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DESCRIPCION

Material nucleico retrovirico y fragmentos nucleotidicos, asociados a la esclerosis en placas, con fines de diagn6s-
tico, profil4cticos y terapéuticos.

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

Numerosos estudios han apoyado la hipétesis de una etiologia virica de la enfermedad, pero ninguno de los virus
conocidos ensayados ha resultado ser el agente causante buscado: un repaso de los virus buscados desde hace varios
afios en la SEP ha sido realizado por E. Norrby y R.T. Johnson.

Recientemente, un retrovirus, diferente de los retrovirus humanos conocidos, se ha aislado en unos pacientes
que padecen SEP. Los autores han podido demostrar asimismo que este retrovirus podia transmitirse in vitro, que
unos pacientes que padecen SEP producian unos anticuerpos susceptibles de reconocer unas proteinas asociadas a la
infeccién de las células leptomeningeas por este retrovirus, y que la expresion de este ultimo podria ser estimulada en
gran medida por los genes inmediatos-precoces de ciertos virus del herpes.

Todos estos resultados justifican el papel en la SEP de por lo menos un retrovirus desconocido o de un virus que
tiene una actividad transcriptasa inversa (RT) detectable segtin el método publicado por H. Perron y calificado de
actividad “RT de tipo LM7”.

Los estudios del solicitante han permitido obtener dos lineas continuas de células infectadas por unos aislados
naturales que proceden de dos pacientes diferentes que padecen SEP, mediante un procedimiento de cultivo tal como
se describe en el documento WO-A-93 20188. Estas dos lineas derivadas de células de Plexus-coroides humanas,
denominadas LM7PC y PLI-2 se han depositado en la E.C.A.C.C. respectivamente el 22 de julio de 1992 y el 8 de
enero de 1993, con los nimeros 92 072201 y 93 010817, de acuerdo con las disposiciones del Tratado de Budapest. Por
otro lado, los aislados viricos que poseen una actividad RT de tipo LM7 también se han depositado en la E.C.A.C.C.
con la denominacién global de “cepas”. La “cepa” o aislado hospedado por la linea PLI-2, denominada POL-2, se ha
depositado en la E.C.A.C.C. el 22 de julio de 1992 con el n® V92072202. La “cepa” o aislado hospedado por la linea
LM7PC, denominada MS7PG, se ha depositado en la E.C.A.C.C. el 8 de enero de 1993 con el n° V93010816.

A partir de los cultivos y de las muestras citados anteriormente, caracterizados por unos criterios bioldgicos y
morfoldgicos, se ha procedido después a caracterizar el material nucleico asociado a las particulas viricas producidas
en estos cultivos.

Las porciones de genoma ya caracterizadas se han usado para realizar unos ensayos de deteccién molecular del ge-
noma virico y unos ensayos inmunoseroldgicos, utilizando las secuencias de aminoécidos codificadas por las secuen-
cias nucleotidicas del genoma virico, para detectar la respuesta inmunitaria dirigida contra unos epitopos asociados a
la infeccidn y/o a la expresion virica.

Estas herramientas han permitido ya confirmar una asociacién entre la SEP y la expresion de las secuencias iden-
tificadas en las patentes citadas mds adelante. Sin embargo, el sistema virico descubierto por el solicitante, se asemeja
a un sistema retrovirico complejo. En efecto, las secuencias encontradas encapsidadas en las particulas viricas extra-
celulares producidas por los diferentes cultivos de células de pacientes que padecen SEP, muestran claramente que
existe una co-encapsidacién de genomas retroviricos parecidos, pero diferentes del genoma retrovirico “salvaje” que
produce las particulas viricas infectantes. Este fendmeno se ha observado entre unos retrovirus replicativos y unos
retrovirus endégenos, la nocién de retrovirus endégeno es muy importante en el contexto del presente descubrimiento
porque, en el caso de MSRV-1, se ha observado que unas secuencias retroviricas endégenas que comprenden unas
secuencias homélogas al genoma MSRV-1 existen en el ADN humano normal. La existencia de elementos retrovi-
ricos endgenos (ERV) parecidos a MSRV-1 mediante la totalidad o parte de su genoma, explica el hecho de que la
expresion del retrovirus MSRV-1 en las células humanas pueda interactuar con unas secuencias endégenas cercanas.
Estas interacciones se vuelven a encontrar en el caso de retrovirus endégenos patégenos y/o infecciosos (por ejemplo
ciertas cepas ecétropas del Murine Leukaemia virus), en el caso de retrovirus exégenos cuya secuencia nucleotidica
se puede encontrar parcial o totalmente, en forma de ERV, en el genoma del animal hospedante (por ejemplo, virus
exdgeno del tumor mamario del ratén transmitido por la leche). Estas interacciones consisten principalmente en (i)
una transactivacion o co-activaciéon de ERVs por el retrovirus replicativo, (ii) una encapsidacién “ilegitima” de ARN
parecidos a ERVS, o ERVs -incluso de ARN celulares- que poseen simplemente unas secuencias de encapsidacién
compatibles, en las particulas retroviricas producidas por la expresion de la cepa replicativa, a veces transmisibles y
a veces con una patogenicidad propia, y (iii) unas recombinaciones mis o menos importantes entre los genomas co-
encapsidados, en particular en las fases de transcripcion inversa, que conducen a la formacién de genomas hibridos, a
veces transmisibles y a veces con una patogenicidad propia.

Asi, (i) diferentes secuencias parecidas a MSRV-1 se han encontrado en las particulas viricas purificadas; (ii) el
analisis molecular de las diferentes regiones del genoma retrovirico MSRV-1 se debe realizar analizando sistema-
ticamente las secuencias co-encapsidadas, interferentes y/o recombinadas que se generan mediante la infeccién y/o
la expresion de MSRV-1, ademads, ciertos clones pueden tener unas partes de secuencias defectivas producidas por
la replicacién retrovirica, y los errores de matriz y/o de transcripcion de la transcriptasa inversa; (iii) las familias de
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secuencias parecidas a una misma regién gendmica retrovirica son los soportes de una deteccidn diagndstica global
que se puede optimizar por la identificacion de regiones invariables entre los clones expresados y mediante la identi-
ficacién de marcos de lecturas responsables de la produccién de polipéptidos antigénicos y/o patdgenos que pueden
ser producidos sélo por una parte, incluso uno solo, de los clones expresados y en estas condiciones, el andlisis siste-
matico de los clones expresados en una regién de un gen determinado permite evaluar la frecuencia de variacién y/o
de recombinacién del genoma MSRV-1 en esta region y definir las secuencias optimas para las aplicaciones, en parti-
cular diagndsticas; (iv) la patologia provocada por un retrovirus tal como MSRV-1 puede ser un efecto directo de su
expresion y de las proteinas o péptidos producidos por ello, pero asimismo un efecto de la activacion, de la encapsida-
cidn, de la recombinacién de genomas parecidos o heter6logos y de las proteinas o péptidos producidos por ello; Asi,
estos genomas asociados a la expresion de y/o a la infeccién por MSRV-1 forman parte integrante de la patogenicidad
potencial de este virus y por lo tanto, constituyen unos soportes de deteccion diagndstica y unas dianas terapéuticas
particulares. Asimismo, cualquier agente asociado, o, co-factor de estas interacciones responsables de la patologia en
cuestion, tal como MSRV-2 o el factor gliot6xico descrito en la solicitud de patente publicada con el n® FR-2 716 198,
puede participar en la elaboracién de una estrategia global y muy eficaz de diagnéstico, de pronéstico, de seguimiento
terapéutico y/o de terapéutica integrada de la SEP en particular, pero también de cualquier otra enfermedad asociada
a los mismos agentes.

En este contexto, se ha hecho un descubrimiento paralelo en otra enfermedad autoinmune, la poliartritis reuma-
toide (PR), que se ha descrito anteriormente en la solicitud de patente francesa registrada con el n° 95 02960. Este
descubrimiento muestra que, aplicando unos enfoques metodolégicos similares a los usados en los estudios del soli-
citante sobre la SEP, se ha podido identificar un retrovirus expresado en la PR que comparte las secuencias descritas
para MSRV-1 en SEP y también, la co-existencia de una secuencia asociada MSRV-2 descrita asimismo en la SEP.
En lo referente a MSRV-1, las secuencias detectadas comtinmente en SEP y PR, se refieren a los genes pol y gag.
En el estado actual de los conocimientos, se pueden asociar las secuencias gag y pol descritas a las cepas MSRV-1
expresadas en estas dos enfermedades.

La presente solicitud de patente tiene por objeto diferentes resultados, suplementarios con relacion a los ya prote-
gidos por las solicitudes de patente francesa: n° 92 04322 del 03.04.1992, publicada con el n° 2 689 519;

- n°92 13447 del 03.11.1992, publicada con el n° 2 689 521;

- n°92 13443 del 03.11.1992, publicada con el n° 2 689 520:

- n°94 01529 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 936;

- n°94 01531 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 939:

- n°94 01530 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 936;

- n°94 01532 del 04.02.1994, publicada con el n° 2 715 937,

- 1n°94 14322 del 24.11.1994, publicada con el n® 2 727 428;

- n°94 15810 del 23.12.1994, publicada con el n® 2 728 585; y

- la solicitud de patente WO-97/06260.

La presente invencidn se refiere en primer lugar a un material nucleico, que puede consistir en un material retrovi-
rico, en el estado aislado o purificado, que puede ser conocido o caracterizado de diferentes maneras:

- comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de entre el grupo constituido por (i) SEC ID n°®: 130;
(ii) la secuencia complementaria a la secuencia (i); y (iii) las secuencias equivalentes a las secuencias (i) o
(ii), en particular las secuencias que presentan para cualquier sucesion de 100 monémeros contiguos, por lo
menos 50%, preferentemente por lo menos 70% de homologia con las secuencias (i) o (ii) respectivamente;

- codifica un polipéptido que presenta, para cualquier sucesion contigua de por lo menos 30 aminoécidos,
por lo menos 50%, y preferentemente por lo menos 70% de homologia, con una secuencia peptidica selec-
cionada de entre el grupo constituido por las SEC ID n®: 135 y SEC ID n®: 137,

- el extremo 5’ de su gen pol empieza en el nucleétido 1419 de SEC ID n°: 130;

- el extremo 3’ de su gen gag termina en el nucleétido 1418 de SEC ID n°: 130;

- el material nucleico retrovirico tal como se ha definido anteriormente esta en particular asociado a por lo
menos una enfermedad autoinmune tal como la esclerosis en placas o la poliartritis reumatoide.
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La invencion se refiere asimismo a un fragmento nucleotidico que responde a por lo menos una de las siguientes
definiciones:

- comprende o consiste en una secuencia nucleotidica seleccionada de entre el grupo constituido por (i)
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la secuencia SEC ID n° 130; (ii) la secuencia complementaria de la secuencia (i); y (iii) las secuencias
equivalentes a las secuencias (i) o (ii), en particular las secuencias que presentan para cualquier sucesién
de 100 mondmeros contiguos, por lo menos 50%, y preferentemente por lo menos 70% de homologia con
las secuencias (i) o (ii) respectivamente;

comprende o consiste en una secuencia nucleotidica que codifica para un polipéptido que presenta, para
cualquier sucesion contigua de por lo menos 30 aminodcidos, por lo menos 50%, preferentemente por lo
menos 70% de homologia, con una secuencia peptidica seleccionada de entre el grupo constituido por las
SEC ID n® 135y SEC ID n®: 137.

Otros objetos de la presente invencion son los siguientes:

una sonda nucleica para la deteccién de un retrovirus asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis
reumatoide, susceptible de hibridarse especificamente sobre cualquier fragmento definido anteriormente y
que pertenece al genoma de dicho retrovirus; comprende ventajosamente de 10 a 100 nucleétidos, prefe-
rentemente de 10 a 30 nucledtidos;

un cebador para la amplificacién mediante polimerizacién de un ARN o de un ADN de un retrovirus aso-
ciado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reumatoide, que comprende una secuencia nucleotidica
idéntica o equivalente a por lo menos una parte de la secuencia nucleotidica de un fragmento definido ante-
riormente, en particular una secuencia nucleotidica que presenta para cualquier sucesién de 10 mondémeros
contiguos, por lo menos 50%, preferentemente por lo menos 70% de homologia con por lo menos dicha
parte de dicho fragmento; preferentemente la secuencia nucleotidica de un cebador de la invencién se se-
lecciona de entre las SEC ID n° 126, SEC ID n° 127, SEC ID n° 128, SEC ID n° 129, SEC ID n° 132 y SEC
ID n® 133;

un ARN o ADN, y en particular un vector de replicaciéon y/o de expresién que comprende un fragmento
gendémico del material nucleico o un fragmento definido anteriormente;

un péptido codificado por cualquier marco de lectura abierto que pertenece a un fragmento nucleotidico
definido anteriormente, en particular un polipéptido, por ejemplo oligopéptido que forma o que comprende
un determinante antigénico reconocido por unos sueros de pacientes infectados por el virus MSRV-1, y/o
en los que el virus MSRV-1 ha sido reactivado; un péptido preferido comprende una secuencia idéntica,
parcial o totalmente, o equivalente a una secuencia seleccionada de entre las SEC ID n° 135 y SEC ID n°
137;

una composicién diagndstica, profildctica, o terapéutica, en particular para inhibir la expresién de por lo
menos un retrovirus asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reumatoide, que comprende un
fragmento nucleotidico definido anteriormente;

un procedimiento para detectar un retrovirus asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reuma-
toide, en una muestra biolégica, que comprende las etapas que consisten en poner en contacto un ARN y/o
un ADN que pertenece presuntamente o que procede de dicho retrovirus, o sus ARN y/o ADN complemen-
tarios, con una composicién que comprende un fragmento nucleotidico definido anteriormente.

