes de replicacion de
Sphinx1.76 o Sphinx2.36 y se usaron en PCR invertida sobre el ADN amplificado por RCA de sueros bovinos
individuales y leche de vaca, asi como sueros de pacientes con esclerosis multiple y muestras cerebrales de esclerosis
multiple después de la muerte.

Ejemplo 2

Concepto para la patogenia de esclerosis multiple: Aislamiento de moléculas de ADN circular (agentes bovinos) de
suero bovino, leche de vaca y cerebro con esclerosis multiple (grupo 1)

La epidemiologia del cancer de colon sugiri6 la implicacién de un factor infeccioso presente en carne roja derivado de
ganado bovino de descendencia europea/asiatica (zur Hausen, 2012; zur Hausen, 2015) y consumo de leche de vaca
que se ha sospechado que desempefia una funcion en esclerosis multiple. En intentos por aislar estos supuestos
factores, se obtuvieron sueros de 120 vacas sanas de 5 afos de edad de la Facultad de Veterinaria de la Universidad
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de Leipzig y se analizaron para la presencia de ADN episémico circular. Desde el principio los aislados HCBI6.252
(Healthy Cattle Blood Isolate - aislado de sangre de ganado bovino sano) (2522 pb) y HCBI6.159 (1591 pb) revelaron
una relacion distante con el ADN relacionado con secuencias encontradas en lesiones cerebrales de animales ligadas
a afecciones asociadas a priones (Manuelidis, 2011). Los autores de la invencién analizaron simultaneamente 8 sueros
(de pacientes en recidiva), 2 CSF y 1 PBMC de pacientes con EM, asi como 12 biopsias de tejido cerebral después
de la muerte de secuencias relacionadas con Sphinx. Se aislaron dos moléculas de ADN circular relacionadas con
Sphinx1.76 (1758 pb n.° de acceso HQ444404) de una muestra cerebral con EM - MSBI1.176 (Multiple Sclerosis Brain
Isolate - aislado de cerebro de esclerosis multiple) (1766 pb) y MS2.176 (1766 pb). Como hay un riesgo elevado de
EM después de consumo de leche de vaca, los autores de la invencion investigaron la leche pasteurizada disponible
en el mercado para la presencia de ADN relacionado. De hecho, aislaron moléculas de ADN monocatenario
episomicas de las 4 muestras de leche (CMI1.252 (Cow Milk Isolate - aislado de leche de vaca), CMI2.214, CMI3.168
y CMI4.158) (HCBI6.252 y CMI1.252 son casi idénticas). Esto se aceptd como una indicaciéon de que la excrecién en
leche de estos agentes de hecho se esta produciendo.

Los autores de la invencion usaron 2 pares de cebadores disefiados sobre Sphinx1.76 para PCR invertida en todas
las muestra humanas y bovinas. Estos pares de cebadores eran: directo 5-GGATTAATGCCAATGATCC-3’ (nt 721-
739), inverso 5-CGAGAGAAACAGGCAAAG-3' (nt703-720) y directo 5-GAGGACGAATTAATATTACAAGTC-3’
(nt868-891), inverso 5’-TTACCAAGAAAAGCGAGAAC-3’ (nt848-867). Las secuencias resultantes son todas similares
de forma distante (que varian de un 79 %-98 %) al aislado Sphinx1.76. HCBI6.159 aparentemente evolucioné a partir
de una eliminacién en HCBI6.252 (eliminacion de nt 1129-2060 en HCBI6.252) ya que sus secuencias solapantes son
idénticas. HCBI6.159 se aislé independientemente de HCBI6.252 y, por lo tanto, es muy poco probable que sea un
artefacto. MSBI1.176 es un 98 % idéntico a Sphinx1.76, pero la naturaleza (patrones) de las diferencias de secuencia
individuales son tales que estas pueden considerarse como dos agentes diferentes. Como la construccion Sphinx1.76
no estaba disponible en el laboratorio del autor de la invencion, no puede haber sido producto de contaminacion de
laboratorio. Los autores de la invencién aislaron una segunda molécula de ADN circular relacionada con Sphinx1.76
de forma muy distante (pero de tamano idéntico) MSBI2.176 de la misma muestra cerebral.

Los ORF grandes del aislado del grupo 1 codifican la proteina de replicacion (ProtSweep, del Val et al., 2007) que
comparten alta similitud entre ellos. Otra caracteristica comun es la presencia de repeticiones en tandem de tipo iterén
(3x22nt mas 17/18nt de la repeticion en cada aislado). La alineacion de esta regidon de repeticion indica una variacion
de Unicamente un nucleétido en el nucleo (figura 6). Estas repeticiones de tipo iterén pueden constituir sitios de unién
para proteina Rep (Chattoraj, 2000, Dziewit et al., 2013).

Numero de acceso a secuencia de nucleétidos: Las secuencias completas de 8 aislados se han depositado en el
EMBL Databank con el numero de acceso:

CMI1.2522 n.°de acceso LK931487
CMI2.214 n.° de acceso LK931488
CMI3.168 n.° de acceso LK931489
CMI4.158 n.° de acceso LK931490
MSBI1.17 n.°de acceso LK931491
MSBI2.176 n.°de acceso LK931492
HCBI6.252 n.°de acceso LK931493
HCBI6.159 n.°de acceso LK931494

En este contexto, las enfermedades del SNC (por ejemplo, esclerosis multiple EM, esclerosis lateral amiotréfica,
encefalopatias espongiformes transmisibles/enfermedades ligadas a priones, enfermedad de Parkinson, enfermedad
de Alzheimer) son también muy interesantes ya que las secuencias similares descritas por Manuelidis se encuentran
principalmente en el SNC.

Ejemplo 3

Aislamiento de un factor bovino de suero bovino (grupo 2)

Se extrajo el ADN de suero bovino seguido de amplificacion por circulo rodante del ADN. La amplificacion por PCR
usando cebadores colindantes (directo (nt2313-2336) 5° CTAATGCAGATCAACACAGGGATA-3 e inverso (nt2312-
2291) 5-GAATTACAGGCTTTGCAATCTG-3’) disefiados sobre el gen de replicacion de Sphinx2.36 (2364 pb, n.° de
acceso HQ444405) (Manuelidis 2011) produjo un aislado de ADN circular HCBI7.228 (2280 pb, n.° de acceso
LK931498) (grupo 2).

Ejemplo 4

Aislamiento de secuencias de sueros bovinos y suero de esclerosis multiple relacionados de forma distante con un
grupo novedoso de virus de ADN monocatenario, los gemicircularvirus de tipo micovirus (grupo 3)

Recientemente se ha identificado un gran nimero de virus de ADNmc circular por analisis metagenémicos (Rosario et
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al., 2012a). El grupo de gemicircularvirus se ha aislado de hongos, heces de diversos animales y hojas de plantas
(Rosario et al., 2012b; Sikorski et al. 2013). Los autores de la invencién informan del aislamiento de los genomas de
3 virus novedosos relacionados de forma distante con este grupo de virus.

Dos secuencias HCBI8.215 (2152 pb) y HCBI9.2112 (2121 pb) se aislaron después de fraccionamiento en gradiente
de densidad de combinaciones de suero bovino. Los fragmentos obtenidos después de la digestion de restriccion
(BamH1 y EcoR1) se clonaron en pUC19. Sus genomas de longitud completa se verificaron por PCR invertida usando
cebadores colindantes. Un aislado de suero de esclerosis multiple MSSI2.225 rescatado usando cebadores
colindantes y PCR invertida se relaciond con los gemicircularvirus de tipo micovirus aislados de sueros de ganado
bovino (HCBI8.215 y HCBI9.212). Los autores de la invencion posteriormente aislaron una secuencia MSBI3.224 de
un tejido cerebral afectado por EM después de la muerte que demostro ser idéntico a MSSI2.225.

La organizacion gendmica de los 3 aislados reveld una supuesta proteina de replicacion con ayuste codificada en la
hebra negativa y la proteina de cubierta (CP) en la hebra positiva. La CP era rica arginina y se indic6 una similitud con
la proteina TTV ORF1 en un andlisis de DomainSweep (del Val et al., 2007). Los supuestos motivos de circulo rodante
I, Il'y Ill'y un motivo Walker B de cada uno se identificaron de la siguiente manera: HCBI8.215 (LLTYA, HLHAFVD,
YAIKD; VFD-DI), para HCBI9.212 (LLKMP, HYHIYLG, YVGKD; VFDDI) y para MSSI2.225 (LLTYP, HLHAFVD, YAIKD;
IFDDF). Los motivos GRS fueron AVFDVGGFHPNISITK, TAFDYFGAHGNIKSIR y RAFDVEGCHPNVSPSR,
respectivamente. El motivo nonanucleotidico tanto para HCBI8.215 como para MSSI2.225 es (TAATGTTAT) y para
HCBI9.212 (TAATATTAT).

Estos 3 aislados probablemente constituyen un grupo novedoso de virus ya que sus proteinas de la capsida comparten
similitudes con el ORF1 de virus TT de la familia Anelloviridae, y no con las de la familia de virus de plantas
Geminiviridae como en los gemicircularvirus. El aislamiento de estos 3 genomas relacionados con gemicircularvirus
directamente de tejido animal y humano enfermo los vincula a tener alguna relevancia etiolégica para enfermedades
tales como esclerosis multiple.

HCBI8.215 n.°de acceso LK931483
HCBI9.212 n.°de acceso LK931484
MSSI2.225 n.°de acceso LK931485

Ejemplo 5
ADN circular relacionado con plasmido bacteriano de suero humano (grupo 4)

Las especies de Psychrobacter estan frecuentemente presentes como contaminantes de alimentos y se han aislado
de tejidos humanos incluyendo cerebro, liquido cefalorraquideo y sangre. Se considera como un patégeno humano
oportunista (Caspar et al., 2013; Lloyd-Puryear et al., 1991). Los autores de la invencién informan del aislamiento de
una molécula de ADN circular, MSSI1.162, de suero recogido de un paciente con esclerosis multiple durante recidiva.

Se realizdé amplificacion por circulo rodante y digestion de restricciéon en ADN extraido de sueros de pacientes con
esclerosis multiple. El fragmento resultante se cloné en el vector pUC19. El genoma de longitud completo se verificd
por amplificacién por PCR invertida usando cebadores disefiados sobre la secuencia identificada inicialmente: cebador
directo 5-GACTTCTGATTGATTGATGCCTG-3' e inverso 5-CCTGTTGAATACCGCTTAAATACT-3". Todos los
productos se secuenciaron por paseo de cebador. MSSI1.162 (aislado de suero de esclerosis multiple) (1627 pb) (n.°
de acceso LK931486) comparte un 66 % de similitud de nucleétidos por andlisis BlastN con el plasmido pPRWF102 de
la especie de Psychrobacter PRwf-1. La supuesta proteina (321 aminoé&cidos) codificada por el ORF grande muestra
similitud débil con la familia de proteina de replicacion de E. coli analizada por ProtSweep (del Val et al., 2007).

Este nuevo aislado esta relacionado unicamente de forma distante con las especies conocidas de Psychrobacter y
sus plasmidos. Por lo tanto puede representar un patégeno humano aun desconocido.

Sumario:

La presencia de agentes supuestamente infecciosos y sus acidos nucleicos en el suero de vacas sanas debe implicar
que las mismas particulas también estan presentes en carne roja.

Los autores de la invencion aislaron 13 moléculas de ADN monocatenario novedosas de suero de ganado bovino y
leche y tejido cerebral y suero de EM. Estos aislados se agruparon en 4 grupos de acuerdo con su similitud de
secuencia respecto al genoma de Sphinx1.76 (grupo 1), genoma de Sphinx2.36 (grupo 2), gemicircularvirus de tipo
micovirus (grupo 3) y plasmido de Psychrobacter spp. (grupo 4). Sus organizaciones gendémicas se presentan en la
figura 5 A, B. La caracteristica principal de todas las secuencias es la presencia de un ORF que codifica proteina
asociada a replicacion.

Todos los aislados son supuestamente ADN monocatenario a causa de la desviacion de RCA hacia la amplificacion
de ADN monocatenario (del Solar et al., 1998). Una clasificacion taxondmica de los aislados en esta fase no es posible.
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Unicamente el grupo 3 puede definirse como claramente relacionado con los gemicircularvirus de tipo micovirus. Este
grupo relativamente novedoso de virus se ha identificado por metagendmica y se ha aislado principalmente de heces
de una diversidad muy grande de animales e insectos, asi como plantas y hongos. Comparten algunas caracteristicas
con los geminivirus de plantas (Sikorski et al 2013). Su aislamiento en tejidos de animales o de seres humanos aun
no se ha descrito. La supuesta proteina asociada a replicacién de los 3 aislados descritos en esta solicitud tiene una
region rica en arginina con una similitud con virus TT monocatenarios humanos.

La infeccidn de células humanas por dichos agentes debe provocar una fuerte reaccién inmunitaria, bastante distinta
de los virus TT humanos, donde se han obtenido evidencias razonables de transmision vertical (revisado en zur
Hausen y de Villiers, 2014). Esto podria explicar la alta susceptibilidad a factores ambientales para el desarrollo de
EM durante los primeros 15 afios de vida: la infeccion primaria puede dar lugar inicialmente a rondas de replicacion y
de propagacion de BMF probablemente mediante células sanguineas, provocando finalmente infeccion de células
cerebrales latente. Esta infeccion inicial debe inducir una respuesta inmunitaria, que probablemente neutraliza el
agente en posteriores rondas de infeccion antes de la entrada al cerebro. Los aislados presentados aqui parecen
representar excelentes candidatos para el factor de leche bovina (BMF) postulado.

Se aprecid una alta variabilidad en el tamafo en el grupo 1. El aislado circular HCBI6.159 parece haber evolucionado
de HCBI6.252 a través de eliminacion de 931 nucleétidos del ultimo. Los aislados tienen todos un gen de replicacién
y tienen una region de repeticion de tipo iterébn en comun (Dziewit et al., 2013). La alineacion de esta regién entre 8
aislados y Sphinx1.76 revela un nucleo idéntico central (figura 6). Los aislados del grupo 2 y 4 no tienen regiones de
repeticion.

Las secuencias "Sphinx" (Manuelidis, 2011) muestran altas homologias con secuencias plasmidicas de la bacteria
Acinetobacter (Vallenet et al., 2008; Longkumer et al., 2013). Las secuencias obtenidas en la presente invencion
también muestran homologias llamativas con las secuencias plasmidicas correspondientes. Aunque se ha aislado un
gran numero de plasmidos y se ha secuenciado a partir de Acinetobacter, hasta ahora ninguno de ellos correspondia
exactamente a las secuencias bovinas y humanas presentadas en esta invencion. De forma interesante, un grupo de
cientificos en R. U. publicé datos serolégicos sobre un periodo de afios que apunta a una formacién selectiva
aumentada de anticuerpos contra proteinas de Acinetobacter, pero no contra otros antigenos bacterianos obtenidos
de pacientes que padecen esclerosis multiple (véase el articulo de revision: Ebringer et al., 2012). Estos resultados no
pudieron confirmarse por el grupo de Chapman (Chapman et al., 2005). Sin embargo, tiene que resaltarse que el grupo
de Chapman usé una cepa diferente de Acinetobacter (Acinetobacter calcoaceticus). Se obtuvieron resultados
inequivocos por el grupo de Ebringer para tres cepas de Acinetobacter (Acinetobacter 1woffii, A. radioesistens y un
aislado especifico, A. 11171). Sin embargo, los resultados obtenidos para A. junii 17908 fueron menos impresionantes
y apenas fue detectable reactividad significativa (Hughes et al., 2001). Estos resultados sugieren que estamos tratando
con reactividades especificas de cepa en las que esta serorreactividad se debe a plasmidos especificos de cepa que
muestran homologias con las secuencias de ADN obtenidas en la presente invencion.

El aislado MSSI1.162 (grupo 4) tiene similitud con un plasmido de Psychrobacter spp. Las especies de Pyschrobacter
se han considerado patdégenos humanos oportunistas (Caspar et al., 2013) y se han aislado de un caso de meningitis
(Lloyd-Puryear et al., 1991). Estas bacterias se han presentado repetidamente como contaminantes durante y después
del almacenamiento en frio de carne (de Filippis et al., 2013) y se aislaron frecuentemente de leche y de una diversidad
de quesos (Coton et al., 2012).

Es de interés observar que Manuelidis informé de dos "estructuras de Sphinx", marcadas como Sphinx "grande" (2,36)
y "pequefio" (1,76). Aunque la mayoria de las presentes secuencias diferian sustancialmente de sus aislados, los
autores de la invencion también obtuvieron secuencias de tipo Sphinx grandes y pequefias de las mismas sondas.
HCBI6.159 circular parece haber evolucionado de HCBI6.252 a través de una eliminacion de 931 nucleétidos del
ultimo. No puede excluirse que los otros aislados grandes puedan tener equivalentes mas pequefios que no se
aislaron. Sigue teniendo que determinarse, sin embargo, si las dos estructuras encontradas aqui persisten dentro de
la misma cubierta proteinica o se complementan entre si.

El aislamiento de ADN de acidos nucleicos circulares monocatenarios similares, en parte incluso idénticos de sueros
de ganado bovino, leche de vaca disponible en el mercado y tejidos de EM floridos argumenta a favor del concepto
resumido anteriormente.
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REIVINDICACIONES
1. Un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 que comprende:

(a) una secuencia de nucleétidos representada en la figura 1(c) o 1(d);

(b) una secuencia de nucledtidos que es complementaria a una secuencia de nucleétidos de (a); o

(c) una secuencia de nucledtidos que es redundante como resultado de la degeneracion del cédigo genético en
comparacioén con cualquiera de las secuencias de nucleétidos dadas anteriormente.

2. Un cebador oligonucleotidico que comprende parte de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la
reivindicacién 1, pudiendo dicho cebador actuar como cebador para secuenciar especificamente o amplificar
especificamente el acido nucleico de determinados aislados que contienen una secuencia de nucleétidos como se
define en la reivindicacion 1.

3. Una sonda oligonucleotidica que comprende parte de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la
reivindicacion 1, pudiendo dicha sonda actuar como sonda de hibridaciéon para la deteccion especifica del acido
nucleico de determinados aislados que contienen una secuencia de nucleétidos de la reivindicacion 1.

4. Un vector de expresiéon que comprende un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, unido de forma funcional a elementos de control de la transcripcion y de la traduccion
procariotas, eucariotas o viricos.

5. Una célula hospedadora transformada o modificada con un vector de expresion de acuerdo con la reivindicacion 4.
6. Un polipéptido que esta codificado por un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de la reivindicacion 1.

7. Un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno del mismo que se une especificamente a un polipéptido de la
reivindicacion 6.

8. Un método para la deteccion de un &cido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de acuerdo con la reivindicacion 1
en una muestra bioldgica, que comprende: (a) extraer opcionalmente acido polinucleico de muestra, (b) amplificar el
acido polinucleico como se describe anteriormente con al menos un cebador de acuerdo con la reivindicacion 2,
opcionalmente un cebador marcado y (c) detectar el acido polinucleico amplificado.

9. Un método para la deteccién de un acido polinucleico MSBI1.176 o MSBI2.176 de acuerdo con la reivindicacién 1
en una muestra biolégica, que comprende: (a) extraer opcionalmente acido polinucleico de muestra, (b) hibridar el
acido polinucleico como se describe anteriormente con al menos una sonda de acuerdo con la reivindicacion 3,
opcionalmente una sonda marcada y (c) detectar el acido polinucleico hibridado.

10. Un método para detectar un polipéptido de la reivindicacion 6 o un anticuerpo de la reivindicacion 7 presente en
una muestra bioldgica, que comprende: (a) poner en contacto la muestra biolégica para la presencia y/o la
concentracién de dicho polipéptido o anticuerpo como se define anteriormente y (b) detectar el complejo inmunolégico
formado entre dicho anticuerpo y/o dicho polipéptido.

11. Un oligonucledtido de antisentido que reduce o inhibe la expresion de un &cido polinucleico MSBI1.176 o
MSBI2.176 de la reivindicacion 1 o un vector que contiene dicho oligonucledtido de antisentido.

12. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo o el fragmento de union a antigeno del mismo de la
reivindicacion 7 o el oligonucledtido de antisentido de la reivindicacion 11 y un vehiculo farmacéutico adecuado.
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HCBI6.252 (2522pb) (Idéntico a CMI1.252)

(ri55.NnXn.2300.7)

TTTTGTTTTTCAAAGGAAGTAATTAGCGAGTGTCTACGAGCGACACAATGARAGTTCGATTATTCCCTCCTCTAA
ARAACCGCTTTTAARAATATTGGTTGCTAGATGGTTTTARCTATCGTGAGCTTTTGCTTTTARRAATACACGAGC
ARAGCGAGTTCATAGTCGCTTTTGATCTGCTCTTACTAACAGCTCATT T TTAATGGGCCGTTAGTRAGAGATGCT
TTTGGGGTTTCGGGGCTTECCCTCAACAAGGTCACAARGTCGCAAT TTATCACGGTAGTGAAAAAGTACCCTTTG
TGTATCCTTGCTTTATGCTTTT TAAACCTTTGAACTTTTCCCTTAAT TTGCAGARRT TGCCCCTCGACTAAGCTT
GCTTAGTCAAAARAGTTTGAGCARAGCGARAACATAGGGCAAT TTTCATGATGARRATGGGCTTTTARAGTTTTT
AAATGCTTTTARATGCTTTTAGACATGT TGARATGCARGCCTAGCAAGGCATACAGAGGACATACCCCTACGITE
ACCGATCAATACCCCTACGT TTACCGATCAA TACCCCTACGTTTACCGATCAATACCCC TACG T TFACGT TGCAT
ATCACTACARACAATATTAATGTAGTAATAACT TCARRATAATAAATGTAGGTTATGAGCGATTTAATAGTARAA
GATARCGCCCTAATGAACGCTAGT TACAACTTAGCT TTGGTTGAARCAGCGTT TAATCCTT T TAGCTATATTGGAA
GCGAGAGARACAGGCARAGGGATTAATGCCAATGATCCCTTARCAGT TCATGCAAGTAGCTATATCAATCAATTT
ARCGTGGABAGACATACGGCATATCAAGCATTAAAAGATGCTTGCAAAGACT TGTTTGCACGTCAATTTAGTTAC
CRAGRAAAAGCGAGAACGTGGACGAAT TAATAT TACAAGTCGATGGGTTTCACAAAT TGGTTATATGGACGATACA
GCAACCGTTGARATTATTTTTGCCCCTGCGGTTGTTCCTTTGATTACACGT TTAGAGGAACAATTCACTCAATAC
GATATTCAACARATTAGCGAGTTATCGAGTGCTTATGCTGTCCGCCTATATGAGTTACTAATTTGTTGGCGTAGC
ACAGGAAAAACCCCAATTATTGATCTAACAGAGTTTAGARAGCGTCTAGGTGTTTTAGATACCGAATACACTAGA
ACAGATAACTTGRAGATGCGAGTGAT TGAGC TAGGACTTAAACARATCAACGAGCATACCGACATTACAGCARGC
TACGAACAGCACAARARAAGGGCEGACAATCACAGGATTCTCAT TCAAGT T TAAGCAGAAGANGARARCAGGGECG
GAAATGCCAAARAATAGCGATTCTAGCCCACATATCGAARAACCTAGTCAAATCCCTGCCAACATCGCAAAACAG
CCTGAAAATGCCAARAAAGATGATTTAGGGCACAGAGCARGCAAGATPACAGGG TTAATTATGTCTGARTGGTTT
AGCAGATCGGTTTARACGTGGTGATGAGTCAGTAATAGACATGATGARACGCAT CAAAGAGGARATTACAACTGA
TACAACAGCAGACCAATGGGAARACAAGCTAGAAGAATTTGGCGTGATTTTTCAGTCATGATCAATTTCCCGARG
GACATATAARAAATAATGTAGTTARATATAGTAGT TATAATATTGAC TACAATATT TAACTACTATATTGTAGTC
TTAAATCAACTTACATAGAATTTAAATTATGTCTCT TCGCCARATT TTAGRACAATCTCTCTTTGATCARACTGA
TGAAAGCTCTACTGTGCCACTATCAATTAGACTTCCAARCRACT TGAATAATGAGCTTGAAGAARCTGACTATAAC
ACTAGATARATCCAAGAGTTTTCTACTCCTAGAGTTCATTAAGGCTGGAATTAGTGAGACTAGCAATATGTTAGA
 AGACRARGCGAAGAACCCTATACTTGARAGTCCARGAGATTCTAGIGACTTTACARCTCATAAGARGT TTATGT T
' GRACACTAATTTCAATAACAATAAAGCATCACACATGACTATGT TGGAGAATCAAGAAGCTGCTGCATTTCGTAA
AGGTTGGAAAGARTATATCTGTRAATT TAGAAGAAGGCGATRAAGGTTTACCTTTATCARAGTGGCGTTGGTTTTGT
AGCATCTGGTATTGTCACTGGTGACTTAATCAARAGTGAGTATCGTGGACAACCAGARGAARRATATTCTARARA
ATAAAGGATTTTAARATAGGATTTARAGCAATTTCTGCAAAAGAGT TTAAGACCTTAACTGGCGGTGGTGCTAGC
TTTCGTACAACAATGAGCGAGCTARAGCCTGAACAATGTAGAAANT TAGATATGGAAATAGAAAARCGGATGAAG
TCAGTAAGTTAABRAATATGAGTTGETGTTTTAGTGTGTCACGTAGCAATCACTTAGAAGT TCCCTTTGTATTACT

TGTCTAGCAATGGTTTTAARARAAGCGTCACTACTGATAGTGACGCTTT

ATACCCCTACGTTTACEGATCA - repeticion 3x + 17nt

FEC02623
il

33

Similitud de nucledtidos de un 86 % con aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF: 326aa-similitud de un 85 % con proteina de tipo replicasa 3 de Sphinx1.76

Figura 1(a)
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HCBI6.159 (1591pb)

(ri55.NnXn.1600.5)

TTTTGTTTTTCAAAGGAAGTAATTGGCGAGTGTCTACGAGCGACACAARTGAAAGTTCGATTATTCCCT
CCTCTAAAARACCGCTTT TAAAAATATTGGTTGCTAGATGGT TTTAACTATCGTGAGCTT TTGCTTTT
ARAAATACACGAGCAAAGCGAGTTCATAGTCGCTTTTGATCTGCTCTTACTAACAGCTCATTTTTAAT
GGGCCGTTAGTAAGAGATGCTTTTGGGGTTTCGGGGCTTGCCCTGAACAAGGTCACAAAGTGGGAATT
TATCACGGTAGTGAAAAAGTACCCTTTGTGTATCCTTGCTTTATGCTTTTTAAACCTTTGAACTTTTC
CCTTAATTTGCAGARATTGCCCCTCGACTAAGCTTGCTTAGT CARAAAAGT TTGAGCAARGCGARAAC
ATAGGGCAATTTTCATGATGAAAATGGGCTTTTAAAGTTTTTAAATGCT TTTARATGCTTTTAGACAT
GTTGAAATGCARGCCTAGCARGGCACACAGAGGACATACECCTGCGTTTACCGATCAATACCCETACG
TITACCGATCAATACCECTACGT TTACCGATCAATACCCCTACGT FTACCTIGCATATCACTACARAAC
ARTATTAATGTAGTAATAACTTCAARAATAATAAATGTAGGTTATGAGCGATTTAATAGTARRAGATAR
CGCCCTAATGAACGCTAGTTACAACTTAGCTTTGGTTGAACAGCGTTTAATCCTTTTAGCTATATTGG
ARGCGAGAGAARCAGGCAAAGGGATTAATGCCARTGATCCCTTAACAGTTCATGCAAGTAGCTATATC
AATCAATTTAACGTGGAARAGACATACGGCATATCAAGCATTAAAAGATGCTTGCAAAGACTTGTTTGC
ACGTCAATTTAGTTACCAAGAAAAGCGAGAACGTGGACGAATTAATATTACAAGTCGATGGGTTTCAC
AAATTGGTTATATGGACGATACAGCAACCGTTGAAATTATTTTTGCCCCTGCGGTTGTTCCTTTGATT
ACRACGTTTAGAGGA “ACARTTCACTCARTACGATATTGAACAAAT TAGCGAGTTATCGAGTGCTTATG
CTGTCCGCCTATATGAGTTACTAATTTGTTGGCGTAGCACAGGACTATGTTGGAGAATCAAGAAGCTG
CTGCATTTCGTAAAGGTTGGAAAGAATATATCTGTAATT TAGAAGAAGGCGATAAGGTTTACCTTTAT
CRAAAGTGGCGTTGGTTTTGTAGCATCTGGTATTGTCACTGGTGACTTAATCAAAAGTGAGTATCGTGG
ACARACCAGAAGAAAAATATTCTAARAAATTARAGGATTTTAAAATAGGATTTAAAGCAATTTCTGCAA
AAGAGTTTAAGACCTTAACTGGCGGTGGTGCTAGCT TTCGTACAACAATGAGCGAGCTARAGCCTGAR
CARTGTAGAAAATTAGATATGGAPATAGABRAAACGGATGARGTCAGTRAGTTAAAAATATGAGTTGTT
GTTTTAGTGTGTCACGTAGCAATCACTTAGARGT TCCCTTTGTATTACTTGTCTAGCAATGGTTTTAA
AAAGCGTCACTACTGATAGTGACGCTTT

ATACCCCTACGTTTACCGATCA -repeticién Jx + 17nt

" _La secuencia de HCB16.159 es igual a HCB16.252 excepto que se han eliminado los nt 1132-2163. Ambas
secuencias se generaron por los mismos cebadores consecutivos.