Antes de detallar la invencidn, se definirdn ahora diferentes términos usados en la descripcion y en las reivindica-
ciones:

- por cepa o aislado, se entiende cualquier fraccién bioldgica infectante y/o patégena, que contiene, por
ejemplo, unos virus y/o unas bacterias y/o unos pardsitos, que generan un poder patégeno y/o antigénico,
hospedada por un cultivo o un hospedante vivo; a titulo de ejemplo, una cepa virica segtn la definicién
anterior puede contener un agente co-infectante, por ejemplo una protista patégena,

- el término “MSRV” usado en la presente descripcién designa cualquier agente patdégeno y/o infectante,
asociado a la SEP, en particular una especie virica, las cepas atenuadas de dicha especie virica, o las par-
ticulas defectivas interferentes o que contienen unos genomas co-encapsidados o también unos genomas
recombinados con una parte del genoma MSRV-1, derivados de esta especie. Se sabe que los virus y parti-
cularmente los virus que contienen ARN, tienen una variabilidad consecutiva en particular de unos indices
relativamente elevados de mutacidn espontdnea, la cual se tendrd en cuenta a continuacion para definir la
nocién de equivalencia,

- por virus humano, se entiende un virus susceptible de infectar o de ser hospedado por el ser humano,
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- teniendo en cuenta todas las variaciones y/o recombinaciones naturales o inducidas que se pueden en-

contrar en la prictica de la presente invencidn, los objetos de esta Ultima, definidos anteriormente y en
las reivindicaciones, se han expresado comprendiendo los equivalentes o derivados de los diferentes ma-
teriales bioldgicos definidos a continuacidn, en particular de las secuencias homoélogas nucleotidicas o
peptidicas,

la variante de un virus o de un agente patégeno y/o infectante segin la invencién, comprende por lo menos
un antigeno reconocido por lo menos por un anticuerpo dirigido contra por lo menos un antigeno correspon-
diente de dicho virus y/o de dicho agente patégeno y/o infectante, y/o un genoma del que cualquier parte
se detecta por lo menos por una sonda de hibridacién, y/o por lo menos un cebador de amplificacién nu-
cleotidica especifica de dicho virus y/o agente patégeno y/o infectante, en unas condiciones de hibridacién
determinadas bien conocidas por el experto en la materia,

segun la invencién, un fragmento nucleotidico o un oligonucledtido o un polinucleétido es una cadena
de mondémeros, o un biopolimero, caracterizado por la secuencia informacional de los dcidos nucleicos
naturales, susceptible de hibridarse a cualquier otro fragmento nucleotidico en unas condiciones predeter-
minadas, pudiendo contener la cadena unos monémeros de estructuras quimicas diferentes y ser obtenida a
partir de una molécula de 4cido nucleico natural y/o por recombinacién genética y/o por sintesis quimica;
un fragmento nucleotidico puede ser idéntico a un fragmento genémico del virus MSRV-1 considerado
por la presente invencion, en particular un gen de este dltimo, por ejemplo pol o env en el caso de dicho
virus;

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

mediante la expresion “secuencia informacional” se entiende cualquier sucesién ordenada de mondmeros,
cuya naturaleza quimica y el orden en un sentido de referencia, constituyen o no una informacién funcional
de la misma calidad que la de los 4cidos nucleicos naturales,

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

una sonda comprende un fragmento nucleotidico sintetizado por via quimica u obtenido por digestién o
corte enzimatico de un fragmento nucleotidico mds largo, que comprende por lo menos seis monémeros,
ventajosamente de 10 a 100 mondmeros, preferentemente de 10 a 30 mondémeros, y que posee una especifi-
cidad de hibridacién en unas condiciones determinadas; preferentemente, una sonda que comprende menos
de 10 mondémeros no se usa sola, sino en presencia de otras sondas de tamafio tan corto o no; en ciertas
condiciones particulares, puede resultar ttil usar unas sondas de tamafio superior a 100 monémeros; una
sonda puede ser usada en particular con fines de diagndstico y se tratard, por ejemplo, de sondas de captura
y/o de deteccion,

la sonda de captura se puede inmovilizar sobre un soporte s6lido mediante cualquier medio apropiado, es
decir, directa o indirectamente, por ejemplo por covalencia o adsorcién pasiva,

la sonda de deteccién se puede marcar mediante un marcador seleccionado en particular de entre los is6-
topos radioactivos, unas enzimas seleccionadas en particular de entre la peroxidasa y la fosfatasa alcalina
y aquéllos susceptibles de hidrolizar un sustrato cromégeno, fluorigeno o luminiscente, unos compuestos
quimicos croméforos, unos compuestos cromégenos, fluorigenos o luminiscentes, unos andlogos de bases
nucleotidicas, y la biotina,

las sondas usadas con fines de diagnéstico de la invencién se pueden usar en cualquier técnica de hibri-
dacién conocida, y en particular las técnicas denominadas “DOT-BLOT”, “SOUTHERN BLOT”, “NORT-
HERN BLOT” que es una técnica idéntica a la técnica “SOUTHERN BLOT” pero que usa ARN como
diana, la técnica SANDWICH; ventajosamente, se usa la técnica SANDWICH en la presente invencion,
que comprende una sonda de captura especifica y/o una sonda de deteccidn especifica, entendiéndose que
la sonda de captura y la sonda de deteccioén deben presentar una secuencia nucleotidica por lo menos par-
cialmente diferente,
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- cualquier sonda segin la presente invencién puede hibridarse in vivo o in vitro sobre el ARN y/o sobre

el ADN, para bloquear los fenémenos de replicacién, en particular traduccién y/o transcripcién, y/o para
degradar dicho ADN y/o ARN,

un cebador es una sonda que comprende por lo menos seis mondmeros, y ventajosamente de 10 a 30 mo-
némeros, que poseen una especificidad de hibridacién en unas condiciones determinadas, para la iniciacién
de una polimerizacidon enzimadtica, por ejemplo en una técnica de amplificacién tal como la PCR (Poly-
merase Chain Reaction), en un procedimiento de elongacidn, tal como la secuenciacién, en un método de
transcripcién inversa o andlogo,

dos secuencias nucleotidicas o peptidicas son denominadas equivalentes o derivadas una con relacién a la
otra, o con relacién a una secuencia de referencia, si funcionalmente los biopolimeros correspondientes
pueden desempenar sustancialmente la misma funcidn, sin ser idénticas, frente a la aplicacién o al uso
considerado, o en la técnica en la que intervienen; en particular, son equivalentes dos secuencias obtenidas
del hecho de la variabilidad natural, en particular mutacién espontdnea de la especie a partir de la cual se
han identificado, o se han inducido, asi como dos secuencias homoélogas, siendo la homologia definida a
continuacion,

por “variabilidad” se entiende cualquier modificacion, espontdnea o inducida de una secuencia, en particu-
lar por sustitucién, y/o insercién, y/o delecion de nucledtidos y/o de fragmentos nucleotidicos, y/o extensién
y/o acortamiento de la secuencia en uno por lo menos de los extremos; una variabilidad no natural puede
resultar de las técnicas de ingenieria genética usadas, por ejemplo de la eleccion de los cebadores de sin-
tesis degenerados o no, seleccionados para amplificar un 4cido nucleico; esta variabilidad puede traducirse
por unas modificaciones de cualquier secuencia de partida, considerada como referencia, y que pueden ser
expresadas por un grado de homologia con relacién a dicha secuencia de referencia,

la homologia caracteriza el grado de identidad de dos fragmentos nucleotidicos o peptidicos comparados;
se mide por el porcentaje de identidad que estd determinado en particular por la comparacién directa de
secuencias nucleotidicas o peptidicas, con relacién a unas secuencias nucleotidicas o peptidicas de referen-
cia,

cualquier fragmento nucleotidico se denomina equivalente o derivado de un fragmento de referencia si pre-
senta una secuencia nucleotidica equivalente a la secuencia del fragmento de referencia; segtin la definicién
anterior, en particular son equivalentes a un fragmento nucleotidico de referencia:

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

(b)  cualquier fragmento cuya alineacion con el fragmento de referencia conduce a demostrar unas bases
contiguas idénticas, en nimero mas importante que con cualquier otro fragmento que procede de
otro grupo taxondmico,

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

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

(e) cualquier fragmento, que comprende por lo menos ocho nucleétidos contiguos, que codifica para
un péptido homélogo o idéntico al péptido codificado por el fragmento de referencia,

) cualquier fragmento diferente del fragmento de referencia, mediante insercion, delecién, sustitucién
de por lo menos un mondmero, extension, o acortamiento en uno por lo menos de sus extremos; por
ejemplo, cualquier fragmento que corresponde al fragmento de referencia, flanqueado en uno por lo
menos de sus extremos por una secuencia nucleotidica que no codifica para un polipéptido,

por polipéptido se entiende en particular cualquier péptido de por lo menos dos aminodcidos, en particu-
lar oligopéptido, proteina, extracto, separado, o sustancialmente aislado o sintetizado, por la intervencién
del hombre, especificamente los que se obtienen por sintesis quimica, 0 por expresion en un organismo
recombinante,

por polipéptido codificado de manera parcial por un fragmento nucleotidico, se entiende un polipéptido
que presenta por lo menos tres aminodcidos codificados por lo menos por nueve monémeros contiguos
incluidos en dicho fragmento nucleotidico,

un aminodcido se denomina andlogo a otro aminoécido, cuando sus caracteristicas fisicoquimicas respecti-
vas, tales como la polaridad, la hidrofobicidad, y/o la alcalinidad, y/o acidez, y/o neutralidad, son sustan-
cialmente las mismas; de esta manera, una leucina es andloga a una isoleucina,
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- cualquier polipéptido se denomina equivalente o derivado de un polipéptido de referencia, si los polipép-
tidos comparados tienen sustancialmente las mismas propiedades, y en particular las mismas propiedades
antigénicas, inmunoldgicas, enzimolédgicas y/o de reconocimiento molecular; en particular es equivalente a
un polipéptido de referencia:

(a) cualquier polipéptido que comprende una secuencia de la que por lo menos un aminoécido ha sido
sustituido por un aminodcido andlogo,

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

(©) un mimotopo de dicho polipéptido de referencia,

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

(e)  cualquier polipéptido en cuya secuencia se ha introducido una modificacién de las cadenas laterales
de los amino4cidos, tal como por ejemplo una acetilacién de las funciones aminadas, una carboxi-
lacién de las funciones tiol, una esterificacion de las funciones carboxilicas,

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

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

- el porcentaje de identidad que caracteriza la homologia de dos fragmentos peptidicos comparados es segun
la presente invencién de por lo menos 50% y preferentemente, de por lo menos 70%.

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

Las expresiones de orden usadas en la presente descripcidn y en las reivindicaciones, tales como “primera secuencia
nucleotidica” no se consideran para expresar un orden particular, sino para definir més claramente la invencidn.

Mediante la expresién “deteccion de una sustancia o agente”, se entiende a continuacidén tanto una identificacién
como una cuantificacién, o una separacién o aislamiento de dicha sustancia o de dicho agente.

La invencion se pondrd mds claramente de manifiesto a partir de la lectura de la descripcién detallada siguiente,
realizada haciendo referencia a las figuras adjuntas, en las que:

La figura 1 representa la estructura general del ADN proviral y el ARN genémico de MSRV-1.

La figura 2 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado CL6-5" (SEC ID n° 112) y tres marcos de
lectura potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 3 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado CL6-3" (SEC ID n° 114) y tres marcos de
lectura potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 4 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado C15 (SEC ID n° 117) y tres marcos de lectura
potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 5 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado SM6 (SEC ID n° 120) y tres marcos de lectura
potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 6 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado CL2 (SEC ID n° 130) y tres marcos de lectura
potenciales en aminoacidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La Figura 7 representa tres marcos de lectura potenciales en aminodcidos expresados por pET28C-clon 2 y que
figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La Figura 8 representa tres marcos de lectura potenciales en aminoacidos expresados por pET21C-clon 2 y que
figuran bajo la secuencia nucleotidica.
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La figura 9 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado LB13 (SEC ID n° 141) y tres marcos de
lectura potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 10 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado LA15 (SEC ID n° 142) y tres marcos de
lectura potenciales en aminoacidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 11 representa la secuencia nucleotidica del clon denominado LB16 (SEC ID n° 124) y tres marcos de
lectura potenciales en aminodcidos que figuran bajo la secuencia nucleotidica.

La figura 12 representa la actividad promotora expresada en cpm/4 min de las secuencias U3R subclonadas a
partir de LTR de origenes diferentes en el pldsmido PCAT3. PCAT3 significa pldsmido solo, PCAT-PH74 significa
plasmido mds clon U3R endégeno expresado en la placenta, PCAT-c16 significa pldsmido mas clon U3R amplificado
en el ARN de un plasma SEP, PCAT-5MG6 significa pldsmido mds regiéon U3R amplificada en el ADN celular, “sin
plasmido” significa la ausencia de pldsmido en el ensayo.

La Figura 13 representa las secuencias MSRV1 env y LTR3’. Las flechas horizontales indican el inicio de las
regiones env, U3 y R. En la regién env: el péptido sefial y la regién inmunosupresiva potencial estdn subrayados,
los sitios de glicosilacién potenciales estdn enmarcados y los sitios de escision potenciales se indican mediante unas
flechas verticales. En la regién U3R: el elemento de regulaciéon CAAT y la TATA Box estdn subrayados, el sitio “cap”
y la sefial de poliadenilacién también estdn indicados.

La Figura 14 representa una regién LTR5’ (RUS) seguida de un sitio PBS (primer binding site) complementario
del ARNt Trp y de un gen gag que codifica para una proteina de aproximadamente 487 aminoéacidos. Los aminoé-
cidos conservados en la nucleocdpsida estdn subrayados dos veces. Los aminoacidos que definen la regién de mayor
homologia en la cipsida aparecen en negrita y estan subrayados una vez. Las / en la secuencia de aminoécidos in-
dican unas variaciones observadas segtin los clones y en la secuencia nucleotidica indican unos saltos de marco en
ciertos clones. Las regiones enmarcadas corresponden a unos epitopos identificados por anélisis peptidico de la regién
C-terminal.

La Figura 15 representa la regién integrasa de MSRV 1, la secuencia nucleotidica y la secuencia en aminodcidos
deducida de la regién integrasa que corresponde al clon 87-23. En la Figura 15 // significa un salto de marco que ha sido
suprimido para restituir el ORF potencial. Las letras en negrita subrayadas representan los aminoécidos conservados
de las integrasas retroviricas.

La Figura 16 describe las secuencias nucleotidica y peptidica del clon B13 (idéntico al clon FBd13 descrito en unas
solicitudes anteriores) con indicacién de los ORF y de codones stop representados por un punto. La regién subrayada
y en negrita representa el dominio inmunosupresor potencial. El dominio solo subrayado representa el inicio del
LTR3".

Ejemplo 1

Obtencion de una region CL6-5 que codifica para el extremo n-terminal de la integrasa y de una region CL6-3 que
contiene la secuencia 3’ terminal del genoma MSRV-1

Una 3’RACE ha sido efectuada sobre el ARN total extraido de plasma de un paciente que padece SEP. Un plasma
de control sano, tratado en las mismas condiciones, ha sido usado como control negativo. La sintesis de ADNc ha sido
realizada con un cebador oligo dT identificado por la SEC ID n°® 68 (5> GAC TCG CTG CAG ATC GAT TTT TTT
TTT TTT TTT T 3°) y la transcriptasa inversa “Expand™ RT” de Boehringer segiin las condiciones recomendadas
por la compaiifa: Una PCR ha sido efectuada con la enzima Klentaq (Clontech) bajo las siguientes condiciones: 94°C
durante 5 min., después 93°C durante 1 min., 58°C durante 1 min., 68°C durante 3 min. durante 40 ciclos y 68°C
durante 8 min., con un volumen de reaccién final de 50 ul.

Cebadores usados para la PCR:
- cebador 5, identificado por la SEC ID n°69

5" GCC ATC AAG CCA CCC AAG AACTCTTAACTT 3

- cebador 3, identificado por la SEC ID n°68

Una segunda PCR denominada “semi anidada” ha sido realizada con un cebador 5’ situado en el interior de la
region ya amplificada. Esta segunda PCR ha sido efectuada bajo las mismas condiciones experimentales que las
usadas durante la primera PCR, utilizando 10 ul del producto de amplificacion resultante de la primera PCR.
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Cebadores usados para la PCR semi-anidada:
- cebador 5, identificado por la SEC ID n° 70

5’ CCA ATA GCC AGA CCA TTA TAT ACA CTA ATT 3’;

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 68
Los cebadores SEC ID n° 69 y SEC ID n° 70 son especificos de la regiéon pol de MSRV-1.