4371

Similitud de nucledtidos de un 89 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF 180aa - Similitud de un 96 % con similitud a la proteina de tipo replicasa 3 de Sphinx1.76

Figura 1(b)
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MSBIL176 (1766pb) (MSBI = Aislado cerebral de esclerosis mitltiple)

(ms36.NnXn.1800.6)

ARGCTTGCTTAGTCAARAAAGTTTGAGCAAAGCGBAAACATAGGGCAATTT TCATGARGARATTGGGCTTTTARAGTTTTTAA
ATGCTT TTEAATGCI‘T‘I‘TRGBCATGCTMGBAGCCCACACAGCAAGGCATRCAGAEGACAI‘TCTCCTACGTTTACCMCAAT
ACCCCTACGTTTACCGATCARTAC CCCTACGTTTACCGATCARTACCCETACGT TAACET TGCGTATAACTACARAGAATACT
AGTGTAGTAATAACTTCAAAAGAATART TGTAGGTTATGAGCGATTTAATRGT AAAAGATAACGCCCTAATGARTGCTAGTTA
TARCTTAGCTTTGGT TGAACAGAGGTTAATTCTATTAGCAATCATAGAAGCGAGRGAAACAGECARAGGGATTAATGCCAATG
ATCCTTTAACAGTTCATGCAAGTAGCTATATCAATCAATTTAACGTAGARAGGCATACGGCATATCAAGCCCTCARAGATGCT
TGTAAAGACTTGTTTGCCCGTCAATTCAGT TACCAAGARAAGCGAGAACGAGGACGAATTARTATTACRAGTCGATGGGTTTC
GCAAATTGGCTATATGGACGATACAGCAACCGTTGAGATTATTTTTGCCCCTGCGGTTGTTCCTCTGATTACACGGCTAGAGS
ARCAGTTCACCCAGTACGATATTGAGCAAATTAGCGGTTTATCGAGTGCATATGCTGTTCGTATGTACGARCTGCTGATTTGT
TGGCGTAGCACAGGCARAACACCAATTATTGAGCTAGACGAGT TTAGAARGCGARTAGGTGTTTTAGATACTGAATACACTAG
ARCAGATAATTTAAAGATGCGAGT TATTGAAT TAGCCCTARAACAARTCAACGAACATACAGACATCACAGCARGCTATGARC
AACACAAARMPAGGGCGAGTGATTACAGGATTCTCATTCAAGTT TARGCACRAGARACAAAACAGCCATANAACGCCARARART
AGCGATTCTAGCCCACGTATCGTARAACATAGTCAAATCCCTACCAACATTGTARAACAGCCTGARARACGCCAARATGAGCGA
TTTAGRACATAGAGCGAGCCGTGTTACAGGEGARATAATGCGAAATCGTCIGT CAGATCGGTTTAAACAAGGCGATGAATCAG
CAATCGACATGATGAAACGTATTCAAAGTGAAATAATAACCGATGCAATAGCAGACCAGTGGGARAGCARACTGGAGGAGTTT
GGCGTGGTTTTTTAGT CATGACGAT TTCCCGARGGGCGCACTTAGCCATTGAGARRAATCTTCGATTTTTTCAATGGAAGTCC
GTGGGGGTARACCCCTCARCCCCARARGCAARAACACTGTARTCAGGGARARARACATTTTTGATTTTGATCCTTGTTTGTCAC
TCGTAGACACTCGTTTTGTTTIGCTCT TTCTAGAATTCACARAARARGATATTAGCGAGTGT CTACGAGCGACT CRATGARAGT
TCGATTATTCCCCCTCTGGAARACCGCTTTTAARAATATTGGCTGCTAGATGGTTTTTACTATAGTGAGGTTTTGCTTTTARA
AARRCACGAGCAAAGCGAGTTCATAGTTGCTTTTGCTIGT TTTCGGGTCTTAGGGGARATCCCCTARCARGTCCTCGARATATC
AAANTGTGGCTACATT TTGTATATACCGGTAGGCTTGCTTATTTGATTTTTT T TCTTCTARACCTTTGACTTCTTCCCCATTG
TTTGCAGARATTGCCCCTCGACT

Repeticion— 3x 22nt + 17nt

Similitud de nucledtidos de un 98 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF: 324aa - Similitud de un 97 % con la proteina de replicacion de Sphinx 1.76

Figura 1(c)
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Blastn — Geall:

>>>nrnuc:GI 313507477 Gi|313507477)gb|HQ444404.1| Asociado a TSE... 2491
>»>nrnuc:Gl 347602273 Gi13476022731gblIN541306.11 Sin cultivar. ..

>>>>nrnuc:GI_313507477 G1]13135074771gb|HQ444404.1| Aislado de ADN circular
Sphinx 1,76, secuencia completa. 0/0

Longitud=1758

Puntuacién = 2491 bits (2762), Expectativa = 0,0
Identidades= 1419/1439 (98%), Huecos= 5/1439 (0%)
Hebra=Mas/Mas
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PLERREIRR R i b b e v b i ety
GTARAAGATAACGCCCTAATGAATGCTAGT TATAACT TAGCTTTGGTTGAACAGAGGTTA

ATTCTATTAGCAATCATAGAAGCGAGAGAAACAGGCAAAGGGATTAATGCCAATGATCCT
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CAAGCCCTCAAAGATGCTTGTAAAGACTTGTTTGCCCGTCAATTCAGTTACCAAGAAAAG
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CAAGCCCTCAAAGATGCTTGTAAAGACTTGTTTGCCCGTCAATTCAGTTACCARGAAAAG

CGAGRACGAGGACGAATTAATATTACAAGTCGATGGGTTTCGCAARTTGGCTATATGGAC
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CGAGAACGAGGRCGAATTAATATTACAAGTCGATGGGTTTCGCARATTGGCTATATGGAC

GATACAGCAACCGTTGAGATTATTTTTGCCCCTGCGGTTGTTCCTCTGATTACACGGCTA

R RN R N RN R NN NN NN N RN N NN AR TR AANE|
GATACAGCAACCGTTGAGATTATTTTTGCCCCTGCGGTTGTTCCTCTGATTACACGGCTA

w
w

0,0
0,0

asociado a TSE

60

384
120
443
180
501
240
561
300

620

680
420
740
480

800

860
600
320
660

980



Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

661
981
721
1041
781

1101

Consulta §41

Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

Consulta
OCbjeto
Consulta
Objeto
Consulta
Cbjeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

Consulta

Objeto

Puntuacién=

1161
901
1221
961
1281
1021
1341
los1
1401
1141
1461
1201
1521
1261
1581
1321
1641
1381

1701

ES 2759436 T3

GAGGARCAGTTCACCCAGTACGATATTGAGCAAATTAGCGGTTTATCGAGTGCATATGCT 720

PR e e e e e e e b el
GAGGARCAGTTCACCCAGTACGATATTGAGCAAATTAGCGGTTTATCGAGTGCATATGCT 1040

GTTCGTATGTACGAACTGCTGATTTGTTGGCGTAGCACAGGCAAAACACCAATTATTGAG 780

R R RNy R RN R NN R RN NN AR R NE R NRRE NN
GTTCGTATGTACGAACTGCTGATTTGTTGGCGTAGCACAGGCAAMACACCAATTATTGAG 1100

CTAGACGAGTTTAGAAAGCGAATAGGTGTTTTAGATACTGAATACACTAGAACAGATAAT 840

PIERTERRE LR R i i b et R e e b -
CTAGACGAGTTTAGRAAGCGAATAGGTGTTTTAGATACTGARTACACTAGRACAGATART 1160

TTAAAGATGCGAGTTATTGAATTAGCCCTAARACARATCARCGAACATACAGACATCACA 900

PYRRRLERED RERRR R T e b e r e bR ey binie i
TTARAGATGCAAGTTATTGAATTRGCCCTAAAACAARTCAACGAACATACTGACATCACA 1220

GCAAGCTATGAACAACACAAAARAGGCCGAGTGATTACAGGATTCTCATTCAAGTTTARG 960

PVEVIAREL LR R R R R R v vt VR bineg) deiiidi
GCAAGCTATGAACAACACARARABGGGCGAGTGATTACCGGATTCTCATTCATGTTTARG 12680

CACARGAAACAAAARCAGCGATAARACGCCAAAARATAGCGATTCTAGCCCACGTATCGTA 1020

PYRRRRRIRT R bRyl b b e 3 beibri i
CACRAGARACABAACAGCGATAAARACGCCTGATACTARCGCTTCTAGCCCACGTATCGTA 1340

AAACATAGTCAAATCCCTACCAACATTGTAARACAGCCTGRARACGCCAARATGAGCGAT 1080

PERCRREL I R R R RV iR e e bbbkl
AAACATAGTCAAATCCCTACCAACATTGTAAARCAGCCTGARRACGCCAARATGAGCGAT 1400

TTAGRACATAGAGCGAGCCGTGTTACAGGGGAAATAATGCGAAATCGTCTGTCAGATCGG 1140

LR NN N N R RN a N
TTAGAACATAGAGCGAGCCGTGTTACAGGGGRARTAATGCGAAATCGTCTGTCAGATCGG 1460

TTTARACAAGGCGATGARTCAGCAATCGACATGATGARACGTATTCARRGTGARATAATA 1200

EELLLELEELE IR R PR T i v e b i e eni e edinneng
TTTARACAAGGCGATGAATCAGCAATCGACATGATGAAACGTATTCARAGTGARATAATA 1520

ACCGATGCAATAGCAGACCAGTGGGRAARGCARRCTGGAGGAGTTTGGCGTGGTTTTTTAG 1260

PEDTRRRRR LR R PR R LR R RR PR ikt
ACCGATGCAATAGCAGACCAGTGGEGARAGCARACTGGAGGAGTTTGGCGTGGTTTTTTAG - 1580

TCATGACGATTTCCCGARGGGCGCACTTAGCCATTGAGARARATCTTCGATTTTTTCART - 1320

SRV PR P bR e e b e e i e i nrs bl
TCATGACGATTTCCCGAAGGGCGCACTTAGCCATIGAGARAAATCTTCGATTITTTCAAT 1640

GGAAGTCCGTGGGGETARACCCCTCAACCCCAARAGCAAAAACACTGTAATCAGGGARAR 1380

RN R RN RN RN R RN R AR AR RN NN RN ERRRRR RN
GGRAGTCCGTGGGGGTARACCCCTCAACCCCAPARGCARAAACACTGTAATCAGGGAAAR 1700

RRACATTTTTGATTTTGATCCTTGTTTGTCACTCGTAGACACTCGTTTTGTTTITGCTCTT 1439

PERREYR R PR R e PR L ey LR bbb e e i vy ity .
AACATTTTTGATTTTGATCCTTGTTTG~CACTCGTAGACACTCGTTTTGTTTTGCTCTT - 1758

587 bits {650), Expectativa = 2e-163

Identidades = 325/325 {100%), Huecos= 0/325 (0%)

Hebra
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto

Consulta

1440
1
1500
61
.1560
121
1620
181
1680
211

1740

Mas/Mas

TCTRAGAATTCACAAARRAGATATTAGCGAGTGTCTACGAGCGACTCARTGAARGTTCGAT 14993
N R AR R AR AR AR R R R R R R R R NN R RN R AR R R R RN REERRR R

 TCTAGAATTCACAARARAARGATATTAGCGAGTGTCTACGAGCGACTCRAATGAARGTTCGAT - 60

TATTCCCCCTCTGGAAAACCGCTTTTARARATATTGGCTGCTAGATGGTTTTTACTATAG 1559
AR RN RN RN R AR R R SRR RN R R R R RN NN AN RN RN NN )
TATTCCCCCTCTGGAAARCCGCTTTTARARATATTGGCTGCTAGRTGGTTTTTACTATAG 120

TGAGGTTTTGCTTTTaaaaaaaCACGAGCARAGCGAGTTCATAGTIGCTTTTGCTTGTTT ~ 1619 -
RN R R RN RN RN R RN R RN N RN RN R AR R RN RN RN RN
TGAGGTTTTGCTTTTAARARRACACGAGCARAGCGAGTTCATAGTTGCTTTTGCTTGTTT 180 .

TCGGGTCTTAGGGGAAATCCCCTAACARGTCCTCGAATATCAAAATCTGGCTACATTTTG 1679

RN R N RN R RN R N N R N RN N RN R R A RN AN AR RN

- TCGGGTCTTAGGGGAAATCCCCTAACAAGTCCTCGAATATCARAARTGTGGCTACATTTTG 240

TATATACGGGTAGGCTTGCTTATTTGAL L ELELLCTTCTAARCCTTTGACTTCTTCCCC 1739

(AR N NN RN R R R N NN R A R R N N AR R RN N RN RN NRR AR
TATATACGGGTAGGCTTGCTTATTTGATTTTTTTTCTTCTAAACCTITGACTTCTTCCCC 300

ATTGTTTGCAGARATTGCCCCTCGA 1764

34



Objeto 301
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PEJATRREEIT O E BRI kntt
ATTGTTTGCAGARATTGCCCCTCGA 325

BlastP —Uniprot:

ORF 324aa:

colores para puntuacién de alineacién

-5

|

l

l

>>>sptrembl :NILWET SGAMM

>>>>sptrembl :E5LG72_9222Z E51g72 Subnombre:

Longitud =324

Puntuacién =

Consulta

Objeto

Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

>>>>sptrembl :NSLWET_SGAMM N9lwe7 Subnombre:

1

1

61
61
121
1z1
1681
i81
241
241
301

301

Longitud=324

Puntuacién =

Consulta

Objeto

Consulta
Objeto

Consulta

1
1
61
61

121

658 bits (1698),
Identidades = 316/324 (97%),

569 bits {1467), Expectativa
Identidades = 272/324 (83%), Positivos

Positivos = 318/324 (98%), Huecos= 0/324 (0%)

MSDLIVRDNALMNASYNLALVEQRLILLAIIEARETGKGINANDPLTVHASSYINQENVE
MSDLIVKDNALMNASYNLALVEQRLILLAIIEARETGRKGINANDPLTVHA SYINQFNV+
MSDLIVEDNALMNASYNLALVEQRLILLAIIEARETGKGINANDPLTVHAGSYINQENVQ

RHTAYQALEKDACKDLFARQFSYQEKRERGRINITSRWVSQIGYMDDTATVEIIFAPAVVE
RHTAYQALKDACKDLFARQFSYQEKRERGRINITSRWVSQIGYMDDTATVEIIFAPAVVE
RHTAYQALKDACKDLFARQFSYQERRERGRINITSRWVSQIGYMDDTATVEII FAPAVVE

LITRLEEQFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGKTPIIELDEFRKRIGVLDTEY
LITRLEEQFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGRKTPIIELDEFRERIGVLDTEY
LITRLEEQFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGKTPIIELDEFRKRIGVLDTEY

TRTDNLKMRVIELALKQINEHTDITASYEQHKKGRVITGFSFRFKHRKQNSDKTPRNSDS
TRTDNLEM+VIELALKQINEHTDITASYEQHKKGRVITGFSF FRHRKQNSDRTE + S
TRTDNLKMOVIELALRQINEHTDITASYEQHKKGRVITGFSFMFRHEKQNSDKTPDTNAS

SFRIVEHSQIPTNIVKQPENAKMSDLEHRASRVIGEIMRNRLSDRFEQGDESATDMMKRT
SPRIVKHSQIPTNIVEKQPENAKMS DLEHRASRVIGEIMRNRLSDRFEQGDESALDMMKRI
SPRIVKHSQIPTNIVKQPENAKMSDLEHRASRVIGEIMRNRLSDRFEKQGDESAIDMMKRI

QSEITTDAIADQWESKLEEFGVVE 324
QSEIITDAIADQWESKLEEFGVVE
QSEIITDAIADQWESKLEEFGVVE 324

e-160, Método:

w

MSDLIVKDNALMNASYNLALVEQRLILLAITERRETGRGINANDPLTVHASSYINQFNVE
MS+LIVKDNALMNASYNL LVEQRLILLAI+EARE+GKGINANDPLTVHA SYINQF V
MSELIVEDNALMNASYNLDLVEQRLILLAIVEARESGKGINANDPLTVHAESYINQFGVH

RHATAYQALKDACKDLFARQFSYQEKRERGRINITSRWVSQIGYMDDTATVEIIFAPAVVPE
R TAYQALKDACKDLFARQFSYQEKRERGR NITSRWVSQI Y+D+TATVEIIFAPAVVP
RTTAYQALKDACKDLFARQFSYQEKRERGRANITSRWVSQIAYIDETATYEIYFAPAVVP

LITRLEEQFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGKTPIIELDEFRKRIGVLDTEY
LITRLE+QFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGKTP+IEL EFRKRIGVLDTEY

35

= 2347324 (90%), Huecos= (/324 (0%)

L —————————— ]
»>>sptrembl:E5LGT2 92Z22%Z ES51972 subnombre: Completo=de tipo replicasa 3-lin...
N9lwe7 Subnombre: Completo=sin caracterizar...

Completo=proteina de tipo replicasa 3;.

60

60

120
120
180
180
240
240
300

300

Completo=Proteina sin caracterizar;.

&80
60

120

180

58 0,0

569 5e-160

5/2013

Expectativa= 0,0, Método: Ajuste de matriz composicional.

12/2013

Ajuste de matriz composicicnal.
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Objeto 1371 IITRLEKQFTQYDIEQISGLSSAYAVRMYELLICWRSTGKTPVIELGEFRKRIGVLDTEY 180

Consulta 181 TRIDNLKMRVIELALKQINEHTDITASYEQHKKGRVITGFSFKFKHKKQNSDKTPENSDS 240
. RTDNLEKMRVIELALKQIN+HTDITA+YEQHKKGR ITGFSFKFK K++ +TPKNSDS
Objete 181 IRTDNLKMRVIELALKQINDHTDITATYEQHKKGRTITGFSFKFKQKRKTELETPKNSDS 240

Consulta 241 SPRIVKHSQIPTNIVKQPENAKMSDLEHRASRVTGEIMRNRLSDRFKQGDESAIDMMKRI 300
. K +IPTN+VKQPENA MSDL+HRAS++TG IM NRLSDRFK(Q DES + MM RI
Objeto 241 DVPKOKSVEIPTNLVKQPENANMSDLOHRASKITGLIMSNRLSDREK(QSDESIMOMMARI 300

Consulta 301 QSEIITDAIADOWESKLEEFGVVE 324

QSET  +AIA+QWEHKLEEFGV+F
Objeto 301 QSEITDEAIANCWENKLEEFGVIF 324

ProtSweep
Una herramienta de identificacién de proteinas

Resultados para /home/viz088/xindneu/tsekompl/MSBIL.176.324. . pep

Numero de residuos: 324

Carga: 1 e it R
mas ...

Prediccidn de ubicacién de la proteina:

RS
Citop, "
Citop. nucl.

Extr,

Proteina: . _ -
:. sptremb) :ESLET2 $222 1 ;

yalorac:i.bn : homélogo

Tupaya comun o gediec s gt
51d72 subnombre: Comp eto=proteina de tipo replicasa 3

Informacién GO:

|acceso [Grupo 0 @7, . iNombre -t - T v T ‘:I.'Evidencia o
16070005727'1(:0@65311{:'3 celular AfADN circular extracromosémico ) l:II_EA:’I'nFt_E:_L‘P;l_)
‘160:00’033’1‘ 'l'.E‘u.ncién molecular [Actividad de ADN polimerasa dirigida por ADN |TER:INT&rPIro-
[60:0006270 [Proceso biolégice [rniciacién de replicacién de ADN | . JIEA:Intérpfo”
Informacién interpro: e e I
I.i.'d P P L. FNombre corto

{1erO00525 . . = [aniriator Rep_prot

[zero11931 0 . [wHTH_DNA-bd_dom
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MSRBI2.176 (1766pb)

(ms36.NnXn.1800.6)

RAGCTTGCTTAGTCAAAAAAGTTTGAGCAAAGCGAAAACATAGGGCAATTTTCGTGATGAAAATGGGCTTTTAATGTTTTTAA

ATGCTTTTAAATGCTTTTAGACATGCTGAAACGCTTATATAGCAATGCATACAGAGGACATATGTCCHCGTTTACGT, .
AIGTCEACG?TTBCCEATCAAIEIGTCCACGTTZHCCMATCAAIAIGICCBCGTT&BCC”TGCGTATTTACRCACATTTAAAT
AGTATGGATATATCCAATGAAATTATAATGTCTACTTATGAGCAAATTAGTAGTGAAAGACAATGCCCTARTGAACGCTAGTT
ACAACTTGGATCTCGTTGAACAGCGTTTAATTCTATTGGCAATCATCGAAGCAAGAGAATCAGGCARAGGAATTAATGCARAT
GACCCGCTTACGGTTCATGCAGAGAGTTATATCAATCAATTTGGTGTTCATCGAGTAACTGCATATCARGCTCTCARAGATGC
TTGTGATAACTTGTTTGCACGTCAATTCAGCTACCAATCCARAAGTGARAAAGGGAACATACAARATCATCGTTCACGTTGGE
TTAGTGAAATTATTTACATTGATACAGAAGCAACAGTAAARATAATATTTGCACCTGCTATTGTCCCACTGATTACAAGGCTA
GAAGAACAGTTCACCAAGTATGATATTGAGCARATTAGTGATTTATCGAGTGCTTATGCAATTCGCTTATACGAGTTATTGAT
TTGCTGGCGTAGCACAGGGARAACACCAATTATTGGGCTAGGCGAAT TTAGARATCGGGTTGGTGTGTTAGATAGTGAATATC
ATCGAATTGCACACTTGAAAGAACGAGTTATTGAACATTCAATTARACAGATTAACGAGCATACCGACATCACAGCCACCTAC
GAACAGCACAAAARAGGGCGGACAATCACAGGATTTTCATTCAAGT T TAAGCAGARGRAGCCCARACAAGCCGAAATTGCTAC
AGAAACGCCAAAAACAGCCACGAATGACCCAGACACGACAARACCCCTTACAGAGCCTCAGATCGCARAATRCAGCATGATTC
TGTGCAAACTAGGCAGTATTTCAGACTTGAGTAACTTCCCAGACTATCCAGCTTTTGCAAAT TGGATTGGGAACATTITGAGG
AACCCTGAAAAAGCAGATGAACAAATAGCAARACGGATTTTCACAGCATTGARAACAGAARCCGACTACAGCARGAARARCTA
ATTTTTAGTTGTGATGGGTTTTCCCGAAATARCATGAAGGGCGCACTTACGCAARATTTTTGCTACGCCAARTTTTGCARGTA
CGGTCAGGGAAACCCCGACACCCCARAAGCAAAAACACTGTAATCAGGGAARAAACATTTTTGATTTTGATCCTTGTTTGTCA
CTCGTAGACACTCGTTTTGTTTTGCTCTTTCTAGARTTCACARARRAGATATTAGCGAGTGTCTACGRAGCGACTCAATGARAG
TTCGATTATTCCCCCTCTGGAAAACCGCTTTTAAAAATATTGGCTGCTAGATGGTTTTTACTATAGTGAGGTTTTGCTTTTAA
AAARMACACGAGCAAAGCGAGTTCATAGTTGCTTTTGCTTGTTTTCGGGTCTTAGGGGARATCCCCTAACAAGTCCTCGAATAT
CAAAATGTGGCTACATTTTGTATATACGGGTAGGCTTGCTTATTTGATTT TTTTTCTTCTAAACCTTTGACTTCTTCCCCATT

GTTTGCAGARATGCCCCCCGACC

Repeticion — 3x 22nt + 18nt

Similitud de nucledtidos de un 78 % en 984nt y de un 95-99 % con 431nt del aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF: 319aa-similifud de aminodcidos de un 65 % con proteina B de replicacion de inicio con Acinetobacter radioresistens

Figura 1 (d)
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Biastn — Geall:

e e e

—_

f——— ]

e e iy
>>>nrauc:GI 462476960 6i]462476960)gh|APGK01000458.1] Dendro... 1943 0,0

>>>nrpuc:GI. 347602255 Gi | 3476022551gb{Jn5412868.1) Sin cultivar... 1449 0,0
>>>>nrnuciGI 462476360 G1|462476960]1gbiAPGKO1000458.1| Dendroctonus ponderosae Seq01000458,
Secuencia aleatoria de genoma completo 0/0
Longitud=1455
Puntuacién = 1943 bits (2154), Expectativa = 0,0
Identidades= 1202/1284 (93%),Huecos =1/1284 (0%)
Hebra=Mas/Menos

Consulta 11 AGTCAAAARAGTTTGAGCAAAGCGAARACATAGGGCARTTTTCGTGATGARAATGGGCTT 70

PERLRRERRERRLRNNr  FRRIRRR R R e b vdn e 4 v v Ll
Objeto 1318 AGTCARAAAAGTTTGAGAGAAGCGAAAACATAGGGCAATTT-CATGGTGAGAATGGGCTT 1260

71 TTAATGTTTTTAAATGCTTTTAAATGCTT TTAGRACATGCTGAAACGCTTATATAGCAATG 130

PTREE LR ERIe DV i e i b e nenn b ity v et |
Objeto 1259 TTAAGGTTTTTAARAGCTTTTAAATGCTTTTAGACATGCTGAAACGACCACACAGCARGE 1200

Consulta

Consulta 131  CATACAGAGGACATATGTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTACCTATCAATAT 190
PELVRRRERE DO EE R R R e R R R R Rt
Objeto 1138 CATACAGAGGGCATATGTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTACCTATCAATAT 1140

Consulta 1381  GTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTACCTTGCGTATTTACACACATTTAAATA 250
PERRRVRRRERTERRR R LR PR et v b vt il
Objeto 1139 GTCCACGTTTACCTATCARTATGICCACGTTTACCTTGCATAGTCACACATATTTAAATA 1080

Consulta 251  GTATGGATATATCCAATGAAATTATARTGTGTACTTATGAGCAAATIAGTAGTGARAGAC 310
PEELERURERI TR RRETE VR b iy o perirreriitinnt
Objeto 1079 ATATGGATATATCCAATAAAATTATAARTGTGTACTTATGAGTAGGTTAGTAGTGARAGAC 1020

Consulta 311  ARTGCCCTAATGAACGCTAGTTACAACTTGGATCTCGTTGAACAGCGTTTAATTCTATTG 370
BERRRDRRR R e A b e bbb ey tieanl
Objeto 1019 AATGCCCTAATGAACGCTAGTTATAACTTGGATCTCGTTGAACAGCGTTTAATCCTATTG 960

Consulta '37]  GCAATCATCGAAGCAAGAGAATCAGGCARAGGAATTAATGCAAATGACCCGCTTACGGTT 430

) R O T L O O Y A
Objete 959 GCAATCATCGRAGCGAGGGAGTCAGGCAARGGAATTARCGCCAATGACCCTCTARCAATC 900

Consulta 431 CATGCAGAGAGTTATATCAATCAATTTGGTGTTCATCGAGTARCTGCATATCARGCTCTC 430

PELRRRRTREE 00 bbb b R R R R i
Objeto 893  CATGCAGAGAGCTACATCAATCAATTTGGTGTTCATCGAGTAACTGCATATCAAGCTCTC 840

Consulta 491 AAAGATGCTTGTGATAACTTGTTTGCACGTCAATTCAGCTACCAATCCAARAGTGRARAN 550

PERRLRURRT R Rrnedt Veni bbb vl v el e rp i idigtigd
Objete 839  ARRGATGCTTGTGATAACCTGTTTGCACGTCAATTCAGCTATCAGTCCAAARGTGAAARA 780

Consulta 551  GGGAACATACAARATCATCGTTCACGTTGGGTTAGTGAAATTATTTACATTGATACAGAA 610
PERERIER et b e el A R e ev e ol 1kl
Objeto 779  GGRAACATACARRAARATCATCGTTCACGCTGGGTTAGTGARATTATTTACATCGACACAGAR 720

Consulta g11 GCAACAGTARRARTAATATTTGCACCTGCTATTGTCCCACTGATTACAAGGCTAGRAGAR 670

TREERRERRR RN byt i bbb PR bbbt bendient
Objeto 719  GCAACAGTARAAATAATCTTTGCACCTGCTATCGTCCCACTGATTACAAGATTAGARGAR 660
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Consulta 671  CAGTTCACCAAGTATGATATTGAGCAAATTAGTGATTTATCGAGTGCTTATGCAATTCGC 730
(RN AR R RN RN R RN R AR RN RN A A
Objeto 659  CAGTTCACCAAGTATGATATTCAGCAAATTAGTGATTTATCGAGTGCTTATGCAATCCGC 600

Consulta 731 TTATACGAGTTATTGATTTGCTGGCGTAGCACAGGGAAARCACCAATTATTGGGCTAGGC 790

PRRELERE D0 pbr i bber bR pn e e i by brretntnng 1

Objeto 599 TTATACGAATTATTGATTTGTTGGCGTAGCACAGGGARAACGCCAATTATTGAATTAGCT 540

GRATTTAGAAATCGGGTTGGTGTGTTAGATAGTGAATATCATCGAATTGCACACTTGAAR 850

PERLELED PORPE bR e i et bR e b i iy bt
539  GRATTTAGGAATCGGGTTGGTGTGTTAGATACTGAATATCATCGRATTGCCCACTTGARA 480

Consulta 791

Objeto

Consulta 851  GAACGAGTTATIGAACATTCAATTAAACAGATTAACGAGCATACCGACATCACAGCCACC 910
FERVEELRRRnn e r bt BV vl nheren it e e i
Objeto 479  GAGCGAGTTATTGARCATTCAATTAAACAAATTAACGAACATACCGACATCACAGCGACC 420

Consulta 911 = TACGAACAGUACARARAAGGGCGGACAATCACAGGATTTTCATTCAAGTTTARGCAGAAG 970
FRRRLLLLRRD dppiingl FEVERLE BE GRERRRRE Dhrreiinienl
Objeto 419  TACGAACAGCATAARAARGGGCGAGTGATTACAGGGTTCTCATTCAAATTTAAGCAGAAG 360

Consulta 971  AAGCCCAAACAAGCCGARATTGCTACAGARACGCCAAARACAGCCACGAATGACCCAGAC 1030
FRRRIRIRIVERREE R BRI RE PR b bE DIV ERR eI i et
Objeto 35%  AAGCCCAAACAAGCCGAGATTGCCACAGRAACGCCCAAARCAGCCACGARTGRCCTAGAT 300

Consulta 1031 ACGACRARACCCCTTACAGAGCCTCAGATCCCAAAATACAGCATGATTCTGTGCAAACTA 1050
PIRE RRRVEIRR R R R PR TR PR R R R R i
Objete 299  ACGATAAAACCCCTTACAGAGCCACAGATCGCAAAATACAGCATGATTCTGTGCARACTA 240

Consulta 1091 GGCAGTATTTCAGACTTGAGTAACTTCCCAGACTATCCAGCTTTTGCARATTGGATIGGG 1150
TERERRV R PR PR e v e by i g
Objeto 232  GGCAGTATTTCAGACTTGAGTAACTTICCCAGACTATCCAGCTTTTGCARATTGGATTGGG 180