Un producto de amplificacién de 1,9 Kb ha sido obtenido para el plasma de paciente SEP. El fragmento corres-
pondiente no ha sido observado en el plasma de control sano. Este producto de amplificacién ha sido clonado de la
manera siguiente:

el ADN amplificado ha sido insertado en un plasmido con la ayuda del kit TA Cloning®: Los 2 ul de
disolucién de ADN han sido mezclados con 5 ul de agua destilada estéril, 1 ul de un tampén de ligacién
10 veces concentrado “10X LIGATION BUFFER”, 2 ul de “pCR™ VECTOR” (25 ng/ml) y 1 pl de “T4
DNA LIGASA”. Esta mezcla se incub6é una noche a 12°C. Las etapas siguientes han sido realizadas de
acuerdo con las instrucciones del kit TA Cloning® (Invitrogen). Al final del proceso, las colonias blancas de
bacterias recombinantes (white) han sido inoculadas nuevamente para ser cultivadas y permitir la extraccién
de los plasmidos incorporados segin el proceso denominado “miniprep”. La preparacion de plasmido de
cada colonia recombinante ha sido cortada por una enzima de restriccién apropiada y analizada sobre gel
del agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV después del marcado del gel con
bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuenciacién del inserto, después de la hibridacién con
un cebador complementario del promotor Sp6 presente sobre el plasmido del TA Cloning kit®. La reaccién
previa a la secuenciacién ha sido efectuada a continuacién segin el método recomendado para el uso
del kit de secuenciacién “PRISM™ Ready Reaction AmpliTag® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied
Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacién automadtica ha sido realizada en los aparatos 373 Ay 377
Applied Biosystems, segtin las instrucciones del fabricante.

El clon obtenido contiene una regién CL6-5" que codifica para el extremo N terminal de la integrasa y una regién
CL6-3’, que corresponde a la regién 3’ terminal de MSRV-1 y que permite definir el final de la envolvente (234 pb) y
las regiones U3, R (401 pb) del retrovirus MSRV 1.

La regién que corresponde al extremo N terminal de la integrasa esta representada por su secuencia nucleotidica
(SEC ID n° 112) en la figura 27. Los tres marcos de lectura potenciales estan presentados por su secuencia aminodcida
bajo la secuencia nucleotidica, y la secuencia de aminoécidos del extremo N-terminal de la integrasa se identifica por
laSECID n° 113.

La region C16-3’ estd representada por su secuencia nucleotidica (SEC ID n° 114) en la figura 3. Los tres marcos
de lectura potenciales estan presentados por su secuencia aminodcida bajo la secuencia nucleotidica. Una secuencia
aminodcida que corresponde al extremo C-terminal de la proteina env de MSRV-1 se identifica por la SEC ID n° 115.

Con el fin de evaluar la actividad promotora del LTR obtenido a partir del clon 6 (c16), se ha realizado un ensayo
de actividad promotora que usa la enzima CAT (cloramfenicol acetil transferasa) con la regién U3R correspondiente.
Paralelamente, se ha ensayado un clon que contiene la misma regién U3R de ARN retroviral endégeno expresado en
la placenta normal (PH74) y un clon (5M6) que procede de ADN. El resultado presentado en la figura 12 muestra
una acentuada actividad promotora del LTR que procede de plasma SEP (c16) y una actividad significativamente mds
débil con las secuencias de origen endégeno no SEP.

Ejemplo 2
Obtencion del clon C15 que contiene la region que codifica para una parte de la envolvente del retrovirus MSRV-1

Una RT-PCR ha sido efectuada sobre el ARN total extraido de viriones concentrados por ultracentrifugacién a
partir de un sobrenadante de cultivo de sinoviocitos que proceden de un paciente PR. La sintesis de ADNc ha sido
realizada con un cebador oligo dT y la transcriptasa inversa “Expand™ RT” de Boehringer segin las condiciones
recomendadas por la compafifa. Una PCR ha sido efectuada con el Expand™ Long Template PCR System (Boehringer)
bajo las condiciones siguientes: 94°C durante 5 min. y después 93°C durante 1 min., 60°C durante 1 min., 68°C durante
3 min. durante 40 ciclos y 68°C durante 8 min. y con un volumen de reaccién final de 50 ul.

Cebadores usados para la PCR:

- cebador 5, identificado por la SEC ID n°: 69
5’ GCC ATC AAG CCA CCC AAG AACTCT TAA CTT 3’
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- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 116
5" TGG GGT TCC ATT TGT AAG ACC ATC TGT AGC TT 3’

Una segunda PCR denominada “semi-anidada” ha sido realizada con un cebador 5’ situado en el interior de la
regién ya amplificada. Esta segunda PCR ha sido efectuada bajo las mismas condiciones experimentales que las usadas
durante la primera PCR (salvo que se realizaron 30 ciclos en vez de 40), usando 10 ul del producto de amplificacién
resultante de la primera PCR.

Cebadores usados para la PCR semi-anidada:
- cebador 5, identificado por la SEC ID n°70

5’ CCA ATA GCC AGA CCA TTA TAT ACA CTA ATT 3’

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 116

Los cebadores SEC ID n° 69 y SEC ID n° 70 son especificos de la regién pol de MSRV-1. El cebador SEC ID
n°® 116 es especifico de la secuencia FBd13 (también denominada B13) y esta localizado en la regién env conservada
entre los oncoretrovirus.

Un producto de amplificacién de 1932 pb ha sido obtenido y clonado de la manera siguiente:

el ADN amplificado ha sido insertado en un pldsmido con la ayuda del kit TA Cloning®. Las diferen-
tes etapas han sido realizadas de acuerdo con las instrucciones del kit TA Cloning® (Invitrogen). Al fin
del proceso, las colonias blancas de bacterias recombinantes (white) han sido inoculadas nuevamente para
ser cultivadas y permitir la extracciéon de los pldsmidos incorporados segtin el procedimiento denominado
“miniprep”. La preparacion de pldsmido de cada colonia recombinante ha sido cortada por una enzima de
restriccién apropiada y analizada sobre gel del agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado
bajo luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuen-
ciacion del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor SP6 presente
sobre el pldsmido de clonacién del TA cloning kit®. La reaccién previa a la secuenciacién ha sido efec-
tuada a continuacion segiin el método recomendado para el uso del kit de secuenciacién “PRISM™ Ready
Reaction AmpliTagq® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacién
automatica ha sido realizada en los aparatos 373 A y 377 de Applied Biosystems, segtn las instrucciones
del fabricante.

El clon C15 obtenido contiene una regién que corresponde a la regién de envolvente de MSRV-1, de 1.481 pb.

La region env del clon C15 estd representada por su secuencia nucleotidica (SEC ID n° 117) en la figura 5. Los
tres marcos de lectura potenciales de este clon estdn presentados por su secuencia aminodcida bajo la secuencia
nucleotidica. El marco de lectura que corresponde a una proteina env estructural MSRV-1 se identifica por la SEC
ID n° 118.

A partir de las secuencias definidas que proceden de los clones c16 y C15, se ha podido efectuar una construccién
plasmidica que codifica para una envolvente completa seguida del LTR3’, tal como se presenta en la figura 13 con el
marco de lectura correspondiente.

Ejemplo 3

Obtencion de un clon SM6 que contiene las secuencias de la region 3’ terminal de la envolvente, seguidas por las
secuencias U3, R, U5 de tipo proviral MSRV-1

Una PCR monodireccional ha sido efectuada sobre el ADN extraido de linfocitos B inmortalizados en cultivo de un
paciente PR. La PCR ha sido efectuada con Expand™ Long Template PCR System (Boehringer) bajo las condiciones
siguientes: 94°C durante 3 min. y después 93°C durante 1 min., 60°C durante 1 min., 68°C durante 3 min. durante 10
ciclos, después 93°C durante 1 min., 60°C durante 1 min. con 15 s de extensién por cada ciclo, 68°C durante 3 min.
durante 35 ciclos y 68°C durante 7 min. y con un volumen de reaccion final de 50 pl.

El cebador usado para la PCR identificado por la SECID n° 119 es 5> TCA AAA TCG AAG AGC TTT AGA CTT
GCT AAC CG 3’;

El cebador SEC ID n° 119 es especifico de la region env del Clon C15.
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Un producto de amplificacién de 1.673 pb ha sido obtenido y clonado de la manera siguiente:

el ADN amplificado ha sido insertado en un pldsmido con la ayuda del kit TA Cloning®. Las diferentes
etapas han sido realizadas de acuerdo con las instrucciones del kit TA Cloning® (Invitrogen). Al final del
proceso, las colonias blancas de bacterias recombinantes (white) han sido inoculadas nuevamente para
ser cultivadas y permitir la extraccion de los plasmidos incorporados segtn el procedimiento denominado
“miniprep”. La preparacion de pldsmido de cada colonia recombinante ha sido cortada por una enzima de
restriccion apropiada y analizada sobre gel de agarosa. Los pldsmidos que poseen un inserto detectado bajo
luz UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuenciacién
del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor T7 presente sobre
el pldsmido de clonacién del TA cloning kit®. La reaccién previa a la secuenciacién ha sido efectuada
segiin el método recomendado para el uso del kit de secuenciacién “PRISM™ Ready Reaction AmpliTaq®
FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacién automadtica ha sido
realizada en los aparatos 373 A 'y 377 Applied Biosystems, segtin las instrucciones del fabricante.

El clon 5M6 obtenido contiene una regiéon que corresponde a la regién 3’ de la envolvente de MSRV-1, de 492 pb
seguida de las regiones U3, R y U5 (837 pb) de MSRV-1.

El clon 5M6 estd representado por su secuencia nucleotidica (SEC ID n° 120) en la figura 5. Los tres marcos de
lectura potenciales de este clon se representan por su secuencia aminodcida bajo la secuencia nucleotidica. El marco
de lectura que corresponde al extremo C-terminal de la proteina env MSRV-1 se identifica por la SEC ID n° 121.

Ejemplo 4
Obtencion del clon LB16 que contiene la region que codifica la integrasa del retrovirus MSRV-1

Una RT-PCR ha sido efectuada sobre el ADN total tratado con la DNAsal y extraido a partir de un plexo coroideo
que procede de un paciente que padece SEP. La sintesis de ADNc ha sido realizada con un cebador oligo dT y la
transcriptasa inversa “Expand™ RT” de Boehringer segiin las condiciones recomendadas por la compaiiia. Un control
“no RT” se ha efectuado paralelamente sobre el mismo material. Una PCR ha sido efectuada con la Taq polimerasa
(Perkin Elmer) bajo las condiciones siguientes: 95°C durante 5 min., y 95°C durante 1 min., 55°C durante 1 min., 72°C
durante 2 min. durante 35 ciclos y 72°C durante 8 min. y con un volumen de reaccidn final de 50 pl.

Cebadores usados para la PCR:
- cebador 5’, identificado por la SEC ID n° 122

5’ GGC ATT GAT AGC ACC CAT CAG 3’;

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 123
5’ CAT GTC ACC AGG GTG GAA TAG 3’

El cebador SEC ID n° 122 es especifico de la regiéon pol de MSRV-1 y mds precisamente similar a la regién
integrasa descrita anteriormente. El cebador SEC ID n° 123 ha sido definido sobre unas secuencias de los clones
obtenidos durante ensayos anteriores.

Un producto de amplificacion de aproximadamente 760 pb ha sido obtenido inicamente en el ensayo con RT y ha
sido clonado de la manera siguiente:

el ADN amplificado ha sido insertado en un pldsmido con la ayuda del kit TA Cloning®. Las diferentes eta-
pas han sido realizadas segun las instrucciones del kit TA Cloning® (Invitrogen). Al final del proceso, las
colonias blancas de bacterias recombinantes (white) han sido inoculadas nuevamente para ser cultivadas
y permitir la extraccién de los pldsmidos incorporados segiin el procedimiento denominado “miniprep”.
La preparacién de pldsmido de cada colonia recombinante ha sido cortada por una enzima de restriccion
apropiada y analizada sobre gel de agarosa. Los pldsmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV
después del marcado del gel con bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuenciacion del inser-
to, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor T7 presente sobre el pldsmido
de clonacién del TA cloning kit®. La reaccién previa a la secuenciacién ha sido efectuada a continuacién
segtin el método recomendado para el uso del kit de secuenciacién “PRISM™ Ready Reaction AmpliTaq®
FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacién automadtica ha sido
realizada en los aparatos 373 A 'y 377 de Applied Biosystems, segtin las instrucciones del fabricante.

El clon LB16 obtenido contiene las secuencias que corresponden a la integrasa. La secuencia nucleotidica de este
clon es identificada por la SEC ID n°® 124 en la figura 11, estando determinados tres marcos de lectura.
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Ejemplo 5

Obtencion de un clon 2, CL2, que contiene en 3’ una parte homdloga al gen POL, que corresponde al gen proteasa,
y al gen GAG (GM3) que corresponde a la nucleocdpsida, y una nueva region 5’ codificante, que corresponde al gen
GAG mds especificamente la matriz y la cdpsida de MSRV-1

Una amplificacién por PCR ha sido efectuada sobre el ADN total extraido a partir de 100 ul de plasma de un
paciente que padece SEP. Un control con agua, tratado bajo las mismas condiciones, ha sido utilizado como control
negativo. La sintesis de ADNc ha sido realizada con 300 pmoles de un cebador aleatorio (GIBCO-BRL, Francia) y
la transcriptasa inversa “Expand RT” (BOEHRINGER MANNHEIM, Francia) segtin las condiciones recomendadas
por la compafifa. Una amplificacién por PCR (“polymerase chain reaction”) ha sido efectuada con la enzima Taq
polimerasa (Perkin Elmer, Francia) usando 10 ul de ADNc bajo las condiciones siguientes: 94°C durante 2 min., 55°C
durante 1 min., 72°C durante 2 min. y 94°C durante 1 min., 55°C durante 1 min., 72°C durante 2 min. durante 30 ciclos
y 72°C durante 7 min. y con un volumen de reaccién final de 50 pl.

Cebadores usados para la amplificacién por PCR:
- cebador 5, identificado por la SEC ID N° 126
5" CGG ACA TCC AAA GTG ATG GGA AACG 3%

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 127
5> GGA CAG GAA AGT AAG ACT GAG AAG GC 3’

Una segunda amplificacién por PCR denominada “semi-anidada” ha sido realizada con un cebador 5’ situado en el
interior de la region ya amplificada. Esta segunda PCR ha sido efectuada bajo las mismas condiciones experimentales
que las usadas durante la primera PCR, usando 10 ul del producto de amplificacidn resultante de la primera PCR.

Cebadores usados para la amplificacién por PCR semi-anidada:
- cebador 5, identificado por la SEC ID n° 128
5" CCT AGA ACG TAT TCT GUA GAA TTG GG 3’;

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 129
5" TGG CTC TCA ATG GTC AAA CAT ACCCG ¥

Los cebadores SEC ID n° 128 y SEC ID n° 129 son especificos de la regién pol, clon G+E+A, mds especificamente
la regién E: posicion de nucleétidos n® 423 a n°® 448. Los cebadores usados en la regién 5° han sido definidos sobre
unas secuencias de clones obtenidos durante ensayos previos.

Un producto de amplificacion de 1.511 pb ha sido obtenido a partir del ARN extraido del plasma de paciente SEP.
El fragmento correspondiente no se observo para el control con agua. Este producto de amplificacion ha sido clonado
de la manera siguiente.