Consulta 1151 AACATTTTGAGGRACCCTGAAARAGCAGATGAACAAATAGCAAARACGGATTTTCACAGCA 1210
NN RN AR AR RN R RN R AR RN SR A R R RN RN RN R SR N R AR RN R Y]
Objeto 179 AACATTTTGAGGAACCCTGAAAARGCAGATGAACAAATAGCAAAACGGATTTTCACAGCA 120
Consulta 1211 TTGAARACAGAAACCGACTACAGCAAGAAARRCTAATTTTTAGTTGTGATGGGTTITCCC = 1270
R RN RN AR NN R RN R N R R NN R RN RN NN ]
Objeto 113 TTGARAACAGAAARCCGACTACAGCAAGAAAAACTAATTTTTAGTTGTGATGGGTTTTCCC -~ 60

Consulta 1271 GAAATARCATGAAGGGCGCACTTA 1294

FEPLLE T prennet e
Objeto 59 GAAATAACATGAAGGGCGCACTTA = 36

Puntuacién= 124 bits (148}, Expectativa = 3e-27
Identidades = 108/127 ({85%),Huecos =4/127 (3%}

Hebra=Mas/Menos

Consulta 1641 ccTAACAAGTccTCCAATATCAAAATGTGGCTACATTTQGTATATACGGGTAGGC?TGCT 1700
. IRER R R RN R R R R R N N SRR A R N R AR R R RN R R R RN E N
Objeto 1455 CCTAACARGTCCCCGAATATCAARATGTGGCTACATTTTGTATATACGGGTAGGCTTGCT 1396
' Consulta 1701 TATTTGAttttttttC-TTCTARACCTTT-GACTTCTTCCCCATTGTTTGCAGABATGCE 1758
RN e A A N RN RO AR I AN O N RN RS N
Objeto 1395 TATTGAATCTAATTCCTTTTTAAACCTTTCGACT-~TTCCCTATCCTTTGCATARATTGC 1338

Consulta 1759 CCCCGAC 1765
IRERER!
Objeto. 1337 CCCTGAC 1331

>>>>nrnuc:GI_347602255 Gi|347602255(1gb}IN541288.11 Clon plasmidico de bacterias sin cultivar
S6GI0~17 Secuencia genémica. 0/0
Longitud=}215%
Puntuacién = 1449 bits (1606), Expectativa = 0,0
Identidades = B858/893 (96%)Huecos = 11/893 {1%)
Hebra=Mas/Mas

‘Consulta 881 ATTAACGAGCATACCGACATCACAGCCACCTACGAACAGCACARARRAGGGCGGACAATC - 940

PO PETTI e v bbb ek b el

Objeto 1 ATCAACGAGCACACCGACATCACAGCCACCTACGAACAGCACAARARAGGGCGGACAATC 60

Consulta 941  ACAGGATTTTCATTCAAGTTTAAGCAGAAGAAGCCCAAACARGCCGAAATTGCTACAGAA 1000
B RN N RN R R R R N R N R R R R R N NN AN AN
Objeto 61 - ACAGGATTTTCATTCAAGTTTAAGCAGAAGAAGCCCARACAAGCCGARATTGCTACAGAA 120

Consulta 1001  ACGCCARARAAARCAGCCRCGAATGACCCAGACACGACARAACCCCTTACRGAGCCTCAGATC 1060
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Objeto

Consulta

Objeto

Censulta

OCbjeto”

Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Censulta
Objeto
Consulta
OCbhjeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

Puntuacidne

121
1061
181
1121
241
1181
301
1241
361
1293
421
1354
478
1414
538
1474
598
1534
658
1594
718
1654
778
1714

a3e
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N N R N RN R R A NN R RN A NN NN
ACGCCAARRACAGCCACGRATGACCCAGACACGACARARCCCCTTACAGAGCCTCAGATC

GCAARATACAGCATGATTCTGTGCAAACTAGGCAGTATTTCAGACTTGAGTAACTTCCCA

PRVPRREER TR R e e e e bbbl
GCAARATACAGCATGATTCTGTGCAAACTAGGCAGTATTTCAGACTTGAGTAACTTCCCA

GACTATCCAGCTTTTGCAAATTGGATTGGGAACATT TTGAGGAACCCTGARAAAGCAGAT

PEREDRTELL R TN e R R i i vt
GACTATCCAGCTTTTGCARATTGGATTGGGAACATTTTGAGGAACCCTGARAARGEAGAT

GAACARRTAGCARARCGGATTTTCACAGCATTGAAARCAGAARCCGACTACAGCAAGAAR

R N N N N R RN RN R AR AN
GRACAAATAGCARARCGGATTTTCACAGCATTGARAACAGAARCCGACTACAGCRAGRAR

AACTAATTTTTAGTTGTGATGGGTTTTCCCGAAATARCATGAAGGGCGCACTTACGCA—~

FIRRRRRRR PR R R i h it i e e et beninge 1l
AACTARTTTTTAGITGTGATGGGTTTTCCCGAAATAACATGAAGGGCGCACTTAGCCATT

————— AAATTTTTGCTACGCCAAATTTTGCAAGTACGCTCAGGGARACCCCGACACCCCA
R T (R Pk b AERRRARRY! NANET
GAGAAAAATCTTCGATTTTTTCAAT - -—-GGAAGTCCGTGGGGGTAARCCCCTCARCCCCA

AAAGCAAAAACACTGTAATCAGGCARARAACATTTTTCATTT TGATCCTTGTTTCTCACT
PERRRRERREA R IR i b P v b bR e e i bbb nei bl
AAAGCAARRACACTGTAATCAGGGARAARACATTTTTGATTTTGATCCTTGTTTGTICACT

CGTAGACACTCGTTTTGTTTTGCTCTTTCTAGAAT TCACARRAAAGATATTAGCGAGTGT

PEERPERRELRETRRR R i i b et i i it anringi
CGTAGACACTCGTTTTGTTTTGCTCTTTCTAGAATTCACAAAARAGATATTAGCGAGTGT

CTACGAGCGACTCAATGARAGTTCGATIATTCCCCCTCTGGAARACCGCTTITARRARTA

R RN NN RN N R R SRR NN
CTACGAGCGACTCAATGAAAGTTCGATTATTCCCCCTCTGGARARCCGCTTTTARAAARTA

TTGGCTGCTAGATGGTTTTTACTATAGTGAGGTTTTGCTTTTaaaaaaaCACGAGCARRG

RN N N NN N N NN N AR AU R NN
TTGGCTGCTAGATGGTITTTACTATAGTGAGETTTTGCTTTTAAAAARACACGAGCAARG

COAGTTCATAGTTGCTITTGCTTGTTTTCGGGT CTTAGGGGARATCCCCTARCAAGTCCT
PRLOREERER i e bbbt e b e e bl
CGAGTTCATRGTTGCTTTTGCTTGTTTTCGGCTCTTAGGGGRAATCCCCTRACRAGTCCT

CGAATATCARAATGTGGCTACATTTTGTATATACGGGTAGGCTTGCTTATTTGALLELEE
R R N N N NN R NN AR RRRR RN
CGAATATCAAAATGCTGGCTACATTTTGTATATACGGGTAGGCTTGCTTATTTGATTTTTT

ttCTTCTARACCTTTGACTTCTTCCCCATTGTTTGCAGAAA-TGCCCCCCGAC 1765
FERRRLILREI I et n it e i el bereey bt
TTCTTCTAAACCTTTGACTTCTTCCCCATTGTTTGCAGARATTGCCCCTCGAC 830

576 hits {638), Expectativa = 3e-160

Identidades = 322/324 (99%),Huecos =0/324 (0%)
Hebra=Mas/Mas

Consulta
Objeto
Censulta
Objeto
Consulta

Objeto

Censulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

Objeto

1
832
61
952
121
1012
181
1072
241
1132
301

1192

AAGCTTGCTTAGTCARARAAGT TTGAGCAAAGCGAAARCATAGGGCAATTTTCGTGATGA
RN RN R N AN R R A R N N AR ERR R R R E AR RR R R R R
AAGCTTGCTTAGTCARAAAAGTTTGAGCARAGCGAAAACATAGGGCAATTTTCGTGATGA

AARTGGGCTTTTAATGTTTTTARATGCTTTTARATGCTTTTAGACATGCTGARACGCTTA

R N R R R NN R R N NN AR NN AR
AAATGGGCTTT TAATGTTTT TARATGCTTTTAAATGC TTTTAGACATGCTGAAACGCTTA

TATAGCAATGCATACAGAGGACATATGTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTAC
RN R R NN R R R RN R A RRR R AR N RRRE Y|
TATAGCAATGCATACAGAGGACATATGTCCACGTTTACCTATCARTATGTCCACGTTTAC

CTATCAATATGTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTACCTTGCGTATTTACACA

(N R A N R R N R N NN RN R AR E R R R R RN
CTATCAATATGTCCACGTTTACCTATCAATATGTCCACGTTTACCTTGCGTATTTACACA

CATTTAAATAGTATGGATATATCCAATGAAATTATAATGTGTACTTATGAGCAAATTAGT

R N R N N NN NN AR NN RN
CATTTAAATAGTATGGATATATCCAATGAGATTATRATGTGTACTTATGAGCAAATTAGT

AGTGRAAGACAATGCCCTAATGAA 324

FRIRLERLERELRILREDRY |}
AGTGARAGRCRATGCCCTARTCAA 1215

40

180
1120
240
1180
300
1240
360
1258
420
1353
477
1413
537
1473
597
1533
657
1593
717
1653
777
1713

837

60
951
120
1011
180
1071
240
1131
300

1191
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BlastP — Uniprot:
ORF 31%aa:

>>>sptrembl :DOTBX0 ACIRA DOt8x0 subnombre: Completo=Iniciador RepB... 435
435

colores para puntuacién de alineacion
R e T ] e

i

ll

>>>setrembl:CGRK'i’7 ACIRA CBrk77 Subnombre: Completo=Iniciador RepB. ..

»>>>sptrembl :DOTBX0_ACIRA DOt8x0 Subnombre: Completo=Proteina iniciadora RepB;. 9/2013
Longitud=313

Puntuacién=
Identidades = 208/319 (65%), Positivos = 252/319 (78%) ,Huecos = 7/319 (2%)

Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta
Objeto
ﬁonsulta
Objeto
Consulta
Objeto
Consulta

objeto

1
1
61
61

121

121

181
181
241

238

301

294

MSEKLVVKDNALMNASYNLDLVEQRLILLAIIEARESGKGINANDPLTVHAESYINQFGVE
M +LVVKDNAL+NASYNLDLVEQRLILLAI+EARESGKGINANDPL VHAESYINQF VH
MRELVVEKDNALINASYNLDLVEQRLILLAIVEARESGKGINANDPLVVHAESYINQFNVH

RVTAYQALKDACDNLFARQFSYQSKSEKGNIQNHRSRWVSEI IYIDTEATVKIIFAPAIV
R TAYQALKDAC +LF RQFSYQ +++GN++++RSRWVSEI Y+D ER VK+IFAPAIV
RNTAYQALRDACHDLFVRQFSYQKVNDRGNVERYRSRWVSEIGYVDNEAIVKLIFAPAIV

PLITRLEEQFTKYDIEQISDLSSAYAIRLYELLICWRSTGKTPIIGLGEFRNRVGVLDSE
PLITRLEEQFTKY+++(Q+5 L+SAYA+RLYELLI WRSTGKTP+I L #+FR R+G+L++4E
PLITRLEEQFTKYELQQVSQLTSAYAVRLYELLIAWRSTGKTPVIELADFRKRIGILETE

YHRIAHLKERVIEHS IKQINEHTDITATYEQHKKGRTITGFSFKFKQRKPKQAEIATETP
Y R+ K V+E +I QINEHTDI = YEQHKKGR+I GFSF F QK+ Kt E
YKEMERFKTSVLELAINQINEHTDINVAYEQHKKGRS I VGESFNFSQKEKKR~-~-ILERR

KTATNDPDTTRPLTEPQIAKY SMILCKLGSISDLSNFPDYPAFANWIGNILRNFPEKADEQ

+ o+ + K LTE QI KYS +L KL +SDLS F DY +F+ WIGNILR PE +
QVS----EGFKKLTEAQITKYSTVLSKLHELSDLSTFQDYQSFSIWIGNILREPESVRFE

IAKRIFTALKTETDYSKKN 319
A+RIF++L TD++ N

- TRERIFSSLFKRTDFASPN 312 -

60
&0
120
120

180

240

237

300

le-119
le-119

435 bits (1118), Expectativa = le-119, Método:Ajuste de matriz composicional

293

>>>>sptrémh1EC6RK7T;ACIRA csrkjj.subnambre: Compieto=Proteina iniciadora RepB; . 9/2013

'Longitudﬂ313

Puntuacién=
Identidades= 208/319% (65%), Positivos = 252/319 (78%),Huecos =7/319 (2%}

' consulta
Objeto
Consulta.

objeto

Consulta

objeto

Consulta

1
1.
61

61

121

121

181

'R TAYQALKDAC +LF RQFSYQ

MSKLVVKDNALMNAS YNLDLVEQRLILLAIL IEARESGKGINANDPLTVHRESYINQFGVH
M +LVVKDNAL+NASYNLDLVEQRLILLAI+EARESGKGINANDPL VHAESYINQF VH
MRELVVEDNALINASYNLDLVEQRLILLAIVERRESGKGINANDPLVVHAESY INQFNVH

RVTAYQALKDACDNLFARQFSYQSKSEKGNIQNHRSRWVSEITIYIDTEATVKIIFAPAIV
+++GH++++RSRWVSEI Y+D EA VK+IFAPAIV

RNTAYQALKDACEDLFVRQFSYQKVNDRGNVEIIYRSRWVSEIGYVDNEAIVKLI FAPAIV

PLITRLEEQFTKYDIEQISDLSSAYAIRLYELLICWRSTGKTPIIGLGEFRNRVGYLDSE
PLITRLEEQFTKY+++(Q+$ L+SAYA+RLYELLI WRSTGKTP+I L +FR R+G+L++E

- PLITRLEEQFTKYELQQVSQLTSAYAVRLYELLIAWRSTGKTPVIELADFRKRIGILETE

YHRIAHLKERVIEHSIKQINEHTDITATYEQHKKGRTITGFSFKFKQKKPKQAETATETP

41

&0

T 60

1z0

435 hits (1118), Expectativa = 1é—119, Método:Ajuste de matriz composicional.

120

180

180
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Y R* K V+E +I QINEHTDI YEQHKKGR+I GFSF F QK+ K+ E
Objeto 181 YKRMERFKISVLELAINQINEHTDINVAYEQHKKGRSIVGFSENFSOKEKKK---ILEKA 237

Consulta 241 XTATNDEDTTKPLTEPQIAKYSMILCKLGSISDLSNFPDYPAFANWIGNILRNPEKADEQ 300
2 + K LTE QI KYS +L KL +SDLS F DY +F+ WIGNILR PE +
Objeto 238 QVS----EGFKKLTEAQITKYSTVLSKLHELSDLSTFQDYQSFSIWIGNILREPESVRFE 293

Consulta 301 IAKRIFTALKTETDYSKKN 319
A+RIF++L TD++ N
Objeto 294 TAERIFSSLFKRTDFASPN 312

ProtSweep

Una herramienta de identificacién de proteinas
Resultados para /home/vir088/rindneu/tsekompl/MSBI2, 176.319, pep

‘Carga: 4 - .-

Valoracion: similar . . . A
organismo cientifico: Acinetobacter radioresistens.

_Resumen: “¢6£kT7 Subnombre: ¢

ompleto=Proteina iniciadora RepB;. 9/2013Longitud=313 -
Isoforma T 7 . ST o T

P LY v mas e fa s m ek B e de m s s mms smaf

Informacién GO:

o FEvidencia.

[acceso  Jorupo *frombre

IlGQ:OOOS?_ZTJilcomponente celular IADN circular extracromosémico . ;[U—j’n"ﬂﬂteﬂ"r_';"-

160:0003887 [Funcién molecular  |Actividad de ADN polimerasa dirigida por ADN [IEA:InterPro.

:!GD:DOOGT?D;-[‘Proceso biolégico F:!:niciacién de replicacién de ADN . - llﬁzlntbﬂ'id*

Informacién interpro:

'[15 SR - [Nombre corto
{rerogeszs =~ ] .. |mnitiator_Rep_prot
JIPRO11981 ' - L% 7 . [WHTH_DNA-bd_dom

42
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CMIL.252 (2523 pb) (CMI = aislado de leche de vaca)

(mil.NoXo.2500.7) IDENTICO A HCBI6.252

TTAARAATATTGGT TGCTAGATGGT TTTAACTATCGTGGAGCTTTTGCTTTTAAARATACACGAAGCAAAGCGAGTTCATAGT
CGCTTTTGATCTGCTCTTACTAACAGCTCATTTTTAATGGGCCGTTAGTAAGAGATGC TTTTGGGGTTTCGGGGCTTGCCCTG
ARCAAGGTCACAARGTGGGAATTTATCACGGTAGTGARAAAGTACCCTTTGTGTATCCTTGCTTTATGCTTTTTAAACCTTTG
GACTTTTCCCTTAATTTGCAGARATTGCCCCTCGACTAAGCARGCTTAGTCAAAANAGTT TGAGCARAGCGARAACATAGGGC
AATTTTCATGATGAAAATGGGCTTT TAAAGTTTTTARATGCTTT TAAATGCTTT TAGACATGTTGAAATGCAAGCCTAGCARG
Gca'rAcasaeeamaccccmcerrmccmmmccccmcermaoc&rmrmcccrmrrmccsamu:ac
iﬁaaTTGCATATCACTACAAACAATAETAATGTAGTAATAACTTCAAAATAATAAATGTAGGTTATGAGCGATT
TAATAGTAAAGGHTAACGCCCTAATGAACGCTAGTTBCRACTTRGC1LXBbllGARCAGLbliIAATCCTTTTAGCTATATTG
GARGCGAGAGRRACAGGAARAGGGAT TAATGCCAATGACCCCTTAACAGT TCATGCAAGTAGCTATATCARTCAATTTARCGT
GGARAGACATACGGCATATCAAGCATTARARGATGCT TGCARRGACTTGTTTGCACGT CAAT PTAGTTACCAAGAARAGCGAG
ARCGAGGACGAATTAATATTACAAGTCGATGGGTTTCACAAATTGGTTATATGGACGATACAGCAACCGTTGAAATTATTTTT
GCCCCTGCGETTGTTCCTTTGATTACACGTTTAGAGGAACAATTCACTCAATACGATAT TGAACARATTAGCGAGTTATCGAG
TGCTTATGCTGTCCGCCTATATGAGT TACTAAT T TGTTGGCGTAGCACAGGAAARACCCCAATTATTGATCTAACAGAGTTTA
-GARAGCGTCTAGGCGTTTTAGATACCGRATACACTAGGACAGATAACT TGARGATGCGAGTGATTGAGCTAGGACTTAAACAA
ATCAACGAGCATACGGACATTACAGCAAGCTACGAACAGCACARRARAGGGCGGACAAT CACAGGATTCTCATT CAAGTTTAA
GCAGAAGRAGRAAACAGGGGCGGARATGCCARARAARTAGCGAT TCTAGCCCACATATCGARAARCCTAGTCRAATCCCTGCCR
ACATCGCAAAACAGCCTGAAAATGCCAAAAAAGATGATT TAGGGCACAGAGCAAGCAAGATTACAGGGTTAATTATGTCGAAT
GGTTTAGCAGATCGGTTTAAACGTGGTGATGAGTCAGTAATAGACATGATGAAACGCATCNNGAGGARATTACAACTGATACA
ACAGCAGACCAATGGGAAAACAAGCTAGAAGAAT TTGGCGTGATTTTTCAGTCATGATCARTTTCCCGARGGACATATAAARA
ATAATGTAGTTARATATAGTAGTTATAATATTGACTACAATATTTAACTACTATATTGTAGTCTTRAATCAACTTACATAGAR
TTTARATTATGTCTCTTCGCCAAATTT TAGAACAATCTCTCTTTGATCAARCTGATGARAGCTCTACTGTGCCACTATCAATT
AGACTTCCAARCAACTTGAATAATGAGCTTGAAGAACTGACTATAACACTAGATAAATCCAAGAGT TTTCTACT CCTAGAGTT
CATTRAGGCTGGRATTAGTGAGACTAGCAATATGTTAGAAGACAAAGCGARGAACCCTATACTTGAAAGTCCAARGAGATTCTA
GTGACTTTACARCTCATAAGAAGTTTATGT TGRACACTARTTTCAATARCAATARAGCATCACACATGACTATGTTGGAGAAT
CAAGAAGCTGCTGCATTTCGTAAAGGTTGGARAGAATATATCTGTAATTTAGRAGAAGGCCATAAGGTTTACCTTTATCAAAG
TGGECGTTGGT I TIGTAGCATCTGGTAT TGTCACTGGTGACT TAATCAAAAGTGAGTATCGTGGACAACCAGRAGRARAATATT
CTAAAAAATTARACCATTTTAAAATAGGATTTAAAGCAATTTCTGCAAAAGAGT TTAAGACCTTAACTGGCGGTGGTGCTAGE
- TTTCGTACAACAATCAGCGAGCTAAAGCCTGAACAATGTAGAARATTAGATATGGAAATAGAAAAACGGATCAAGTCAGTAAG
TTARARATATGAGTTGTTGTTTTAGTGTCTCACGTAGCAATCACTTAGARGTTCCCTTTGTATTACTTGTCTAGCRATGGTTT
TARARAGCGTCACTACTGATAGTGACGCTTTTTTTGT TTTTCARAGGARAGTAAT TAGCGRGTGTCTACGAGCGACACAATGAA

AGTTCGATTATTCCCTCCTCTARAAAACCGCTT

Repeticién —3x22nt+ 17nt

28033523
!

R
c 2

Similitud de nucledtidos de un 85-90 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

- ORF: 316aa - proteina de replicacién con un 85 % de similitud con Sphinx1.76

Figura 1(e)
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CMI2.214  (2148pb)
- (mi2.NnXn.2000.8)

TTGTACTGAATTAATGAACGAGTGTCTACGAGTGGCATARAGRAAGT TCGCTTATTGCCCCTCTGARAARCCGCTTTTTCTAT
ATCTAATTTCATGAARATTT TAACTACTGTGAGCTTTTGCTTTTGAARAAGACACGAGCGANGCGAGTGCCATTTTTTGCTCTT
GCTITTGGGGTTTGGGGCTTGCCCCAACAGGGCACAGAGTAGGARTTTTACACGGTAGTGARAAAGTCCCCTCTGTGTGTCCT
TGCCCTATGCTTTTTAAACCTTTGAATTTTTCCCTGTAAT TTGARGARATTGCCCCTCGACTAAGCTTGCTTAGTCARAARANG
TTTGAGCAAAGCGAAAACATAGGGCARTTTTCATAATAAAAATGGGCTTTTAAAGTTTTTAAATGCTTTTAAATGCTTTTAGA
CATGCTGAAATGCCTACACRGCAAGGCATACAGAGGAQBTACIC AGGTTTACE & z
. AL AGGTT I‘ACGTACCAATAC!’CCI‘AGGMMTGCGTAATCCTAAAAGATATAATACAAAGGAACTACTAGGTTT
AATATTAATARGTARAATGAGCGATTTAATAGTAAAAGATAATGCCTTAATGARCGCTAGTTATAACCTAGACTTAGTTGAGC
AGCGTTTAATTCTCTTGGCTATCCTTGAGGCGAGAGAAACAGGCAARGGGAT TAATGCCAATGATCCTCTAACCGTTCATGCT
GAAAGCTATATCAATCAATT TEGTGTAGCTAGACAGACTGCATAT CAAGCAT PTAAAAGATSCTTGTAAGGACTTATTTGCACG
CCAATTTAGT TACCARGRARAACGTGAGCGTGGGCGAGCTARTAT TACARGTCGTTGGGTATCGCARATTGCTTACATTGATG
AAACGGCAACAGTTGAGGTTATTTTTGCCCCTGCCGTTGT TCCACTGATTACACGAT TRGAGGARCAATTCACCCAATACGAT
- ATTGAACAAATTAGCGGTTTATCGAGTGCCTATGCCGTCCEYCTATATGAATTATTGATTTGT TCGCGTAGTACAGGGAAARC
ACCTGTTATTGAACTAGCAGAGT TTAGAAAGCGTTTAGGTGTTTTARATGATGAATATACTAGATCGGATARTTTCARAAAAAT
GGATTATTGARAACCCTATTARRCAARATARACGAGCATACCGACATCACAGCARGCTACGAACAGCACAARAMAGGGCGGACA
ATCACAGGGTTTTCATTCAAGTTTAAGCAGAAGARAAARRCAGAACCTGARACGCCARAARACAGCGATTCTAGCCARCGTAT
CGARAAGCCTAGTCARATCCCTGCCAACATCGTAAARCAACCTGARAACGCAARATTTGAGCGATTTACAGCATCGAGCAAGCA
AGATTACAGGGTTAATCATGTCTAACCGTCTAT CAGATCGGT TTARACARGGTGATGAAT CARTCATGCAGATGATGGCACGET
ATTCARAGTGAGATTACAACCGATTCAATAGCCGACCAATGGCRATCARRRT TAGARGRATTTGGCGTAGTTTTTTAGTCTGT
CACGTAGCAATCACGTAGAAAATTATGCTTGAAAGGCTTGCTGTTAT TACATTTCAARAAGCGTCACTACTGATAGTGACGCT
TTTCTTAGT T TGCCTGTTGRATTRAACAGTGAGTGATAGACCTCTTTTGGTTAGGACTTCATTAACCTTTTCATGCCATTCTT -
TAATTATTTTTGTCGTTTCTGCATTTTCACTAGAACARRATAACTAATGTTTTTCTTGGCTGAGGTAGTGTTTTCCCCCARAATG
. TCCCAATCCAATACACGAATAGGGCGTCTGAAAACRATCCAATCGGTTTCACTTTCATCACCATTGACTTCATAAGCTCCACT
AATTACCTGAACTAATGCAATTAATTTGCCACCATTTTTAATAGCARCARTATCATTCACTTTCATTCTGTTAAAAAAGTCCT
CTTTITCAACCTGTCCTCCAGCCCATTTTCCTAAACCTATAATTTTTTTGTTCTCTARAATTGAATGTAAAACTTCCGRAARG
CTTTGATCATCAGGGTGCATCTGCATATGCCAATATTGAGTCATGTTTTTTTTCCATAGGTAATTATGTITTGTT

* Repeticion — 3x22nt + 17nt

2148

oot 85 173

2148

Similitud de nucleotidos de un 79 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

" ORF: 324aa - proteina de replicacion con un 86 % de similitud con Sphinx1.76

Figura 1(f)
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CMI3.168 (1687 pb)

(mi3. NnXu.1600.5)

GGATTAATGCCAATGATCCCTTAACAGTTCATGCAAGTAGCTATATCAATCAATTTAACGTTGAARAGACATACGGCATATCAA
GCATTARAAGATGCTTGTAAGGACTTATTTGCACGCCAATTTAGT TACCAAGARAAACGTGAGCGTGGGCGAGCTAATATTAC
ARGTCGTTGGGTATCGCARATTGCTTACATTGATGARACGGCAACAGTTGAGGTTATTTTTGCCCCTGCCGTTGTTCCACTGA
TTACACGATTAGAGGAACAATTCACCCARTACGATATTGAACAARTTAGCGGTTTATCGAGTGCCTATGCAGTTCGCTTATAT
GAGTTATTGATCTGCTGGAGARCARCAGGAAAGRCACCAGTTCTTGACT TAACAGAGTT TAGAAAGCGTCTAGGTGTTTTAGA
TACCGAATACACTAGAACAGRTARCTTGARGATGCGAGTGATTGAGCAGTCACTCAAGCARATARRCARGCATACCGACATCA
CAGCGAGCTACGAACAGCACRARAARGGGCGGACAATCACAGGATTCTCATTCARGT TTARGCAGARGRAGAARACRGAGCCA
GRAACGCCRARAAACAACGATTCTGGCGTTTCTRAGCCGAARACAGTAGARAT CCCTGCCGARGTCCTARAACAGCCTAAARR
CACCAATTTGAGCGATTTAGAGAARCGAGTAAGGATGATCACAGGGGCART TGCTARARATARCCTGGCARAGTCGTTTTCARC
ATCGGRATGRATCACCACTGGATATGATGAAACGTATTCAAAGTGARATCACATCAGACGAAACTGCCGATCTATGGCARANC
AAACTTGAATCAATGGGTGTGGTTTTTTAGTCATGACGAATTTCCCGARGGGCGCACTTTCCCAARCTATCGTTTGAGTGCET
TITTCTATCGAAARAGTAAARRGACARAGARARATTTTCTTTGTCTTTTTITCTGT TTTTCARARARAGGGATTAGCGAGTGTC
TACGAGCGACACAATGAAAGTTCGATTATTTCCCCCTCTGAARAACCGCTTTTTTGTATCTGATT TCAAGARAATTTTARCTA
TCGTGCGCTTTTGCTTTTGAGAAGACACGAGCGARGCGAGTGCCATTTTTGCCTTTGCTTTTGCT TTTTGEGGTTTGGGECTT
GCCCCARCARGGCACAGAGTAGGAATTTTACACGGTAGTGGARAAGTCCCCTCTGTGTGTCCTTGCTCTAATCTTTTTARARD
CTTTGATTCTTCACCGTAATTTGCTARAAATTGCCCCGACTGAGTGAAGCGAAGTCARAAARGTTTGAGCRAAGCGARAACAT
AGGGCMTTTTCGTGBTGMMTGGGCTTTTMGGTTTTTAAATGCTT’I'TAAATGCTTTTAGACACGCTGAAACGCAAGCCTA
GCAAGGTATACAGAGGGCATITTACCTACGT I TACCGATCAATACCCCTACGTITTACCGATCAATACCECTACG
BATACCCCTACGTITACCT TGCATATAACTACARAATATAATAAT GTAGTMTMCTTCAAAR‘J‘AATAMCGTAGGTTBTGAG
CGATTTAATAGTAARAGATAARCGCCCTAATGAACGCTAGT TACAACTTAGCTTTGGTTGAACAGCGTTTAATTCTATTGGCTA
TCCTAGAGGCGAGAGAAACAGGCAAAG

Repeticidn - ATACCCCTACGTTTACCGATCA — 3x22nt + 12nt

Similitud de nucledtidos de un 79 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76
ORF: 324aa - proteina de replicacion con un 80 % de similitud con Sphinx1.76