El ADN amplificado ha sido insertado en un pldsmido con la ayuda del kit TA Cloning™. Los 2 ul de disolucién
de ADN han sido mezclados con 5 ul de agua destilada estéril, 1 ul de un tampén de ligacion 10 veces concentrado
“10X LIGATION BUFFER”, 2 ul de “pCR™ VECTOR” (25 ng/ml) y 1 ul de “T4 DNA LIGASA”. Esta mezcla se
incub6 durante una noche a 14°C. Las etapas siguientes han sido realizadas segtin las instrucciones del kit TA Cloning®
(Invitrogen). La mezcla se extendié después de la transformacion de la ligacion en unas bacterias E. coli INVaF’. Al
final del proceso, las colonias blancas de bacterias recombinantes han sido inoculadas nuevamente para ser cultivadas y
permitir la extraccion de los pldsmidos incorporados segin el procedimiento denominado “minipreparacion de ADN”
(17). La preparacién de plasmido de cada colonia recombinante ha sido cortada por la enzima de restriccién Eco RI
y analizada sobre gel de agarosa. Los plasmidos que poseen un inserto detectado bajo luz UV después del marcado
del gel con bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuenciacién del inserto, después de la hibridacién
con un cebador complementario del promotor T7 presente sobre el plasmido de clonacién del TA cloning kit®. La
reaccion previa a la secuenciacién ha sido efectuada a continuacién segin el método recomendado para el uso del
kit de secuenciacién “PRISM™ Ready Reaction AmpliTaq® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref.
402119) y la secuenciacion automadtica ha sido realizada en los aparatos 373 A y 377 de Applied Biosystems, segin
las instrucciones del fabricante.

El clon obtenido, denominado CL2, contiene una regién C-terminal similar a la regién 5’ terminal de los clones
G+E+A de MSRV-1, que permite definir la regién C-terminal del gen gag y una nueva regién que corresponde a la
regién N-terminal del gen gag MSRV-1.
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CL2 permite definir una regién de 1.511 pb que presenta una fase abierta de lectura dentro de la regiéon N-terminal
de 1.077 pb que codifica para 359 aminodcidos y una fase no abierta de lectura, de 454 pb, que corresponde a la regién
C-terminal del gen gag MSRV-1.

La secuencia nucleotidica de CL2 se identifica por la SEC ID n° 130. Estd representada en la figura 6, con los
marcos de lectura potenciales en aminodcido.

El fragmento de 1.077 pb de CL2 que codifica para 359 aminoécidos ha sido amplificado por PCR con la enzima
Pwo (5 U/ul) (Boehringer Mannheim, Francia) usando 1 ul de la minipreparacién del ADN del clon 2 bajo las condi-
ciones siguientes: 95°C durante 1 min., 60°C durante 1 min., 72°C durante 2 min. durante 25 ciclos y con un volumen
de reaccion final de 50 ul con la ayuda de los cebadores:

- cebador 5’ (Bam HI), identificado por la SEC ID n° 132

5’ TGC TGG AAT TCG GGA TCC TAG AAC GTA TTC 3’ (30 mer), y

- cebador 3’ (Hind I1I), identificado por la SEC ID n° 133
5" AGT TCT GCT CCG AAG CTT AGG CAG ACT TTT 3’ (30 mer)
que corresponden, respectivamente, a la secuencia nucleotidica del clon 2 en posicion -9 a 21 y 1066 a 1095.

El fragmento obtenido después de la PCR ha sido linearizado por Bam Hl y Hind 111 y subclonado en los vectores
de expresion pET28C y pET21C (NOVAGEN) linearizado por Bam Hl y Hind 1II. La secuenciacién del ADN del
fragmento de 1.077 pb del clon 2 en los dos vectores de expresion ha sido realizado segiin el método recomendado
para el uso del kit de secuenciacién “PRISM™ Ready Reaction Amplitaq® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied
Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacién automadtica ha sido realizada en los aparatos 373 A y 377 de Applied
Biosystems, segtin las instrucciones del fabricante.

La expresién de la secuencia nucleotidica del fragmento de 1.077 pb del clon 2 por los vectores de expresion
pET28C y pET21C se identifican respectivamente por las SEC ID n°® 135 y SEC ID n°® 137.

Ejemplo 6
Expresion del clon 2 EN Escherichia coli

Las construcciones pET28C-clon 2 (1.077 pb) y pET21C-clon 2 (1.077 pb) sintetizan, en la cepa bacteriana BL21
(DE3), una proteina en fusién N- y C-terminal para el vector pET28C y C-terminal para el vector pET21C con
6 Histidinas, de masa molecular aparente de aproximadamente 45 kDa, demostrada por electroforesis sobre gel de
poliacrilamida SDS-PAGE (SDS = Dodecil Sulfato de Sodio) (Laemmli, 1970 (1)). La reactividad de la proteina ha
sido demostrada frente a un anticuerpo monoclonal anti-histidina (DIANOVA) mediante la técnica de transferencia
Western (Towbin et al., 1979 (2)).

Las proteinas recombinantes pET28C-clon 2 (1.077 pb) y pET21C-clon 2 (1.077 pb) han sido visualizadas en SDS-
PAGE en la fraccién insoluble después de la digestién enzimadtica de los extractos bacterianos con 50 ul de lisozima
(10 mg/ml) y lisis por ultrasonidos.

Las propiedades antigénicas de los antigenos recombinantes pET28C-clon 2 (1.077 pb) y pET21C-clon 2 (1.077
pb) han sido ensayados mediante transferencia Western después de la solubilizacién del residuo bacteriano con SDS
al 2% y B-mercaptoetanol 50 mM. Después de la incubacién con los sueros de pacientes que padecen esclerosis en
placas, los sueros de los controles neurolégicos y los sueros de los controles de centro de transfusién sanguinea (CTS),
los inmunocomplejos han sido detectados con la ayuda de un suero de cabra anti-IgG y anti-IgM humanos, acoplado
a la fosfatasa alcalina.

Los resultados se presentan en la tabla siguiente.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2331251 T3

TABLA

Reactividad de sueros afectados por la esclerosis en placas y controles con la proteina recombinante MSRV-1 gag
clon 2 (1.077 pb) = pET21C-clon 2 (1.077 pb) y pET28c-clon 2 (1.077 pb)*

ENFERMEDAD NUMERO DE NUMERO DE
INDIVIDUOS INDIVIDUOS
ENSAYADOS POSITIVOS
SEP 15 6
2 (+44), 2 (++), 2 (+)
CONTROLES NEUROLOGICOS 2 1 (+++4)
CONTROLES SANOS (CTS) 22 1(+/-)

(a) Las tiras que contienen 1,5 ng de antigeno recombinante pET-gag clon 2 (1.077 pb) presentan
una reactividad contra sueros diluidos al 1/100. La interpretacion de Western Blot se basa en la
presencia o en la ausencia de una banda pET-gag clon 2 (1.077 pb) especifica sobre las tiras.
Controles positivos y negativos estan incluidos en cada experimento.

Estos resultados muestran que, en las condiciones técnicas usadas, aproximadamente 40% de los sueros humanos
afectados de esclerosis en placas ensayados reaccionan con las proteinas recombinantes pET28C-clon 2 (1.077 pb)
y pET21C-clon 2 (1.077 pb). Se observé una reactividad en un control neurolégico y es interesante apuntar que los
ARN extraidos a partir de este suero, después de la etapa de transcriptasa inversa, se amplifican asimismo por PCR en
la regién pol. Esto sugiere que unas personas que no han desarrollado una SEP pueden asimismo hospedar y expresar
este virus. Por el contrario, un control (donante CTS) aparentemente sano, posee unos anticuerpos anti-gag (clon 2,
1.077 pb). Lo cual es compatible con una inmunidad adquirida contra MRSV-1 fuera de una enfermedad autoinmune
asociada declarada.

Ejemplo 7

Obtencion de un clon LB13 que contiene en 3’ una parte homologa al clon 2 que corresponde al gen GAG y en 5’ una
parte homologa al clon 5SM6 que corresponde a la region LTR U5

Una RT-PCR (“reverse-transcriptase-polymerase chain reaction”) ha sido efectuada a partir del ARN total extraido
de viriones, que proceden de sobrenadantes de células linfocitarias B de los pacientes que padecen esclerosis en placas,
concentrados mediante ultracentrifugaciones. La sintesis de ADNc ha sido realizada con un cebador especifico SEC n°
XXX y la transcriptasa inversa “Expand™ RT” de BOEHRINGER MANNHEIM segiin las condiciones recomendadas
por la compaifiia.

Cebador usado para la sintesis del ADNc, identificado por la SEC ID n° 138:

5’ CTT GGA GGG TGC ATA ACC AGG GAA T3

Una amplificacién por PCR ha sido realizada con la Tag polimerasa (perkin Elmer, Francia) en las condiciones
siguientes: 94°C durante 1 min., 55°C durante 1 min., 72°C durante 2 min. durante 35 ciclos y 72°C durante 7 min. y
con un volumen de reaccién final de 100 .

Cebadores usados para la amplificacién por PCR:

- cebador 5, identificado por la SEC ID n° 139

5’ TGT CCG CTG TGC TCC TGA TC 3’

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 138
5" CTT GGA GGG TGC ATA ACC AGG GAA T3
Una segunda amplificacién por PCR denominada “semi-anidada” ha sido realizada con un cebador 3’ situado en
el interior de la regién ya amplificada. Esta segunda amplificacién ha sido realizada bajo las mismas condiciones

experimentales que las que se usaron durante la primera amplificacién, usando 10 ul del producto de amplificacién
procedente de la primera PCR.
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Cebadores usados para la amplificacién por PCR “semi-anidada”:
- cebador 5, identificado por la SEC ID n° 139
5’ TGT CCG CTG TGC TCC TGA TC 3’

- cebador 3, identificado por la SEC ID n° 140
5" CTA TGT CCT TTT GGA CTGTTT GGG T 3’

Los cebadores SEC ID n° 138 y SEC ID n° 140 son especificos de la regién gag, clon 2 posicién nucleotidica n°
373-397 y n°® 433-456. Los cebadores usados en la regién 5 han sido definidos sobre unas secuencias de los clones
obtenidos durante unos ensayos previos.

Un producto de amplificaciéon de 764 pb ha sido obtenido y clonado de la manera siguiente:

el ADN amplificado ha sido insertado en un pldsmido con la ayuda del kit TA Cloning™. Los 2 ul de
disolucién de ADN han sido mezclados con 5 ul de agua destilada estéril, 1 ul de un tampdn de liga-
cién 10 veces concentrado “10X LIGATION BUFFER”, 2 ul de “pCR™ VECTOR” (25 ng/ml) y 1 ul
de “T4 DNA LIGASE”. Esta mezcla se incubd durante una noche a 14°C. Las etapas siguientes han si-
do realizadas segtin las instrucciones del kit TA Cloning® (Invitrogen). Esta mezcla se extendié después
de la transformacién de la ligacién en unas bacterias E. coli INVaF’. Al final del proceso, las colonias
blancas de bacterias recombinantes han sido inoculadas nuevamente para ser cultivadas y permitir la ex-
traccién de los plasmidos incorporados segiin el procedimiento denominado “minipreparacién de ADN”
(17). La preparacién de pldsmido de cada colonia recombinante ha sido cortada por la enzima de restric-
cién Eco Rl y analizada sobre gel de agarosa. Los pldsmidos que poseen un inserto detectado bajo luz
UV después del marcado del gel con bromuro de etidio, han sido seleccionados para la secuenciacién
del inserto, después de la hibridacién con un cebador complementario del promotor T7 presente sobre el
pléasmido de clonacién del TA cloning kit®. La reaccién previa a la secuenciacién ha sido efectuada a con-
tinuacion segin el método recomendado para el uso del kit de secuenciacion “PRISM™ Ready Reaction
AmpliTaq® FS, DyeDeoxy™ Terminator” (Applied Biosystems, ref. 402119) y la secuenciacion automa-
tica ha sido realizada en los aparatos 373 A y 377 de Applied Biosystems, segtn las instrucciones del
fabricante.

El clon LB13 obtenido contiene una regién N-terminal del gen gag MSRV-1 homoéloga al clon 2 y un LTR que
corresponde a una parte de la region US. Entre la region US y gag se ha identificado un sitio de fijacion para los ARN
de transferencia, el PBS “primer binding site”.

La secuencia nucleotidica del fragmento de 764 pb del clon LB13 en el plasmido “pCR™ VECTOR” est4 repre-
sentado en el identificador SEC ID n° 141.

El sitio de fijacién para los ARN de transferencia, que presentan una secuencia de tipo PBS triptéfano, ha sido
identificado en posicién nucleotidica n® 342-359 del clon LB13.

Puesto que este mismo PBS se ha encontrado nuevamente en las copias endégenas homdlogas a MSRV-1, la
familia end6gena asi definida se denominard de ahora en adelante HERV W, segtin la nomenclatura propuesta para las
familias de retrovirus endégenos (W=Triptéfano).

Un OREF corto de aproximadamente 65 aminodcidos se ha encontrado en la regién US del LTR 5’ del clon LB13.

Secuencia del ORF:

PMASNRAITLTAWSKIPFLGIRETKNPRSENTRLATMLEAAHHHEGSSPPLSWELWEQGPQVTIW.

La secuencia nucleotidica correspondiente que empieza con un codén ATG es susceptible de ser expresada en un
ADN subgenémico a partir de un LTR proviral (U3RUS).

Otro clon, denominado LA1S5, ha sido obtenido sobre el ARN total extraido de viriones concentrados mediante
ultracentrifugacién a partir de un sobrenadante de cultivo de sinoviocitos que proceden de un paciente que padece
poliartritis reumatoide. La estrategia de amplificacién y clonacién del clon LA15 es exactamente la misma que la que
se ha usado para el clon LB13.

La secuencia nucleotidica del clon LA15 que estd representada en el identificador SEC ID n° 142 es muy similar

al clon LB13. Esto sugiere que el retrovirus MSRV-1 detectado en la esclerosis en placas presenta unas secuencias
similares a las encontradas en la poliartritis reumatoide.
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Ejemplo 8
Reconstruccion de una region RU5S-GAG a partir de los clones LB15, LB13, CL2 y CL17

Los clones CL2 y LB13 ya se han descrito en los ejemplos anteriores. El clon LB15 se ha obtenido usando la
secuencia R del LTR del clon c16 para definir un cebador en 5’ y los cebadores anti-sentido usados son los mismos
que para el clon LB13. El clon CL17 se ha obtenido por RT-PCR anidada usando los cebadores siguientes:

5’-TCATGCAACTGCACTCTTCTGGTCCG-3’ (sentido)
5’-TCTTGCACTAACCTCCACTGTCCGTTCC-3’ (anti-sentido)
5’-ATCCCCCAGTAACAATTTGGTGACCACG-3’ (sentido)
5’-TCGGGTCTAAGAGGGTACTTCCTTTGGTACC-3’ (anti-sentido)

El clon LB15 se ha obtenido a partir de viriones obtenidos mediante cultivo de células de SEP. El clon LB17 se ha
obtenido a partir del cultivo de plasma de paciente SEP.

Estos clones que se solapan han permitido reconstruir una secuencia RU5-gag con un ORF potencial dentro del
gen GAG, tal como las representadas en la figura 14.

Ejemplo 9
Obtencion de un clon 87-23

La regién que corresponde a la integrasa se ha amplificado y clonado a partir de plasma de SEP usando una RT-
PCR semi-anidada con los cebadores siguientes situados en las regiones pol y env de MSRV 1.