137aa - proteina de replicacion con un 59 % de similitud con Sphinx1.76

Figura 1(g)

45



ES 2759436 T3

CMI4.158 (1583 pb)
(mil. NoXo.1500.5)

GAGGACGAATTAATATTACAAGTCGT TGGGTTTCACAAATTGGT TATATGCACGATACAGCAACCGT TGAGGTTATTTTTGCC
CCTGCGGTTGT TCCATTGATTACRAGACTGGAGGAACAATTCACCCAGTACGATATTGAGCARATTAGCGGTTTATCTAGTGC
TTATGCCGTCCGTCTGTATGAATTAT TGATCTGTTGGCGTAGCACAGGAARARCGCCCGTCATAGAACTAGCAGAGTTTAGAA
ARCGAATAGGTGTTITAGATACTGAATACACGAGAACAGATAACT TAAAGATGCGAGTTATTGAGCTAGCACTCAAGCAGATC
ARCGAACATACAGACATCACAGCAAGCTATGAACAGCACAARAARGGGCGGACAATCACTGGGTTCTCATTCARGTTTAAGCA
GAAGARGAAAACAGAGCTAGARACGCCARAARNCAGCGATTCTAGCCCACATATCGAAARACCTAGTCARATCCCTACCARCA
TCGTAAAACAGCCTGAAANCGCCAAAARAGACGATTTAGGGCATAGAGCAAGTAAGATTACAGGTTTARTCATGTCCAATGGT
TTAGCAGATCGGTTTAMCGTGETGATCGAGTCCGTCATCAATATGATCAARCGCATCAAAGAAGCAAATTACAACCGATGCAAC
AGCCGATCTATGGCAAAACAAACTTGAATCRATGGTGTGGTTTTTTAGTCATGACTAAATTGGCTATGCAATGTCTCCGCTCT
TTTTCTAAGRRACCGTTTTTGCT I TTT CARARATCGCGGCTCGCGGGTGTCTTTACTGGTATATGCGCTTTTTCGTGCTGCTTTT
CAAAARATGTGGCGATAGCCAACATTCTCGRAT TTTGATCTTGATTTTGGGETT T TAGGGTCTCCCTAACARGACATAGAGACA
CARCTCGCTAGAGGGGTCTCTATGTGTCCTTGCCCT TAATTAARARACTARATARATTTTTACCCGTTTTT GCTTTAARRARG
GCAGGTTTTTCTTTGTCCTTACTITTGACT TTGATTTTCTCCTGTTTTTTTGAGTTACCCACRAGARTTTTCATGTGETTTIG
GGCTTTTAAGGTTTTTAAATGCTTTTARATGCTTTTARACATGCTGAAACGTAAGCATAGCARGGTATACAGAGTTCATTCTC
CTACGTTTACCGAT CAATAL‘CGCTACGTTTMWMM&MMTMWMGM@MW
TAC’CCC’!‘ACGTTTACCI‘TGCATATMCTACAAAAAACAATAATG‘I‘AGTAATAACTTCAAAATAATAAGAGTAGGTTATGAGCG
ATTTAATAGTAAAAGATAACGCCCTAATGARCGCTAGT TACAACT TAGCTTTGGTTGAACAGCGTTTAATTCTTTTAGCTATA
TTGGAAGCGAGAGAAACAGGAAAAGGGATTRAATGCCAATGATCCCTTAACAGT TCATGCAAATAGCTATATCAARTCAATTTAA
CGTGGRAAGACATACGGCATATCARGCATTAAAAGATGCCTGCARAGACTTGTTTGCACGTCAAT TCAGTTACCAAGABAAGT

GAGAAC

Repeticién - 3x22nt + 17nt

- Similitud de nucledtidos de un 85 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF: 327aa - proteina de replicacion con un 80 % de similitud con Sphinx1.76

Figura 1(h)
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HCBI?7.228 (2280 pb)

(ri71.NdXd.2500.4G)

CTAAGGCAGATCAACACAGGGATAGAATAACACGTTTTGGGATTT TGAAACATAGAGCGAAGCTACAAGAACAATATTTGTGEE
ACGCAGGTTGATITCARATCTGARAGGCGAAGACGATCTATCCARTAAGGCTCTTAAGGCTGCARCARAATTAAAAGGTTGTGE
CCAGTTTCTTATATTCAGARATTACTACACTATCGACCAAGTTARGCTCGAAAAATTCCACGTATGTGGACAGCATTTGCTAT
GCCCAATGTGTGCAGGTATTCGCGCTGCTCGCTCAATGARACGCTATTTAGATCGTATCCATGAATTAATGCGTCAGARTCCG
CGTTTAAAGCCTGTTTTGATCACTTTAACGGTCAAGAACGGGGAAGACTTAGAAGAACGCTATAATCACCTTACAAGCTCATT

. TAGARAGCTTCTATCGCGT TATAGGGAT TACRAGARRAAGGGTTGGGGGTTTAACCART TCTGTAARATTGATGGTGCTTTCT

ATACCACTGAATACACCTACAACGAAAAGACARAACAATGGCATCCGCATATTCATATTTTCGCT TTACTCAATGAATGGATA
GACCAGGAAGARTTATCTGAGACCTGGCATGACAT TACCCTGGATTCTTATATCATCGATATTCGTAGAGTTAAARARACCAA
AGARCACGGCTATAGCAARGCTGTTGCTGAGGTATGTARATACGCTCTTARGT TTGGCGATCTATCAGT TGARAACACTTGGE
ATGCATTTTTAACGCTTAAGGCTAAACGTCTTACAGGCTCTTTCGGTTCTATGCATGGAGTTARAATTCCAGATAAGGCCACG
GATGATATGCCACTGGAGGAGCTGCCETACTTAGAAATGTTCTATCGT TTCGTGTTTGATAAAARATCCTACTACAACCTAGA
AATARCAAAAGACGTAACGCCACAARCGAATTCT CGACAGAGTGAGGAGGCGGCACCAACGACCGACACGACTGGAGAGAATG
AGTTGAAGGCGCAGGATGAAGCGAGGACGTTGCCGGTGCGAGGGCACGCAGTCACGGAACGACCGCAGCAAGTCCATGRATAT
TTTGACCCATTTGATATTGAGAGAGAAGAATRCGACTTCTACCCTTAAGGGGTTCGACCCCTTAAACCCCARAGGGCGCACTT
ATGCARACTTTTCAAGT TCGCCAGTGCTCCCACCAGTAACAGAGGGCGCGGAGTGCGCCCGAACTGACAT CATCTAARATTTCA
ARACCTTCTCTCCCTGATTACAAGCTCCCTTTTGCCTTTCTCCGGARAGT TTTAGCCATCCCARACGGGTGGCGACGCATTGA
CAATTATAATTTAATCTGCAATATTCATCGGACATTCATAAATAATCTGATTGGRAATATTAAATATGCTTTTTAAATCTCTAG
GCGTTGCAATCGCTACARAATAATGCTTCTAACTCTGACGAAGACTTGARACCAATTACTATCCGTTTAGCTGATAGTGAAATT
CAGGCGTATGACACTGT TGCAAAATCAATGGGTCTARCTCGTCARGATTTTCTATCACACGTTATTCGT TCCAACTTCCGACA
GGCTTTARRAGAGTTTGTAGTGGGTTATACAAGTTCAAAT CCTTCTACACCCTTATCTGTTTTGTTTAATTCAAATACGGACA -
ATGACGARGTTAAGCTCAAACTTTCCARCCTTCTCTCATCTATTTCTCARGAATTAATGGACGAAGAAGAARRAGAAATTCAT

 GRAGCAATCGAARACCATATGAATACTTCCTRTGCATATGCAACTCGTCCAAARGGCATCTTTGTTGAGRAGGAT GATTCAAR

ATGATTARGCTTGAAGGGATCGTTTTARACGTAT TTACCCAGCARGGTGGTARAGATARAAARACAGGTGATCAATTTGCTGA
CCGTGACAAGGTGCAAAT TTTAGCTGCTATGGATCTGCCTAACCGTGACGTTAAAAATGAGT TATTTACGTTATCTGTAGARA
ACTATCGGGACTTTAARGACTTCTTAAAT CAGRAAAT CTGTATTGCTGTTGGTGCAATGGCARGTGGTCGCARTGTTATTTTT
TACGTTGCTAAAGGCGCAAAGCCTGTTTTAGCAGAAATGATGTGARACACGAAAAAARRCAGTGGGTTAGCCTTGGCTTCTCG
CIGTTTTTTCTTTCTCTTGATACTATTAACTAAAGTGGGGATGRAATTGACTAAARAAGACAATARAARAGCCCATAATTICTG
ACACTTTGGCGGETGATGAATTACAGGCTTTGCAATCTG

Similitud de nucledtidos de un 78 % con el aislado de ADN circular asociado a TSE Sphinx 1.76

ORF:

402aa - un 81 % en la proteina de replicacion 232aa con Sphinx1.76

290aa - un 89 % en la proteina de replicacion 168aa con Sphinx1.76

145aa - vaga similitud con proteina de la cdpsida del virus del mosaico del narciso (nmv)

Figura 2

47



ES 2759436 T3

HCRBI8.215 (2152 pb) (HCBI = aislado de sangre de ganado bovino sano)

(ril. 10E.1.5)

TARTGTTATCTIACCTTTCTGTTGTGTCGGTGTCACTTTACTTGGTATATATAGGCGGTTGTCCCGCGGAGARAATT
TATTTCGCAAAGAGGGGTATGTTGCATTTACAARATGGCGTITCCGGAATCGGCGTTTTCAGGCCGGGGCGCAGGLG
TCGTTTTACTCCACGGAGGTCCACTTTTCGCCGACGATCTTTCCGCAATGGTCGGTCACGTACGACARGGCGGTA
TTCACGGCCACGCACGAATGTGCGTCGTGTGCGCARTCTCGCGTCTCGGAAGTGTCGCGACARTATGATTTGTAC
TCCTATTGACGACACGGGTACTCCTCAGACTCCCGGACCCGTATCTATGGATGCATCATCTGTTTACGGGTTCAT
CTTTTCACCARCTGCACGGACCGCAGGTRACTCARCTTGAGAGCGGTGAGCGGGTCAATGCACCTAGCTCGGCCCA
GCGGAGGAAGAGCAAATGT TACGTTCGGGGT TACCGAGRAACTGTCGARATTCAGACGGATGACGCGTCGCCATG
GGTATGGCGTCGTATTGTGTTCAGCACTATTGGCTTGGCGTCTCAGTTTGACCCCGGTCTTTTGTACARCRATGA
CGARACCCGTGGCTGGGGTCGCAGCCTGTTCAATATCCGGAGTGGTACGCAGCAGGCATCCATTCTTGAGGGCGT
TGTTTTTAGGTACCTATTCCAGGGTACCGAGGGTGTCGATTGGGCCAATGTCATGACTGCTACTACGGCCCCTCG
GCATGTCAGGGTTTATTCCGATCGGCGCCGTGTTATTCAATCCCCCAACT CGGAGGGGGGTACTATTCGACTATC
GAAGCATTACGATGGTATTAATCGGAGCAT TATT TACGACGATGTGGAARAT TGGAGCGEGAGCGAAGGCTACGAA
TGCCATTGCGAGTGGARCTCCATATGGGAATATGGGAGATTTGTTTGTTCTTGATTTCTTTTCGAGTGCATCGGA
TGATGAGACCAGCGGAGCGTCTTTCCAGCCTCATGGGARGT TTTAT TGGCATGAAGGGCAATCTGCTTAGCTATA
GAGGGGAGTCGTGACTTCTACAARAATACAATTCTTGTCCATCCAGTCCTGATCCACCCCTTCTGTGATGGGATA
CTCATTTGATATCCAAATACATGGTTTCCCCCACTTAATTGCCTTCTTCTTCTTGTACTTGTCTGTAGAATAGAR
GICTAGCTGGTTTCCCAGCCATGACT TGTACTGTGGGARAGAAT TGAGTCCTCCGGCGATGTCATCARAGACGGCATACT TGACATCCTCALGGG
ATTCCTCCAGTGAGRAGAGCCGCCAARATAGGCGT GCTTGGCGAGAGATCT TGCCCACATAGTCTTGCCAGTTCTT
GAGGGTCCATAGAGGACCAGTGACTTTCCCCTGCCTARCACATTAGCCETTAGGGTTAGGGTTACCCTTTAGGGT
TAGGGTTAGGGTTAGGGT TAGGGTTAGGG T TAGGGTTAGGGTTACCCT T TAGGGT TAGAGGATTATGARAATGTC
GTGGETGTGTGTGTACTAACCCCTTACTGTGGCATCCCATCCAATGTAGTCCTCAGCCCACTGATTGAGCTCAGGA
AACTGCGAAGTGTCGAATTCATACTCTGGGTCGTGTCGATATGGGTCTGGATCCACACGATAGTGCCAGTCGGCA
TATTTCTCGAGTGACGGGAAGCTGGTGAGTAGAAGTCTTGGGTCCRAATCACGGACAGCT TCGAARRACTCCGCT
CGAGTCGGTGCCARGACGATTTGATGGTGCTTATTCTCRAACTCCAGCGCTTGCATCTGCTGCTGGTCGTTCGAGT
CCTCCAGCGACAACATCCCATCCTTGATCGCGTAATCATAATGGACTTGAGGGTCGCGCT TAGTAAT TGAGATGT
TAGGGTGGAARCCTCCAACATCAAAGACAGCAGCACGTCTTGATTGAAATCGTCGTCCAARATCCACAAAAGCGT
GCAGATGAGTTCCGCCATCAGAGTGGGCTITCTCTTCCAATGATGCATTCTCCTCCARGGTCACCAATGTGTGAAA
CAATAGTGAATGGGTCGAGGCCGCCGCATTGAGCGTAGGTGAGAAGCGCATATCGGGCATAGAAGCGARATGTLCG
ACATTGAGGGTGACACAGAARGGTAGGTT ’

Similitud de nucledtidos de un 70 % con el aislado de gemicircularvirus 3 P24c

ORF: 35%9aa - proteina de la envuelta de un 32 % de similitud con el virus 1 asociado a libélula
311aa - profeina de la envuelta de un 32 % de similitud con el virus 1 asociado a libélula
196aa - proteina asociada a replicacion con un 54 % de similitud con gemicircularvirus 4

104aa - proteina asociada a replicacion con un 63 % de similitud con gemicircularvirus 8

Figura 3 (a)
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HCBI9.212 (2121pb)
(rkg.S1.8B.1.2)