En la regi6n pol:
5’-TTACGCAGGTCTCAGGGATGAGCTT-3’ (sentido-PCR primaria)
5’-CGGCAGTAGCAGTCTTAGTATCTGAAGCAGTTA-3’ (sentido-PCR secundaria)

En la regi6n env:
5’-GGTACGGAGGGTTTCATGTAGTTTTGAG-3’ (PCR anti sentido primaria y secundaria)

El clon amplificado comprende 774 pb en la regién pol/RT, toda la regién integrasa (1.197 pb) y el inicio de la
region env (480 pb). En la figura 15 se muestra la secuencia nucleotidica que corresponde a la region integrasa y la
traduccion en aminodcidos del ORF potencial.

Ejemplo 10

Confirmacion de la presencia de ARN que contiene unas secuencias ENV parecidas a ERV9 en las particulas retrovi-
rales asociadas al genoma MSRV1

Unas secuencias parecidas a ERV9 se han encontrado en proporcidén minoritaria en las preparaciones del virién
procedente de SEP en relacién con las secuencias MSRV 1. Se ha descrito la existencia de fenémenos de co-encap-
sidacion de secuencias enddgenas filogenéticamente cercanas en las particulas retrovirales producidas por una cepa
replicativa. De manera sorprendente, una regién de ARN que comprende un inicio ORF en la parte 3’ de env y que
continda potencialmente en el LTR3’ ha sido encontrada de nuevo en diferentes muestras de SEP. Con el fin de precisar
la existencia de un ORF se han realizado unos ensayos de transcripcién-traduccién y han permitido mostrar la realidad
de un ORF env que contiene la totalidad de la parte transmembranaria (TM) y que se termina en el inicio del LTR pu-
tativo. Sin embargo, una trama adicional (ORFX) sigue y continda dentro del LTR3’. Los dos productos de expresién
se han visualizado y sus ORF respectivos han sido subclonados. La figura 16 representa las secuencias nucleotidica y
peptidica del clon B13 descrito anteriormente precisando los ORF en la regién env truncada y en el LTR putativo. La
presencia de dichos ARN puede ser el origen de recombinaciones con la cepa replicativa, y por consiguiente, generar
unas cepas de patogenicidad modificada.
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REIVINDICACIONES

1. Material nucleico, en estado aislado o purificado, que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de
entre el grupo constituido por (i) SEC ID n° 130; (ii) la secuencia complementaria de (i); y (iii) las secuencias que
presentan para cualquier sucesion de 100 monémeros contiguos, por lo menos 50% de identidad con las secuencias (i)
o (ii) respectivamente, siendo dicho material nucleico diferente de la secuencia HSAC64 del clon humano RG083MO05
accesible en la base de datos EMBL, con el niimero AC000064.1.

2. Material nucleico segtn la reivindicacién 1, caracterizado porque las secuencias (iii) son las secuencias que
presentan para cualquier sucesion de 100 mondmeros contiguos por lo menos 70% de identidad con las secuencias (i)
o (ii) respectivamente.

3. Material nucleico, en estado aislado o purificado, que codifica para un polipéptido que presenta, para cualquier
sucesion contigua de por lo menos 30 aminodcidos, por lo menos 50% de identidad con una secuencia peptidica
seleccionada de entre el grupo constituido por la SEC ID n° 135 y SEC ID n° 137, siendo dicho material nucleico
diferente de la secuencia HSAC64 del clon humano RG083MO05 accesible en la base de datos EMBL, con el nimero
AC000064.1.

4. Material nucleico segun la reivindicacién 3, caracterizado porque codifica para un polipéptido que presenta,
para cualquier sucesion de por lo menos 30 aminodcidos, por lo menos 70% de identidad con SEC ID n° 135 o SEC
ID n° 137.

5. Material nucleico retroviral, cuyo extremo 3’ del gen gag termina en el nucleétido 1418 de SEC ID n° 130.

6. Material nucleico retroviral segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque estd aso-
ciado a por lo menos una enfermedad autoinmune tal como la esclerosis en placas o la poliartritis reumatoide.

7. Fragmento nucleotidico que comprende una secuencia nucleotidica seleccionada de entre el grupo constituido
por (i) SEC ID n° 130; (ii) la secuencia complementaria de (i); y (iii) las secuencias que presentan para cualquier
sucesion de 100 mondmeros contiguos, por lo menos 50%, y preferentemente por lo menos 70% de homologia con las
secuencias (i) o (ii) respectivamente, siendo dicho fragmento nucleotidico diferente de la secuencia HSAC64 del clon
humano RG083MO05 accesible en la base de datos EMBL, con el nimero AC000064.1.

8. Fragmento nucleotidico segun la reivindicacién 7, que consiste en una secuencia nucleotidica seleccionada de
entre el grupo constituido por (i) SEC ID n® 130; (ii) la secuencia complementaria de (i); y (iii) las secuencias que
presentan para cualquier sucesién de 100 monémeros contiguos, por lo menos 50% de identidad con las secuencias (i)
o (ii) respectivamente.

9. Fragmento segun la reivindicacién 7 u 8, caracterizado porque las secuencias (iii) son las secuencias que
presentan para cualquier sucesion de 100 mondmeros contiguos por lo menos 70% de identidad con las secuencias (i)
o (ii) respectivamente.

10. Fragmento nucleotidico que comprende una secuencia nucleotidica que codifica para un polipéptido que pre-
senta, para cualquier sucesion contigua de por lo menos 30 aminodcidos, por lo menos 50% de identidad con una
secuencia peptidica seleccionada de entre el grupo constituido por las SEC ID n° 135 y SEC ID n° 137, siendo dicho
fragmento nucleotidico diferente de la secuencia HSAC64 del clon humano RGO83MO05 accesible en la base de datos
EMBL, con el nimero AC000064.

11. Fragmento nucleotidico segtin la reivindicacién 10, que consiste en una secuencia nucleotidica que codifica
para un polipéptido que presenta, para cualquier sucesién contigua de por lo menos 30 aminodcidos, por lo menos
50% de identidad con una secuencia peptidica seleccionada de entre el grupo constituido por las SEC ID n°® 135 y SEC
ID n® 137.

12. Fragmento segtn la reivindicacién 11, caracterizado porque codifica para un polipéptido que presenta, para
cualquier sucesion de por lo menos 30 aminoécidos, por lo menos 70% de identidad con las SEC ID n° 135 y SEC ID
n° 137.

13. Sonda nucleica para la deteccioén de un retrovirus asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reuma-
toide, caracterizada porque es susceptible de hibridarse especificamente sobre cualquier fragmento segiin cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 12, que pertenece al genoma de dicho retrovirus.

14. Sonda segtn la reivindicacién 13, caracterizada porque comprende de 10 a 100 nucleétidos.

15. Sonda segtn la reivindicacién 14, caracterizada porque comprende de 10 a 30 nucleétidos.
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16. Cebador para la amplificacién mediante polimerizacién de un ARN o de un ADN de un retrovirus asociado a la
esclerosis en placas y/o a la poliartritis reumatoide, caracterizado porque comprende un fragmento segin cualquiera
de las reivindicaciones 7 a 12.

17. Cebador segtn la reivindicacién 16, caracterizado porque su secuencia nucleotidica se selecciona de entre las
SEC ID n° 127, SEC ID n° 128, SEC ID n° 129, SEC ID n° 132 y SEC ID n° 133.

18. ARN que comprende un fragmento segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.
19. ADN que comprende un fragmento segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.

20. Vector de replicacién y/o de expresion, que comprende un fragmento genémico del material nucleico segin
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 o un fragmento segtin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.

21. Péptido codificado por cualquier marco de lectura abierto que pertenece a un fragmento nucleotidico segtin
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 10, que forma o que comprende un determinante antigénico reconocido por
unos sueros de pacientes infectados por el virus MSRV-1 y/o en los que el virus MSRV-1 se ha reactivado.

22. Péptido segtn la reivindicacién 21, que comprende una secuencia idéntica a una secuencia seleccionada de
entre las SEC ID n° 135 y SEC ID n° 137.

23. Composicién diagndstica, profilactica o terapéutica para inhibir la expresion de por lo menos un retrovirus
asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reumatoide, que comprende un fragmento nucleotidico segin
cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.

24. Procedimiento para detectar un retrovirus asociado a la esclerosis en placas y/o a la poliartritis reumatoide, en
una muestra bioldgica, caracterizado porque se pone en contacto un ARN y/o un ADN que presuntamente pertenece
o que procede de dicho retrovirus, o su ARN y/o ADN complementario, con una composiciéon que comprende un
fragmento nucleotidico segiin cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12.
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FIG 2 (continuacion)
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FIG 4 (continuacion)
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FIG 4 (continuacion)
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FIG 4 ((continuacion)
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FIG 5 (continuacién)
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FIG 5 (continuacion)
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FIG S (continuacion)
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FIG 6 (continuacion)
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Y NVT TKS DTN PK.E KCR

I ML LLNQ TLT PNE RSAA
CY Y .I RH.P QMZR EWVP

CTGTAACTGC AGCCOGAGAG TTTGROGATC TTTGGTATCT CAGTCAGICOC 700
CNC S PRV WRS LVS QSG2Q
VTA ARE FGDL WYL S QA

L .LQ PES LAI FGIS VRP

ANCAATAGGA TGACAACAGA GGAAMGAACA ACTOCUCACAG GOCAGCAGC 750
Q. D DNR GKNN SHR PAG
NNRM TTE ERT TPTG QQA
TIG . QQR KEQ LPQ A SRNZQ

ACTTOOCAGT GTAGMOCTC ATTGIGACAC AGAATCAGAA CATGGAGATT 800
S SQC RPS LGH RIRT WRIL
VPS VDPH WDT ESE HGDW
FPV . TL IGTQ NQN METI

GGTGOCACAA ACATTTGUTA ACTTGOGIGC TAGAAGGACT GRGGAAAACT 80
VPQ TFANULRAIRRT EEN

CHK HLL TCVL EGL RKT
GATN I C. LAC .KD. GXL

AQGAAGAANGC CTATGAATTA CTCARIGAIG TCOCACTATAA CACAGGGAAA 900
EEA YEL LNDV HYN TGK

RKKP MNY SMM STIT QGK
GRS L . ITQ.C PL . HREHR

GGAAGAAAAT CTTACTGCIT TICTGGACAG ACTAMGEGAG GCATTGAGGA 950
GRKS YCF SGQ TKGG I EEB
EEN LTAF LDR LRE ALRK

K XKI LLL FWTD .GRH .G

ACATAOCTC CCTGTCACCT GACTCTATIG AAGGOCAACT ARTCTTAAAG 1000
AYL PVT. LY. RPT NLIKSG
HTS L SP DSIE GQL ILK
S I PP CHL TLL KAN. S . R
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FIG 6 (continuacién)

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 12342676890
GATAAGTTTA TCACTCAGIC AGCTGCAGAC ATTAGAAAAA ACTTCAAARG 1050
. VY HSV SCRH . KK LQK
DKFI TQS AAD IRKN FKS
I1 SL SLSQ LQT LEK TS KWV

TCTGOCTTAG GOUCGGAGCA GAACTTAGAA ACOCCTATTTA ACTTGGCATC 1100

S ALG PEQ NLE TLFN LAS
LP. ARSR T.K PYL TWHP
CLR PGA ELRN PI . LGTI

CTCAGTTTTT TATAATAGAG ATCAGGAGGA GCAGGOGAAA CGGGACAAAC 1150
S VF YNRD QEE QAK RDIKR

Q FF I TETIRRS RRNGTN
LSFL . .R SGG AGET GOQT

GGGATAARAA ARMANGEIEG GOTCCACTAC TTITAGTCATIG GOOCTCAGGC 1200
DKK KRG GPLUL . SW PSG

G I KK KGG VHY F SHG P QA

G .K KKGG STT L VM ALRDZOQ

AAGCAGACTT TGGAGGCTCT GCARARGGGA AAAGCTGGGC AAATCAAATG 1250

KQTL EAL QKG KAGQ I X C

S RL WRLC KRE KLG KSNA
ADF GGS AKGIEK S WA NQM

CCTAATAGG CTGGCTTCCA GITGOGGICTA CAMGGACRCT TTAAAARAGA 1300
LIG LASS AVY KDT L KKI
. G WLP VRST RTL . KR
PNRA GFQ CGL QGHF KXKD

TTATOCAAGT AGAAATAAGC (EOOOCTTG TUCATGOOC TIAQGTCAAG 1350
IQV EIS RPLV HAP Y VK
LSK. K.A APL SMPL TSR
YPS RNKP PPC PCP LRQG

GGARTCACTG GAAGGOOCAC TGOOOCAGG GATGAAGATA CICIGAGTCA 1400
GITG RPT APG DEDT L S Q
ESL EGPL PQG MKTI L . VR
NHW KAH CPRG . RY S8 ES

GAMXCATTA AOCAGATGAT OCAGCAGCAG GACTGAGGST GOOOEXEG 1450
KPL TR .S 8SSR TEG ARGE
S H. PDD PAAG LRV PGA
EAINQMI QQQ D.GC PGR

AGOOOCAC CATGOCATCA QOCTCACAGA GOOOOGGGTA TGTTIGACCA 1500
RQP MPS PSQS PGY V . P
S ASP CHH PHR APGM F DH
APA HAIT LTE PRV CLTI
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FIG 6 (continuacion)
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PIG 7

10 20 30 40 50

23 8 3
ATGGGCAGCA GOCATCATCA TCATCATCAC AGCAGOGIXC TGGTOO0G0G
M GS S HHH HHH S§SGL VPR

OGGCAGOCAT ATGGCTAGCA TGACTGGTGG ACAGCARATG GGTOGGATOC
G SH MASM TGG QQM GRTIWL

TAGAMIGTAT TCTGGAGAAT TGGGACCAAT GTGACACTCA GACQXCTAAGA
ERI LEN WDQC DTQ TULR

AAGAAMCGAT TTATATTCTT CTGCAGTACC GOCTARCCAC AATATOCTCT
K XKRF IFF CST AWPOQ YPL

TCAAGGGAGA GAAACCTGOC TTCCTGAGGG AAGTATAAAT TATAACATCA
Q GR ETWL PEG SIN YNTII

TCTTACAGCT AGACCTCTTC TGTAGAAAGG AGGGCAARTG GRAGTGAAGTG
LQL DLF CRIKXE GKW SEWV

CCATATGTGC AAACTTTCTT TTCATTAAGA GACAACTCAC AATTATGTAA
PYVQ TFF 8SLR DNSQ LCK

AAMGTGTGGT TTATGOOCTA CAGGANXXC TCAGAGTCCA CCTOCCTAT
KCG LCPT GSP QS?P PPYP

QCAGOGTOCC CTOOCOGACT CCTTOCTCAA CTAATAAGGA CCQOOCTTTA
S VP SPT PSST NKD PPL

ACCCAAMOGG TCCAAARGGA GATAGARCAAA GGGGTAAACA ATGAAOCARMA
TQTV QKE I DK GVNN EZPK

GAGTGOCAAT ATTCOXCGAT TATGOOCCCT CQCAMGCAGTG AGRGGAGGRAG
S AN I PRL CPL QAV RGGE

AATTOE00C AGOCAGAGTG CCTGTACCTT TTICTCICTC AGACTTAANG
PGP ARV PVPF SLS DLK

CAAATTAAAA TAGAOCTAGG TAAATTCICA GATAAOCCTG ACGGCTATAT
Q I XKI DLG KPS DNPD GYTI

TGRIGTTTIA CAMGGGTTAG GACAATCCTT TGATCTGACA TGGAGAGATA
DVL QGLG QSF DLT WRDI

TAATGTTACT ACTAAATCAG ACACTAACCC CAAATGAGAG AAGIGOOOCT
M LL LNQ TLTP NER S AA

GTAACTGCAG OQOOGAGAGTT TGGUGATCTT TGGTATCTCA GTCAGGOCAA
VTAA REF GDL WYLS QAN
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FIG 7 (continuacion)