ATTTTTCGACCAGTAAAAAATGGCTTACGGATTCCGCCGCCGCTTTGGTCGCTCCCGTCGCTCGTACCGACGARG
GCCCGTTCGCCGCTATTCCCGAAGGEGTAGAAGCGGGTATGGTCGTGGCGGTTACAACCGTCGGCGTTATCGTCG
TCGTCGCCGCTCTTGGATTAGTCCTTACAACAARRAAGCATGACGTGAT TAAGGGGGCGCATGATTCGAATCGATAA
TTCGTTCGCCCCTATAGGTGCCCCCARCACCTTTTTTGGGT TCTGCCCAACCTACATGCCCARCGCCGTTGCTGG
GGATACTGGTCACAATCCTCAARAGGTTCGGACCAGTAAGRAT GTTGGGTTCAGTGGATATCAGGAACGTGTTCA
TATTGCTACGGCTGAATCTTTGATTTGGCGTCGCATGGTTATTTGGTCATATAACCGGCTTGAGAATACGGCLGG
TCCGACGAAGACGGATGATCAGGGTACTTCGTACACGACACGTCAGCTTACCCCGCTCCAATTARACGAAGGGGT
CCGTGCGTTTTTGTTCCGAGGTACTCAGGGTATCGATTACACTGAGARCACCTTGCATGAGGCTCCGCTGRATTC
CGATCACTTTACCGTTGCGTATGATCGTACACGTGTGTI TACAGCCTCGTCGTCCTACTGGTGACGRATACGGTCA
TATTTTTAATATGAAGTTCTGGAACCCTGGTGGARGGATTATT TACTCGGATGATGAGGATGGTTTACAGAAGGG
TCCTCTTGTGAACGGATGGTCTTCTCTTGGACGTGTGTCTAAGGGAAACATGTATATTI TTTGATGTCTTTTCTAC
GGGGTATTCTTTGAGTAGTAATACTCCTTCTATTGCTAGATTTGCTCCGACTGGGACTCGTTACTGGACGGAGGG
TTAGATACAATACAAATTGGATCCACCACATTGATTATGTGACAGTTGTTCATAAGCCAATCGTAGTCCACCCCT
TTAGCGAAGTGTGGGTCCTCGTTCATGCACATGATTGAGGGTTTGCCCCAGTAGATCGTTCGCTTCTTTCGGTAC
TTGTCCGTGATGACGAATTGTTTTTGTGCGCCTAGCCACCCCTTGTATGAGTGGAAGTATTCGAATCCTCCCTGG
ATGTCGTCGRAGACGGCGTAT TGACAATCGTCGGAGAATTCGTCCATGT TGAATTGTAGGTTGARGTACGCATGG
TGTCCCAACGATCTGGCGTATAGCGTCTTTCCEGTTCTTGTTGGTCCCCATARAATGAGTGATTTAACTCTGCCC
AAGTARAGATCAGTAATGGGGTTCGGGGCGAAGCCCTGAAGCGGACAAGATT TGATCGTGCGAGGACGCTACGTC
GGCCGCAGCGCCAGCAGACTTACCTCTCGGGTCTACAGTCCCCAATGGCTGCCTGATTCTCCCACTCGGAGATCT
CRGGATAGCGTTCTCTCTCCACAATGATGGGCGGCGCCTCCTATTCCGGTTTCTCGTCGGGGTRATAARRATTGG
CGTATTCGATGATGCGCTGATTGGTAGCAACCAATCTCTTGGAGCTTGTTGACGGACAGCCGACAGAARTGATTC
TPTAGTGTCGCAGCTGATGATATCAGCCCACTTATTTGARTTATCCCCGTCACATGAGCGAGCATCTGCTGGREG
CTCGCCGTGCTCAAGTCGGATGTCTCCATCCTTGCCGACATAAT CGAAGACCTTGTGTGGAGTTCGACGARTCGA
TTTAARTATTGCCGTGAGCTCCARAGTAGTCGAACGCAGTTGCCGAGTTGACAGTGACARTCTTGTCGAAGCCARG
ATATATGTGGTAATGAATTCCTCCATCCGAATGGCGCTCTCGTCCGAGTCGACAGCATRAAAGGATTTCCARRATT
CGCTGTGACACGTTCAAGGAAAGGAGTTCCTGCGTCGAATTCATGT TGCGAGGTGTTCGGGGACT TGTGGARACGT
ARTGATAAGATTTCTTGCTCTGRACTTGGARTCGTCGAGGCATTTTAAGGAGTCGTTCACGTGACGTGTGCARATA
GAGAGAGACTTGGCTAATATTATCTCTCTCTATTTGCAGTTTGCACATTGCACATGGCTGCCTATAAATACCCCT

CATCCCCCCTGCGGTGAGTC

Similitud de nucledtidos de un 78 % con virus fecal de Meles meles
ORF: 294aa - proteina de la cdpsida de un 26 % de similitud con gemicircularvirus 8
244aa - proteina de replicacion de un 34 % de similitud con virus fecal de Meles meles

103aa - proteina asociada a replicacion de un 59 % de similitud con virus 1 asociado a libélula

Figura 3 (b)
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M8SI2.225 (2259 pb) (MSSI = aislado de suero de esclerosis miiltiple)

(ms24.RCA.1700.3)

TTCCTAATCAGCTGTTCGATCAGACCACCGAAGGTGGATGTCGACGCGTCATCGGCCCACTTCTCGGGGTCACTA
ATGCCCGAGATGAGCTGCAATCTTACGTCTTCCGGGGTCAGGAAGATTCTGATTGGGCAGATCAGTTTACTGCCC
CCCTTGATACTCGTCGCATTACGGTTARGTCCGACAAACTCCGCGTCATCCGCCCCGGTAATGAAACAGGTGCTT
CGCGCTTGTTITAAGTTTTGGTACCCCATTCGTCGTACCATCTCTTACGAAGATGACCTTGAGTCCGACGTTGTCG
GTGATCGGCCCTTTTCTACCGCAGGT TTACGAGGTGTTGGGGATATGTACGTCATGGATATAATGGGTATTACGA
ATTTGGTGAATGATGCACCTCCARCGTCCTRCAGGT TCGGTCCTGAGGGCAGCTTTTATTGGCATGAGCGGTAAA
TTAGGAGACTATGGGGCTATCTAGGTACACGAAATCGCAGT TGGCATTAAGCCACTCGGTGTCAACACCAAGCTC
GTCACGTGGGTCGGAGTTAGATAGCCAAATTGAGGGCCGAGCCCAGTGTACCAACTTTTTCCCCTTGTACTTATC
CGTGACGTAGAACTGCTTTTGATGACCTAACCAGAATTTGTAGCTGGGAAGGAATT TAATTCCTCCGAAGTCGIC
ARAGATGGCGTACTCAACCCCATCAAGGTTTTCGTCCAAGCTAARGAGGCCTCCGAAGTARGCATGGTTTCCCAG
GCTTCTAGCCCARATGGTTTTTCCCATTCTGGAAGGCCCGTATACCACAAGTGATTTTCTTCGTTCTGTATATCG
AAGTCAGCATCCAGATTTGTTGATGCGCACTCGAGCGAGGCGCTGCGUGAGGCCCCCGCCGAGCATGGAGGCGLG
CGTAGCCGCCGACTGCAGCCGCTGCGACGTGCATGATAACTTACCTCCAGTTTCACCTCGTCCAAGATTTTGTTG
TACCCATTGATTGAGT TCAGCCACCCAAGACGTATCGATGTTAACTCCCTCCGGTGTCTCATACGGGACTCTGART
TEGTGGGAATTTCCAGGCTGCGTATGCCCTGAGCTGGGTGARGGAGGTGACCAATGAGCGTGGAGCCAGGCGTTT
GCATAGGTCCCARAACTCTTGCTCACTCTCAGCATTGATGATTTCAGCCCACACCCCACTAGTTGCATCCACTCT
GCCTGCAACAGGTCGCTCGAGTCCCCCAGCRACAACATC TCCATCTTTGATTGCATAATCAARCCCCTCTTCTGG
TGTTCCGCGAGAAGGCGATACATTTGGGTGGCATCCTTCAACATCCAATGCACGCGCGTTCCGGGTCCTATATTT
GACTCCGARAGTCGACARRAGCGTGCAGATGAAGACCCCCATCTGCGTGATTCTCTCGGCCGATGATGCATTCAGC
TCCAAGTCCCGCAAGATGAT TGACCACTGCAAAAGGGTCGAGGTCTCCACATTGTGGATAGGTGAGCARGGCGTA
CCGTGCTTGRAATCGAAAAGAGGACATAGTTCGTTGTTGCACATTTTCCTTGGGTCCAAGTCTGGGCAGTTAATG
TTATATGCCCAGACGGACCCAGACCCGGGTCCTTCGARCTATAAATACCCCTCGCTCGTCCCCARCCTCCTCGTT
TTTTTGTATGCGCGATTTATCATGTCTGCCTTGATCCACCCCGT TGCCTGCAATCGGACT TGCCAAGACTACGTC
AACCACGCTAGACACGAATGTTGTTTAGTGTGTARCCCTCCGCCACCCCCTTCATCTCCTACTGTCGCACATTGT
TCAGAATGTCGGTCGCCCGTCGATCTGGTCCAAGRACTCGCAAAGCT TTCCGCCGCGGTGGTAGAGCTACARGAT
CTCGTGGCCGAAGTACACGCCGCTCTTCTAGGCGAAGAGTCAGACGGCGARCTATGACTACCCGACGTGTCCTCA
ACATARCCACTCGTAAGAAGGTGGATAACATGTTGCCTGTTGTTGTTGCCGAGGATAACACGACTACTGTGGGGC
CTTACACGTCCGTGTCACCCCTCCTTTCCCTTTTCGTTCCCART GCCCGCACGACCCGRACCCCTGT TRCCAATC
CTGCCGTCCGRAATTCCTCGGATATTTTCGCGGTCGGATATAGGGAGCGCGTCCGCATTGATCTTATGGGTGGTG
GARCTTTTATGTGGCGCCGCATCGTCTTCATGTTGRAAGGGATCCGATTTGAGAGT TGCTATGARTTCCAGTGATT

CAGGCAACA

2zh0 3255

Similitud de nucledtidos de un 75 % con el aislado de gemicircularvirus P22.

ORF:

300aa - proteina de la envuelta de un 33-36 % de similitud con gemicircularvirus 8 y el virus fecal de Meles meles
232aa - proteina asociada a replicacion de un 61 % de similitud con gemicircularvirus

108aa - proteina asociada a replicacion de un 71 % de similitud con gemicircularvirus

Figura 3 (c)
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MSSI1.162 (1627 pb) (MSSI = aislado de suero de esclerosis miltiple)

(ms24.RCA.1700.3)

GACTTCTGATTGATTGATGCCTGCCGACTTTTGATAAT TTTT TGATAGATGATTTTTCTTGACTGARATAAAARRACCCCTTA
TTGTTGTAAGTGCTTGGTTCACAACT TAATAAGAGGT TTTAATTATGATGTCACATGATGGCACACCTGTCAATTTTTTGTCC
GATATTCAACCCAGTGAGAAARGCTGGGACACTCACCGAGCCGARGCCGAAAGCGTCCGATTGCTTTACAGT CTTTCGACTGA
GTTCACCAAATACGCTAGCCGTATT TATGACTGTTCCCAAAT CCTARAATTTGCCCCTACCCCTGATARGCTGGTACTTARAC
ACGCCTTTTTCTGTCGTGTTAGGTATTGCCCTGTTTGCCAGTGGCGTAGGTCGTTATTATGGCGGGCGGTCATGTTTCAGCAG
TTACCAGCAATCAAAGAGAAGTACCCTAGTTATCGTTGGETGTTTCTTACCCTTACTGTCARAAATCCCCCAGTTACTGARTT
AAGGGACACCTTAAAGGCTATGAAT TCAGCTTGGCARCGCCTAGCACARACTARACGCTTTAAAGGGGTCGTTARAGGCTTTA
TTCGCACAACCGAAGT TACARGGGGTAAAGATGGCGACATGATGGCTCACCCCCATTTCCATGCGCTGT TATTAGT TCAARGT
AATTATTTCACTACARATTATATTAAACARAATGAT TGGGTCGAAATGTGGCAAAAGGCGTTAAGGGTCCATTATGCCCCATC
GGTCAACGTARAAGCCGTTAAACCCCCTARAAAGGGTGARARGGATAATCTCGATAAGGCGATATGTGAAACGCTCAAATATA
GCGTTAAACCGTCTGATATTGCCARAGATGACGATGGGGGCGAATGGT TGCATGARATGACCAGACARACCCTAAATATGCGT
TTTATTGCCACTGGTGGCATTTTGAAGGGTGTACT TARACCCGATGAGCAAGTRACACAACRAGRAATGCT TACCCCCACTGG
TGAAGATGAAGCACCAACCGAACAAAAACGGAT TGGATTTAGATTTTACCCCCATCATGGGCGTTATGT TTTTTCGCCAGCTA
TACGAATTTTTGACTTGCTGTTYTTGCAAGTCGTARGT TCGCCCTTATAGCAAATGTGT TGTGCCTEGTAAGTGCTGTAAGGCA
TATCCAGCGTTAGCAATARACGGCTTTATCGTTTAT TGCGTTAGCGTCTTTATATCCCCAACCTTTCCCCCTTTGAAGTCCCA
GCTTTTT T TGTGGCTGT TCTATTG T TGCTCTTTAT TGACCT TACGCCACATARARAAAGTGGGTTACATATCGGTTGAATTT
GGGTTGCAATAGTCTAGGGACATTCARAAATAATCCTTCTTGGTAGTATTACGAAATCTCATGTAATCCGCATTGGTGGCGET
TTACCCAAARRCAAARACARGAARAATTCGTCTTGCGRATTTTTATTGCT TTTIGCT TTTTGGGGTATARAAACCTATAGARR
AACTATAAAARACCTATAGAATTATAGGTGCTTACTGGGEGTTTGCCTTGTATTTAT TAT TAAGGGATARCTCTGATTTTATT
TTATATGATTTITTATACTGGCARAACCTGTTGARTACCGCTTAARRTACT |,

Sin repeticion

1600 1627

Similitud de nucledtidos de un 66 % con el plasmido de Psychrobacter sp. PRwf-1 pRWF102,

ORF - 321aa - proteina de replicacion de un 62 % de similitud con Acetinobacter generi MTCC9824.

Este aislado se generé por digestion con la enzima de restriccion EcoR1 de la muestra de ADN después de amplificacion

por circulo rodante.

Figura 4
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Figura 7

Figura 8
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Figura 11

En caso de activacion de EBV
en una de estas células: amplificacion de BMF
debido a efecto auxiliar mediado por EBV
La induccién de EBV proveca un ciclo litico y : con inhibicién del auxiliar. Infeccién fallida
respuesta de anticuerpos aumentada de células circundantes por BMF
con expresion de proteina especifica de BMF

Momento de suministro

Reaccion inflamatoria,
respuesta de linfocitos T,
destruccion del foco

Infeccién habitualmente
latente de células

individuales por EBV o BMF T —— R
Mas infrecuentemente: infeccion infectado: lesion de EM
latente conjunta de la misma célula
-~ L4 - v - k4 por ambos virus
- - =Y tmpmr mcraa
-~ s - N B

E 2
S
S s
seveeed

ién latente
de células Estacion de alto riesgo, Estacion de bajo riesgo,
Cerehrdles exposicion a UV baja anual exposicion a UV alta anual

con BMF Nivel de TGF aumentado Niveles de TGF disminuidos
Deficiencla de vitamina D Sin deficiencia de vitamina D

Infeccion de EBV
que provoca latencia

La deficiencia de vitamina D provoca aumento en TGFB y mayores tasas de induccién de EBV
espontanea, pronunciada de forma estacional a principios de primavera (exposicién a UV reducida)

Figura 12
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En células infectadas simultaneamente
por EBV y BMF, alta amplificacién
de BMF, infeccion de células
circundantes, inhibicion
de la replicacion de EBV
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Infeccion latente 1
por diferentes virus
del grupo de herpes
(frecuentemente EBV)
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