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567830

CARTAGGATG ACAACAGAGG AAAGAACAAC TOCCACAGGC CACCAGGCAG
NRM TTEE RTT PTG QQAV

TTOOCAGTGT AGACCCTCAT TGOGACACAG AATCAGAACA TUGRAGATTGG
PSV DPH WDTE SEH GDW

TACACAAAC ATTTGCTAAC TTGOGTGCTA GAAGGACTGA GGAAAACTAG
CHXH LLT CVL EGLR KTR

GAAGANGCCT ATGAATTACT CAATGATGTC CACTATAACA CAGGGAAAGG
KKP MNYS MMS TIT QGIKE

AAGAARATCT TACTGCTTTT CTGGACAGAC TAAGGGAGAC ATTGAGGARG
ENL TAF LDRL REA L RK

CATACCTOOC TGICACCTGA CTCTATTGAA GGOCAACTAA TCTTAAAGGA
HTSL S PD SIE GQLTI LKD

TARGTTTATC ACTCAGTCAG CTGCAGACAT TAGARAAANC TTCAAAAGTC
K¥FFI TQSA ADI RKN FKZSL

TCOCTAAGCT TGOGGOUGCA CTGGAGCACC AOCACCACCA CCACTGAGAT
PKXKL AAA LEHH HHH H .D

OOGGCTGCTA ACAAAGOOOG AAAGGAAGCT GAGTTAGCIN GTGXMNA
PAAN KAR KEA ELAX G
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FIG 8

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234367890

TCTGGAGAAT TGAGACCAAT GTGACACTCA GACGCTAAGA AAGAANCGAT
LEN WDQC DTQ TLR KKRF

TTATATTCTT CTQCAGTACC GOCTGROCAC AATATCCTCT TCAAGOGAGA
I FF CST AWPQ YPL QGR

GAAACCTGEC TTOCTGAGGG AAGTATAAAT TATAACATCA TCTTACAGTT
ETWL PEG S§IN YNTII LQL

ARACTTTCIT TTCATTAAGA GACAACTCAC AATTATGTAA AAAGTGTGGT
T FF SLR DNSQ LCK KCG

TTATGOOCTA CAGGAAGOOC TCAGAGTCCA QUTOOCTACC CCAGOGTCRC
LCPT GSP QSP PPYP S§VP

CTOOXOGACT CCTTCCTCAA CTAATAAGGA COOCCCTITA ACCCAAAOG
S PT PSST NKD PPL TQTYV

TOCAAAAGGA GATAGACAAA GGGGTAAACA ATGAAOCAAA GAGTGUCRAT
Q KE I DK GVNNEPK SAN

ATTOOCXGAT TATGOXXCT CCAAGCAGIG AGAGGRAGGAG AATTOEEOCC
I PRL CPL QAV RGGE FGP

NOCAGAGIG CCTGTACCTT TTTCICICIC AGACTTAAAG CARATTAAAA
ARV PVPF SLS DLK QTIZKTI

TAGACCTAGS TAAATTCTCA GATRACOCCTG ACGGCTATAT TGATGTTTTA
DLG KFS DNPD GYI DVL

CANGGGTTAG GACARTCCTT TGATCTGACA TGGAGAGATA TAKIGTTACT
QGLG QSF DLT WRDI MLL

ACTAAATCAG ACACTAAOCC CAAATGAGAG AAGTAOOXCT GIAACTOCAG
LNQ TLTP NER SAA VTAA

COOGAGAGTT TGEOGATCTT TGGTATCTCA GICAGGOCAA CAATAGGATG
REF GDL WYLS QAN NRM

ACAMNCPAGNG ARAGARCANC TOOCACAGGC CAGCAGACAG TTOCCAGTGT
TP EE RTT PTG QQAV PSSV
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FIG 8 (continuacion)

10 2 40 50

0 30
1234567890 1234567890 1234567890 1234567820 1234567890
AGPOCCTCAT TGOGACACAG AATCAGARCA TGGAGATTGG TGOCACAAAC
DPH WDTE SEH GDW CHKH

ATTIGCTAAC TTGOGIGCTA GAAGGACTGA GGAAMACTAG GAMGAAGCCT
LLT CVL EGLR KTR KKP

ATGAATTACT CAATGATGTC CACTATAACA CAGGGAAAGG AAGAAAATCT
MNYS MMS TIT QGEKE ENL

TACTGCTTTT CTGGACAGAC TAAGGGAGGC ATTGAGGAAG CATACCTOCC
TAF LDRL REA LRK HTZ SL

TGTCAOCTGA CICTATTGAA GOCCARCTAA TCTTAAAGGA TAAGITTATC
S PD S TE GQULTI LKD KFI

ACTCAGTCAG CTGCAGACAT TAGAAAAAAC TTCAAARGTC TGOCTAAGCT
T Q S A ADI RKN FKSL PKL

TGOGGOOGCA CTOGAGCACC AOCACQCACA (CACTGAGAT QOXGECTGCTA
A AA LEHH HHHH.D P AAN

ACAANOOOG AARNGGANGCT GAGTTGACTG GIGGCA
KAR KEA ELAG G

40

850

900

950

1000

1050

1100

1150

1186



ES 2331251 T3

PIG 9

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567890 1234567890
TETCORCTGT QCTOCTGATC CAGCACAGAC GOCCATTGOC TCTCQCAATT 0
C PLC S8S.8 STG AHCL S QL
VRC APDP AQA PIA S PNW

S AV LLI QHRR PLP L PTI

GOGCTAAAGG CTTGOCATIG TTCCTACACA GCTAAGIGCC TGGGTTCATC 100
G .R LAIV PAQ LSA WVHP
AKG LPL FLHS . VP GFI
GLXKA CHC sCT AKCL G S S

CTAATOGAGC TGAACACTAG TCACTGGGIT CCACGGTICT CTTOCATGRC 150
NRA EH. sSLGS TVL FHD
L I EL NTS HWV PRFS SMT

s s . TLV TGF HGS L P . P

CCATGOCTTC. TAATAGAGCT ATAACACTCA CTGCATGGIC CAAGATTCCA 200
PWILL IEL .HS LHGP RTFH
HGF . .SY NTH CMV QDSTI
MAS NRATITLT AWS KTITP

TTOCTTGGAA TOOGTGAGAC CAAGAAOOCC AGGTCAGAGA ACACAAGXCT 250
S LE S VRPRTP GQR T QGIL
PWN P . D QEPQ VRE HKA
FLGI RET KNP RSENTRL

TGOCACCATG ‘TTGGAAGCAG COCACCACCA TTTTGGAAGC AGCOCGOCAC 300
PPC WKOQ PTTI LEA ARH
CHHV GSS PPP FWEKOQ PAT
ATM LEAA HHH FGS S PPL

TATCTTGGGA GCTCTGGGAG CAAGGACOCC AGGTAACAAT TTGGTGACCA 350

YLGS SGS KDP R . QF GDH

1 LG ALGAIU RTPGNNTILVTT
SWE LWE QGPQ VTI W.UP

CGAAGIGACC TGAATOOGCA ACCATGAAGG GATCTCCAAA GCAATTGGAA 400
EGT . IRNUHEG I SK AIGN
KGP ESA TMKG SPK QLE
RRDL NPQ P.R DLQS NWEK
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FIG 9 (continuacion)

10 20 30 40 S0
34567 890 0 1234
ATGTTCCTCC CAAGGCAAAA ATGOCCCTAA GATGTATICT GGAGARATTGG 450
VPP KAK MPLR CIVL ENW
M FLP RQK CP. DVFW RIG
C SS QGKN APK MYS GELG

GACCAATTTG AC0CCTCAGAC AGTAAGAAAA AAATGACTTA TATTCTICTG S00
DQFD PQT VREK K.LTI FFOC

T NL TLRQ . EK NDIL Y S S A

P I . PSD SKKIK MTY IVLL

CAGTACQGOC CTGACOCACGA TATCCTCTIC AAGGGGGAGA AACCTGACCT 550
S TA LATI SSS RGR NLAS
VPP WPR YPLQ GGE TWwWP

Q YRP GHD ILVF KGEZXK PGL

OCTGAGGGAA GTATAAATTA TAACACCATC TTACAGCTAG ACCIGITITG 600
G K YKL . HHL TAR P VL

PEGS INY NTI LQLD LVFC
LRE V.II TPS YS. TCTFUV

TAGAAAAGGA QGCAAATGGA GIGAAGIGOC ATATTTACAA ACTTICTTIT 650
KRR QME . SA I FTN FLF
RKG GKWS EVP YLQ TFTFS
EXKE ANG VKCH IYIK LSTF

CATTAAMAGA CAACTOGCAA TTATGITAAC AGIGIGATIT GIGTTCCTRC 700
I KR QLAI MLT V.F VFULH
LKD NSQ LC.Q CbDL CsY
H.KT TRN YVN SVIC VPT

ADGGAAGOOC TCAGATTCTA CTOOOCACOC QOGGCATCTIC QUCTGAATCC 750
GSP QIL LPTP GIS PES
TEAL RFY S PP PASP LNP
RKP SDST PHP RHL P . 1ITP

CTCOCCAACT TATT 764
L PNL

S PT Y

PQL I
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FI1G6 10

10 20 30 40 S0
23456 4 234 4567890 1234567
TGTOOGCTIGT GCTOCTGATC CAGCACAGRC GOOCATTGOC TCTOOCAATT
CcCPLC S.S STG AHCL SQL
VRC APDP AQA PIA SPNW
S AV LLI QHRR PLP L PTI

GQGGCTAAAGG CTTGOCATTG TTOCTGCACA GCTAAGTGCC TGGGTTCATC
G . R LAIV PAQ L SA WVHP
A KG LPL FLHS . VP GFI
G LKA CHC sSsCT AKCL GSS

CTAATOGAGC TGAACACTAG TCACTGGGIT CCACGGTTCT CTTCCATGAC
N RA E R . S LGS TVUL FHD
L I EL NTS HWV PRFZS SMT

s s .TLV TGF HGS L P . P

CCATGECTIC TAATAGAGCT ATAACACTCA CTGCATGGTC CAAGATTOCA
PWLL I EL . HS LHGP RTFH
HGF . . SY NTH CMV QDSI
MAS NRA I TLT AWS KIP

TIOCTTAEGAA TOOGTGAGAC CAAGAAOOCC AGGTCAGAGA ACACANGRCT
S LE SVRPRTP GQR TOQGTL
PWN P . D QEPQ VRE HKA

FLGI RET KNP RSEN TRL

TGOCACCATG TTGGAAGCAG COCACCACCA TTTTGGAAGC GROOOGOCAC
PPC WKOQ PTTI LEA ARH

CHHV GSS PPP FWIKR PAT
A TM LEAA HHH FGS GPZPL

TATCTIGRGA GCTCTGEGAG CAAGGANXYC CAGGTAACAA TTTGGIGALC
YLGS SGS KDP QVTTI W.P
I LG ALGA RTP R .Q FGDH
S WE LWE QGPP GNNLVT

ACGANGGGAC CTGAATOOGC AACCATGARG GGATCTOCAA AGCARATTGGA
RRD LNPQ P.R DLQ SNWK
EGT . I R NHEG ISK AIG

T K GP ESA TMK GSPK QLE
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FIG 10 (continuacion)

10 20 30 40 50
1234567890 1234567890 1234567890 1234567830 1234567830

AATCTTOCTC CCAAGOCAAA AATGOOCCTA AGATGIATIC TGGERAGAATTG
CSS QGK NAPK MYS GEL
NVPP KAK MPL RCIL ENW
MFL PRQK CP. DVF WRTIG

GQGACCAATCT GACOCTCAGA CAGTAAGAAA AAAAATGACT TATATTCTIC
G PI . PSD SKEK KNDL Y S S
DOS DPQT VREK KMT Y ILL
T NL TLR Q .EK K.L IFTF

TOCAGTACOG OCTGROCAOG GATATOCTCT TCAAGEEEGA GAAACCTGAC
AVP PGHG YPL QGG ETWP
Q YR LAT DILF KGE KZPGEGC

C STA WPR I SS SRGR NILA

CTOCTGAGSG ARGTATAAAT TATAACAOCA TCTTACAGCT AGACCIGTIT
PEG SINYNTTI LQL DULF
LLRE V.I T TP SYS . TCTF
S .G KYXUL . HH LTA RPVL

TGTAGAAAAG GAGGCAAATG GAGTGAAGIG CCATATTIAC AAACTTTCIT
CRKG GKW SEV PYLOQ TFF
VEK EANG VKC HIY KLSTF

K R RQM E . SA I FT NFL

TTICATTAAAA GACAACTORC AATTATGTAA ACAGIGIGAT TIGIGICCTA
S LK DNSQ LCK QCD LCPT
H. XK TTR NYVN sVI CVL

FI KR QLA IM. TV.F VSY

CAGGAAGOOC TCAGATCTAC CTOOCTACCC ORGCATCTOC CTGACTOCTT
G SP QIY LPTP ASP . LL
QEAL RST SLP RHLP DSF
RKP SDLP PYP GIS L TPS

OOCCAACTAA TAAGGACCCA CTTCAGOOCA AACAGTOCAA AAGGACATAG
PQLI RTH FSP NSPK GH
P N . . GPT SAQ TVQ KDI
P TN KDP LQPK QSK RT
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FIG 11

20 30 40 50
23456 234567 1234567 1234567890

THQ MAK SLFT GPG
A PIRWPN HYL LDOQA
HPS DGOQI I I Y WTR

CCTTTTCAAA ACTATCAAGC AGATAGRACC CGTGAAGCAT GOCAAAGAAA
L FX TIZ KOQ IGP VKH AKEI
FSK LSS R.GP . S M PKHK

P F QN

Y QA DRA REAC QRN

TAATCOOCTG OCTTATCGCC ATGTTCCTTC AGGAGAACAA AGRACAGHCC
I P C

S P A

p

I

L

S

L I A MFLQ ENZK EQA
LS P CSF RRTI K NRP
P YRH VPS GEQ RTGH

K TG N .I L PTW PNV
G RLA TRPF YPH GQMS
EDW QLDF THM AKZEC

s I Y. SGQ I LS LVGW
A ST SLGR YFH WLG

QO GFQ HLL VWA DTVFT GWV

GGAGICTTCT OCTIGTAGGA CAGAAAAGAC CCAAGAGGTA ATAARGGCAC
SLL LVG QKRP KR . . RH

G V F S

E

S

S

L .D RKD PRGN KGT
PCRT EKT QEV IKAL

TAATGAAATA ATTCCCAGAT TTGEACTTCC COCAGGATTA CAGGGIGACA

N
M

. NN
E

K

I

S QI WTS PRIT G .Q
I PRF GLP PGL QGDN
FPD LDFP QDY RVT
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FIG 11 (continuacion)

10 20 30 40 50
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ATGEO00OGC TTTCAAGGCT GCAGTAANCC AGGGAGTATC OCAGGIGITA

WPR FQGC SNP GSI P GVR
G PA FKA AVTQ GVS QVL
MAPL SRL Q. P REYUP RC

GGCATACAAT ATCACTTACA CTGIGCCTGG AGGCCACAAT CCTCCAGAAA
HTI SLT LCLE ATTI L QK

G I QY HLH CAW RPQS S RK
A YN I TYT VPG GHN P PEK

AGTCAAGAAA ATGAATGAAA CACTCAAAGA TCTAAAAAAG CTAACCCAAG

S QEN E. N TQR S KKA A NPR
VKK MNET LI KD L KK L TQE
S RK . MK HSKI . K S . PK

AAACCCACAT TGCATGALCT GITCIGTTGC CTATAACCIT ACTAAGAATC
NPH CMTC SVA YNL TTKNP
T HI A . P VLLP ITUL LRI

KPTL HDL FPCCL . PY . ES

CATAACTATC OCCCAAAAAG CAGGACTTAG COCATACGAG ATGCTATATG
. L S PKK QDLA HTR CYM
HNY?P PKS RT. PIZRUD AIW
I TI PQKA GLS PYE MLYG

GATGOCCTIT CCTAACCAAT GACCTTGIRC TTGACTGAGA AATGGEOCAAC
bDGLSsS .PM TLCULTTEI K WPT
MAF PNQ. PCA . LR NGQIL
WPF LTN DLVL D.E MAN

TTAGTTGCAG ACATCACCTC CTTAGOCAAA TATCAACAAG TTCTTAAAAC

LQ TSsSPP . PN INIK FULIKH
SCR HHL L SQI STS S . N
LvaAaD ITS LAK YQQV L KT
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FIG 11 (continuacion)

10 20 30 40 50
1234567890 4567890 1234567890 12345678
ATCACAGEGA AOCTATOOCC GAGAGGAGGG AMAGGAACTA TTOCAOCCIG 750
HRE PVP ERRE RNY STL
I TGN LSP RGG KGTTI PPW
SQG TCPR EEG KEL FHEPG

GTGACATG 758
v T

. H

D M
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<110> bioMérieux

ES 2331251 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Material nucleico retrovirico y fragmentos nucleotidicos, asociados a la esclerosis en placas, con fines de
diagnéstico, profilcticos y terapéuticos

<130> BR51193

<140>
<141>
<150> FR-9708816
<151> 07-07-1997

<160> 31
<170> PatentIn Ver. 2.1

<210> 68
<211> 34
<212> ADN
<213> humano

<400> 68
gactcgctge agatcgattt teettteett tttt

<210> 69
<211> 30
<212> ADN
<213> humano

<400> 69
gccatcaage cacccaagaa ctcttaactt

<210> 170
<211> 30
<212> ADN
<213> humano

<400> 70
ccaatagcca qadeattata tacactaatt

<210> 112
<211> 310
<212> ADN
<213> humano

34

30

30
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<400> 112

tccectetgg gaaaccaage cccagtacte 60

aggacatact ttcctcccct ccagatggct 120
tgcagctaac caacagaaat tacttaaaac 180
tagcacccat cagatggcca aattattatt 240
gaagatagtc aggggctgtg aagtgtgceca 300

gcttatagaa ggacccctag tatggggtaa
3 agcaggaaaa atagaatagg aaacctcaca
agccactgag gaaggaaaaa tactttcace
ccttcaccaa accttccact taggcattga

10 tactggacca ggecttttca aaactatcaa
aagaaataat 310
S <210> 113
15
<211> 103
<212> PRT
<213> humano
20
<400> 113
Leu Ile Glu Gly Pro Leu Val Trp Gly Asn Pro Leu Trp Glu Thr Lys
1 5 10 15
25
Pro Gln Tyr Ser Ala Gly Lys Ile Glu Xaa Glu Thr Ser Gla Gly His
20 25 30
30 Thr Phe Leu Pro Ser Arg Trp Leu Ala Thr Glu Glu Gly Lys Ile Leu
35 40 45
Ser Pro Ala Ala Asn Gln Gln Lys Leu Leu Lys Thr Leu His Gln Thr
50 35 €0
35
Phe His Leu Gly Ile Asp Sar Thr His Gla Met Ala Lys Leu Leu Phe
65 70 15 80
40 Thr Gly Pro Gly Leu Phe Lys Thr Ile Lys Lys Ile Yal Azg Gly Cy3
85 90 93
Glu Val Cys Gln Arg Asn Asn
45 100
<210> 114
<211> 635
5 <212> ADN
<213> humano
<400> 114
5 ccctgraect ttaacctecet tgttaagttt gtctcttcca gaatcaaaac tgraaaacta 60
caaattgetc ttcaaatgga gcaccagatqy gagtccatga ctaagatcea ccgtggacce 120

ctggaccgge ctgctageec atgetccgat gttaatgaca ttgaaggcac ccctcccgag 180
gaaatctcaa ctgcacaacc cctactatge cccaattcag cgggaagcag ttagagcggt 240
60 catcagccaa cCLcceCaac ageacttggy ttttcctgtt gagagggqggqg actgagagac 300
aggactagct ggatttccta ggcecaacgaa gaatccctas gectagetgg gaaggtgact 360
gcatccaccet ctaaacatgg ggcttgcaac ttagctcaca cccgaccaat cagagagctc 420
actaaaatge taattaggca aaaataggag gtaaagaaat agccaatcat ctattgectg 480
6 agagcacagc gggagggaca aggatcggga tataadaccca ggcattcegag ccggcaacgg 540
caaccccett tgggtcccct ccctttgtat gggcgectctg ttttcactct atttcactet 600
attaaatctt gcaactgaaa aaaaaaaaaa aaaaa 635
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<210> 115
211> 177
<212> PRT
<213> humano

<400> 115

<210> 116
<211> 32
<212> ADN

<213> humano

<400> 116

ES 2 331

Pro Cys Ile Phe Asn Leu Leu Val
L S

Thr Val Lys Leu Gln Ile Val Leu
20

Met Thr Lys Ile His Arg Gly Pro
35 40

Ser Asp Val Asn Asp Ile Glu Gly
50 S5

Ala Gin Pro Leu Leu Cys Pro Asn
65 70

tggggttcca tttgtaagac catctgtage tt

<210> 117
<211> 1481
<212> ADN

<213> humano

251 T3

Lys Phe Val Ser Sexr Arg Ile Lys
10 15

Gln Met Glu His Gln Met Glu Ser
25 30

Leu Asp Arg Pro Rla Ser Pro Cys
45

Thr Pro Pro Glu Glu Ile Ser Thr
60

Ser Ala Gly Ser Ser
75

32
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<400> 117

atggccctee
gcacceccte
acgcggeeee
accttcactyg
catgcaaata
ggagccaceg
caaggtcagg
agcaccccta
catactcgece
caaaacccta
cctgttectg
ggacctcttg
agcaatctacta
atagtcetgce
aatggctett
actgaacaag
cttectettqg
acaacctcta
gtcactgact
caaaatcgaa
ggagaagaac
attcgagacc
ctcagccaat
ttactcctct
gaagctgtaa

cttatcatac
catgcegetg
ctggaaatar
cccacacecca
ctcattattg
tetgetggac
caagagaiaaa
gcccctacaa
tggtgagcct
ctaactgteg
aacaatggaa
tttccaatct
tagacacaac
taccctcagg
cagaatctat
atttatacaa
ttatcagagc
ctcagtecta
ccctggtcac
gagctttaga
gctgttatta
gaatacaatg
ggatgccctg
ttggaccctg
agctacagat

ES 2331251 T3

gretctecte
tacaaccagt
tgatgcccca
tatgeccecge
gacaqggaaa
ttacttcacc
acaagtaaag
aggactagtt
atttaatacec
gatgtgcetce
caacttcagec
ggaaataacc
cagctcecaa
aatactteet
gtgcttccte
tcacgrcgta
aggagtgecta
ctacaaacta
cttgcaagat
cttgctaace
tgttaatcaa
tagagcagag
ggttctcecce
tatctttaac
ggtcctacaa

<210> 118
<211> 493
<212> PRT
<213> humano

<400> 118

Met Ala Leu Pro Tyr His Thr

Leu Thr Ala Pro Pro

20

Phe Ala

Gln Glu Phe Leu Xaa

35

Pro Tyr

Ser Leu
SS

Ala Pro Ser Tyr Arg

50

His Thr His Met Pro Arg Asn

actgerectct
agctecccett
tcatatagga
aactgectaca
atgattaace
cataccagta
gaagcaatct
ctctcaaaac
accctcacte
cccctgeacet
acagaaataa
catacctcaa
tgcatcaggt
gtctgtggta
tcactcttag
cctaagcecc
ggcagactag
tctcaagaaa
caacttaact
gccaaaagag
tccagaattg
gagcttcaaa
ttcttaggac
ctccttgtta
atggaaceccce

Sha
10

‘g
J
1]
1~
o
[

Pro Cys

Arg Arg

40

Ser Lys Gly

Cys Tyr Asn

tacccecectee
accaagageet
gtttatcstaa
aceceetgecac
ctagecgtce
tgtctgatgg
cccaactgac
tacatgaaac
ggctccatga
tcaggccata
acaccacttc
acctcacctg
gggtaacacc
cctcagecta
tgcccectat
acaacaaaag
gtactggcat
taaatggtga
ccctagcage
ggggaacceg
tcactgagaa
acaccgaacyg
ctctagcage
agtttgecctc
a

val
Cys Thr
Pro

Leu

Ser
60

Asn

Ser Ala

cgctctcacet
tctatgaaga
gggaaactce
tctttgcacg
tggaggactt
gggtggaatc
ccggggacat
cctccgtace
ggtctcagce
catttcaatc
cgttttagta
tgtaaaactt
tcccacacga
tcatcgrttg
gaccatctac
agtacccatt
tggcagtatc
catggaacag
agtagtcctt
tttacttttta
agttaaagaa
ctggggccta
tctaatacctg
ttccagaatt

Leu Leu 2ro

15

Thr Ser Serx

30

Gly Asn Ile

45

Thr Phe Thr

Thr Leu Cys

60
120
130
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
%00
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1481

Ser

Asp

Ala
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65

His

Pro

sers

val

Pro

145

His

Glu

His

Phe

Ser

225

Ser

Pro

Gly

Phe

Ley

305

Leu

Ala

Gly

Met

Lys

130

Tyr

Thr

val

Phe

Ser

210

Asn

Asn

Pro

Thre

Lesu
290

Tyr

Pro

Asn

Gly

Ser

115

Glu

Lys

Arg

Ser

Arg

195

Thr

Leu

Thr

Thr

Ser

275

Ser

Asn

Phe

Thr

Leu
100

Asp

Ala

Gly

Leu

Ala

180

Pro

Glu

Glu

Ile

Acq

260

Ala

Phe

His

val

His
85

Gly

Gly

Ile

Leu

val

165

Gln

Tyr

Ile

Ile

Asp

245

Ile

Tyr

Leu

val

Ile

ES 2331251 T3

70

Tyc

Ala

Gly

Ser

val

150

Ser

Asn

Ile

Asn

Thr

230

The

val

His

val

val
310

Arg

Tep

Thr

Gly

Gln

133

Leu

Leu

Pro

Ser

Thr

215

His

Thr

Cys

Pro

295

Pro

Ala

Thr

val

Ile
120

Laeu

Ser

Phe

The

Ile

200

Thr

Thr

Ser

Leu

200

Pro

Lys

Gly

Gly

Cys

105

Gln

Thr

Lys

Asn

Asn

185

Pro

Ser

Ser

Ser

Met

Pro

val

Lys

90

Trp

Gly

Arg

Leu

Thr

170

Cys

Val

val

Asn

Gln

250

Ser

Gly

Thz

Ris

Leu

75

Met

Thr

Gln

Gly

His

155

Thr

Tep

Pro

Leu

Leu

235

Cys

Cly

Ser

Ile

Asn

315

Gly

Ile

Tyr

Ala

His

140

Glu

Leu

Met

Glu

val

220

Thr

Ila

Ila

Ser

Tyr

300

Lys

Azg

Asn

Phe

Arg

125

Ser

Thr

Thr

Cys

Gln

208

Gly

Cys

Arg

Pra

Glu

285

The

Arg

Leu

Pro

The
110

Glu

Thr

Leu

Acqg

Leu

190

Tep

Pro

Val

Trp

the

210

Ser

Glu

Val

Gly

Ser
95

His

Lys

Pro

Arg

Leu

175

Pro

Asn

Leu

Lys

Val
255

val C

Met

Gln

Pro

The

80

Cys

Gln

Ser

T™hr

160

His

Leu

Asn

Val

Phe

240

Thr

Cys

Asp

Ile

jao

Gly
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Ile

Glu

Gln

Ala
383

Gly

Lys

-Gln

Leu

Gly

465

Glu

<210> 119

<211>32

Gly

Ile

Asp
370

Leu

Glu

val

Asn

Pro

450

Pro

Ala

<212> ADN
<213> humano

<400> 119

Ser Ile
340

Asn Gly
3ss

Gln Leu

Asp Leu

Glu Arg

Lys Glu
420

Thr Glu
435
Phe Leu

Cys Ile

Val Lys

325

Asn

Leu

Cys
405

Ile

Arg

Gly

Phe

Leu
485

Thr

Met

Ser

Thr

390

Tyr

Arg

Tep

Pro

470

Gln

tcaaaatcga agagctttag acttgctaac cg

<210> 120
<211> 1329

ES 2331251 T3

Ser

Glu

Leu
375

Ala

Tyr

Asp

Gly

Leu

455

Leu

Met

Thr

Gln
360

Ala

Lys

Val

Arg

Leu

440

Ala

Leu

val

Gln

3435

val

Ala

Arg

Asn

Ile

425

Leu

Ala

Val

Leu

330

Phe

Thr

val

Gly

Gln

410

Gln

Ser

Leu

Lys

Gln
490

Tyr

Asp

Val

Gly
335

Ser

Cys

Gln.

Ile

Phe
475

Met

Tyr

Ser

Leu

380

Thr

Arg

Arg

Tep

Leu

460

Val

Glu

Lys

Leu

363

Gln

Cys

Ile

Ala

Met

445

Leu

Ser

Pro

Leu
350

Val

Asn

Leu

val

Glu

430

Pro

Leu

Ser

335

Ser

Thr

Arg

Phe

Thr

415

Glu

Trp

Leu

Arg

Gln

Leu

Azg

Leu

400

Glu

Leu

Val

Phe

Ile
480
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<212> ADN
<213> humano

<400> 120

tcaaaatcga
aggggqgaagaa
aatttgagat
cctcagecaa
tttactccte
tgaagcetgea
aatctacege
agtcaccect
aagcagttag
gggtggactg
anctqgggaag
accaatcaga
aatcatctat
ttcaagccag
cactctattt
ctcaagctga
gctgacttee
acccattgcc
tgggtttgee
ccacggctte
tctgtgaggc
cccactgcca
ccagtaaca

<210> 121
<211> 162
<212> PRT
<213> humano

agagctteayg
tgctgttage
cgaatataac
tggatgcect
tttggaccct
aagctacaaa
ggaccccegqg
cccgaggaaa
ageagetgte
agagacagga
gtgaccgcat
gagctcacta
tgcctgagag
caacagcaac
cactctatta
gctttegtee
atccetttgg
actcccgatc
ctaatagaac
taatagagct
caagaacccc
ttttggtage

ES 2331251 T3

actegctaac
atgectaatca
gtagagcaga
ggactcteee
gtatctccaa
tagttcttca
accggeetge
tctcaactgec
agccaaccte
ctagctggat
ccatctttaa
aaatgctaat
cacagcggga
cccetttggg
aatcatgcaa
gccatccace
atccagcaga
aggctaaagg
tgaacacctgg
ataacactca
aggtcagaga
ggcccacecac

cgccaaaaga
atctggaatc
ggaccttcaa
cttcttagga
cticeeegtet
aatggaaccc
tagactatgce
acaacccecta
cccaacagta
ttcctagget
acatqgggcet
caggcaaaaa
aggacaagga
tcccetececa
ctgecactctt
actgctgtet
gtgtccactg
cttgccattg
tcactgggte
ccgecatggece
angtgaggct
catcttggga

gggggaacct
attacecgaga
aacactgcac
cccctagcag
aagteetgtct
cagatgcagt
tctgatgtta
ctacactcca
cttgggtetet
gactaagaat
tgcaacttag
caggaggtaa
ttgggatata
ttgtatggga
ctqggtcecgtg
gccaccgtca
tgctcctgat
ttcctgcatg
ccatggttct
caagattcca
tgccaccatt
gctgtgggag

gtetatctee
aagttaaaga
cctgqgggect
ctataatatt
cttccagaat
ccatgactaa
atgacattga
attcagtagg
cctgttgaga
cccnaagect
ctcacacccg
agcaatagcc
aactcaggca
gctetgteet
ttttttatgg
cagacccgcet
ccagcgaggt
gctaagtgcece
cttccatgac
ttccttggta
tgggaagtgg
caaggatcce

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1329



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 121

ES 2331251 T3

Gln Asn Arg Arg Ala Leu Asp Leu Leu Thr Ala Lys Arg Gly Gly Thr

1

Cys Leu Phe

Ile Ile Thr

35

Ala Glu Asp
50

Met Pro Trp
65

Leu Leu Leu

Ser Ser Arg Ile Glu Ala Val Lys Leu Gln Ile Val Leu Gln Met Glu

Pro Gla Met Gln

5

Leu Gly

20

Glu Lys

Leu Gln

Thr Leu

°he Gly

85

100

115

Pro Ala Arg Leu

130

Glu Glu Ile Ser

145

Ser Ser

<210> 122
<211>21
<212> ADN
<213> humano

<400> 122

ggcattgata gecacccatca g

<210 123
<211>21
<212> ADN
<213> humano

<400> 123
catgtcacca gggtggaata g

<210> 124
<211> 758
<212> ADN

Glu Glu Cys Cys
28

Val Lys Glu Ile
40

Asn Thr Ala tro
55

Pro Phe Leu Gly
70

Pro Cys [le Pra

10

Xaa

Xaa

Trp

Pro

AsSn
90

10§

120

135

150

15

Tyr Val Asn Gln Ser Gly
30

Aso Arg Ile Xaa Cys Arg
45

Gly Leu Leu Ser Gln Trp
60

Leu Ala Ala Ile Ile Phe
75 80

Phe Leu Val Lys Phe Val
95

110

Ser Mat Thr Lys Ile Tyr Arg Gly Pro Leu Asp Arg

125

Cys Ser Asp Val Asn Asp Ile Glu Val Thr Pro Pro

140

Thr Rla Gln fro Leu Leu His Ser Asn Ser Val Gly
155 160

21

21
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<213> humano

<400> 124

ES 2331251 T3

ggcattgata
actatcaagce
atgttcctece
ttacccacat
ctqgttgggt
taatgaaata
tttcaagget

gcacccatca
agatagggcce
aggagaacaa
ggccaaatgt
ggagcettct
attcecagat
gcagtaacce

gatggccaaa
cgtgaagcat
agaacaggcc
cagggatttce
cctrgtagga
ttggacttee

agggagtatc

tcattattta
gccaaagaaa
attacccagg
agcatctact
cagaaaagac
cccaggatta
ccaggtgtta

ctgtgcctgg aggccacaat

ctggaccagg
taatcceceg
ggaagactgg
agtctggqgca
ccaagaggta
cagggtgaca
ggcatacaac

ccttttcaaa 60
ccetatcgee 120
caactagatt 180
gatactttca 240
ataaaggcac 300
atggccecge 160
atcacttaca 420

cctccagaaa agtcaagaaa atgaatgaaa cactcaaaga 480

tCctaaaadag ctaacccaag aaacccacat tgcatgacct gttctgttge ctataaccee 540
ccccaaaaag caggacttag cccatacgag atgccatatg 600
gaccttgtge ttgactjaga aatggccaac ttagttgcag 660
tatcaacaag ttcttaaaac atcacaggga acctgtccce 720

actaagaatc cataactatc
gatggcettt cctaaccaat
acatcaccte cttagccaaa
gagaggaqqgq aaaggaacta
<210> 126
<211> 25

<212> ADN
<213> humano

<400> 126
cggacatcca aagtgatggg aaacg

<210> 127
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 127
ggacaggaaa gtaagactga gaaggc

<210> 128
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 128
cctagaacgt attctggaga attggg

<210> 129
<211> 26
<212> ADN
<213> humano

<400> 129

tggctctcaa tggtcaaaca tacccg

ttcecacectg gtgacatg

758

25

26

26

26



<210> 130
<211> 1511
<212> ADN

5 <213> humano
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<400> 130

cctagaacgt attctggaga
atttatattc ttctgcagea
gecctcctgag ggaagtataa
ggagggcaaa tggagtgaag
acaattacgt aaaaagtgeg
ccccagegte cecctcececga
ggtccaaaag gagatagaca
attatgcccc ctccaagcag
tecttctcte tcagacttaa
tgacggcrat attgatgtet
tataatgtta ctactaaatc
agcccgagag tttggcgatce
ggaaagaaca actcccacag
agaatcagaa catggagatt
qaggaaaact aggaagaagc
ggaagaaaat cttactgctt
cctgtcacet gactctattg
agctgcagac attagaaaaa
accctattta acttggcatce
cgggacaaac gggataaaaa
aagcagactt tggaggctct
ctggctcceca gtgecggecta
cgeccecttg tccatgecece
gatgaagata ctctgagtca
gcceggggcg agegecagee
ttgagagcca a

<210> 131
<211> 352
<212> PRT
<213> humano

<400> 131

ES 2331251 T3

attgggacca
cegeetggee
attataacar
tgccatatgt
gtttatgece
ctcettecte
aagyggtaaa
tgagaggagg
agcaaattaa
tacaagggtet
agacactaac
teeggtatet
gccagcagge
ggtgccacaa
ctatgaatta
ttctggacag
aaggccaact
acttcaaaag
ctcagtetee
aaaaagggqq
gcaaaaggga
caaggacact
ttacgtcaag
gaagccatta
catgccatca

Leu Glu Arg Ile Leu Glu Asn

5

Arqg Lys lLys Arg Phe Ile Phe

20

Pro Leu Gln Gly Arg Glu Thr

35

Asn Ile Ile Len Gln L=u Asp

S0

35

atgtgacact cagacgctaa
acaatatcct cttcaaggga
catcttacag ctagaccece
gcaaacttte ttttcattaa
tacaggaage cctcagagee
aactaataag gaccccecctt
caatgaacca aagagtgcca
agaattcgge ccagccagag
aatagaccta ggtaaattct

aggacaatce tttgatctga

cccaaatgag agaagtgecyg
cagtcaggece aacaatagga
agttcccagt gtagacccte
acattcgecta acttgcgege
ctcaatgatg tccactataa
actaagggag gcattgagga
aacctraaag gataagttta
tctgeccttag gcccggageca
tataatagag atcaggagga
ggtccactac tttagtcatg
aaagctqgge aaaccaaatg
ttaaaaaaga ttatccaagt
ggaatcactg gaaggeccac
accagatgat ccagcagcag
ccetcacaga geccegggta

Tzp Asp Gla Cys Asp
10

the Cys Ser Thr Ala
25

Trp Leu Pro Glu Gly
40

Leu Phe Cys Arg Lys
60

10

gaaagaaacg 60
gagaaacctq 120
tctgtagaaa 140
gagacaacte 240
cacctceecta 300
taacccaaac 360
atattccceg 420
tgcctgtacc 480
cagataacce S40
catggagaga 600
ctgtaactge 660
tgacaacaga 720
attgggacac 780
tagaaggace 840
cacagggaaa 900
agcatacctec 960
tcactcagtc 1020
gaacttagaa 1080
gcaggcgaaa 1140
gcecteagge 1200
cctaatagqgqg 1260
agaaataagec 1320
tgecccaggg 1380
gactgaggqgt 1440
tgttergacca 1500
1511

Thr Gln Thr Leu
15

Trp Pro Glan 7Tyr
30

Ser Ile Asn Tyr
45

Glu Gly Lys Trp
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Sez
65

Gln

Pro

Lys

val

Gln

145

Phe

Sec

Ser

Leu

Gly

228

Glu

His

Leu

Aan

The
305

Glu

Leu

Pro

Asp

Asn

130

RAla

Ser

Asp

Phe

Thr

210

Asp

Arg

Tep

Thr

Tyr
2390

Ala

val

Cys

Pro

Pro

115

Asn

Val

Ley

Asn

195

Pro

Leu

Thr

Asp

Cys

275

Ser

Phe

Pro

Lys

Tyr

100

Pro

Glu

Arg

Ser

Pro

180

Leu

Asn

Trp

Thr

Thr

260

val

Met

Leu

TyC

Lys

K]

Pro

Lau

Pro

Gly

Asp

16§

Asp

Thr

Glu

Tye

Sro

245

Glu

Leu

Met

Asp

ES 2331251 T3

Val
10

Cys

Ser

The

Lys

Gly

150

Leu

Gly

Trp

Argq

Leu

230

Thr

Ser

Glu

Ser

Arg
10

Gln

Gly

val

Gln

Ser

135

Glu

Lys

Tyr

Arg

Ser

215

Ser

Gly

Glu

Gly

Thr
295

Leu

Thr Phe

Leu

Pro

Thr

120

Ala

Phe

Gln

I[le

Asp

200

Ala

Gln

Gln

His

Leu
280

Ila

Arg

Cys

Ser

105

Val

Asn

Gly

Ile

Asp

185

Ile

Ala

Ala

Glan

Gly

265

Arg

Thr

Glu

11

Phe

Pro
90

Pro

Gln

Ile

Pro

Lys

170

val

Met

val

Asn

Ala

250

Asp

Lys

Gln

Ala

Ser
78

Thr

The

Lys

Pro

Ala

155

Ile

Leu

Leu

The

Asn

235

val

Tro

Thr

Gly

Leu
315

Leu

Gly

Pro

Glu

Arg

o

Arg

Asp

Gln

Leu

Ala

220

Arg

fro

Cys

Acy

Lys

300

Acg

Arg Asp

Ser Pro

Ser Ser
110

Ile Asp
125

Leu Cys

Val Pro

Leu Gly

Gly Leu
190

Leu Asn
205

Ala Arg

Mec Thr

Ser Val

His Lys

270

Lys Lys
285

Glu Glu

Lys His

Asn

Gln
95

Thr

Lys

Pro

val

Lys

175

Gly

Gln

Glu

Thr

AsSp

255

His

Pro

Asn

The

Ser
80

Ser

Asn

Gly

Leu

Pro

160

Phe

Gln

Thr

Phe

Glu

240

Pro

Leu

Mat

Leu

Ser
320
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ES 2331251 T3

Leu Ser Pro Asp Ser Ile Glu Gly Gln Leu Ile Leu Lys Asp Lys Phe
330

325

ais

Ile Thr Gln Ser Ala Ala Asp Ile Arg Lys Asn Phe Lys Ser Leu Pro

340

<210> 132
<211> 30
<212> ADN
<213> humano

<400> 132
tgctggaatt cgggatccta gaacgtattc

<210> 133
<211> 30
<212> ADN
<213> humano

<400> 133
agttctgete cgaagcttag gcagactttt

<210> 135
<211> 398
<212> PRT
<213> humano

<400> 135

Met Gly Ser Ser His His His

1 S

His
20

Arg Gly Ser

Ile Leu Glu

35

Arg

Leu Arg
50

Lys Lys

Tyr Pro Gln

65

Leu

dlet Ala

Ile Leu

Arg Phe

Gly Azg

70

Serx

Glu

Ile

35

Glu

His

Mect

Asn

40

Phe

Thr

345

His

Thr Gly Gly

25

Trp

Phe

Trp

12

His

10

Asp

Cys

Leu

350

Ser Ser Gly Leu Val Pro
15

Gln Met
30

Gln Gly Axg

Gln Thr

Gln Asp Thr

45

Cys

Thr Pro Gln

60

Ser Ala Trp

Ile Asn
80

Pco Glu Gly Ser

30

30
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Tyr

Trp

Ser

Ser

Asn

145

Gly

Leu

Pro

Phe

Gln
225

‘Thr

Phe

Glu

Pro

Leu

305

Met

Asn

Ser

Gln

Pro
130

Lys

val

Gln

Phe

Ser

210

Ser

Leu

Gly

Glu

His

290

Leu

Asn

Ile

Glu

Leu
115

Pro

Asp

Asn

Ala

Ser

195

Asp

Phe

Thr

Asp

Arg

275

Tzp

Thr

Tyz

Ile

val

100

Cys

Pro

Pro

Asn

Val

180

Leu

Asn

Asp

Pro

Asp

Cys

Ser

ES 2331251 T3

Leu Gln Leu Asp Leu

85

Pro

Lys

Tyr

Pro

Glu

165

Arg

Ser

Pro

Leu

Asn

245

Trp

Thr

Thr

Val

Met
328

Lys

Pro

Leu

150

Pro

Gly

Asp

Asp

The

230

Glu

Tyr

Pro

Glu

Leu

alo

Met

Val

Cys

Ser

135

Thr

Lys

Gly

Leu

Gly

215

Tep

Arg

Leu

Thr

Ser

295

Glu

Ser

Gln

Gly
120

val

Gln

Ser

Glu

Lys

200

Tyr

Arg

Ser

Ser

Gly

280

Glu

Gly

The

Thr
10§

Leu

Pro

Thr

Ala

Phe

185

Gln

Ile

Asp

Ala

His

Leu

Ile

13

Phe
90

Phe

Cys

Ser

val

Asn

170

Gly

Ile

Asp

Ile

Ala

250

ala

Gln

Gly

Arg

Thr
330

Cys Arg Lys Glu Gly Lys

Phe

Pro

Pro

Gln

155

[le

Pro

Lys

Val

Met

235

Val

aAsn

Ala

Asp

Lys

315

Gln

Ser

Thr

Thr
140

Lys

Pro

Ala

[le

Leu

220

Leu

Thr

Asn

val

Trp

300

Thr

Gly

Leu

Gly
125

Pro

Glu

Arg

Arg

Asp

205

Gln

Leu

Ala

Arg

Pro

285

Cys

Arg

Lys

Arg
110

Ser

Ser

Ile

Leu

val

190

Leu

Gly

Leu

Ala

Met

270

Ser

His

Lys

Glu

95

Asp

Pro

Ser

Asp

Cys

175

Pro

Gly

Leu

Asn

aArg

255

Thr

val

Lys

Glu
338

Asa

Gln

The

Lys

160

Pro

val

Lys

Gly

Gln

240

Glu

Thr

Asp

His

Pro

320

Asn
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<210> 137
<211> 378
<212> PRT

ES 2331251 T3

Leu Thr Ala Phe Leu Asp Arg Leu Arg Glu Ala Leu Arg Lys His Thr
340 345 350

Ser Leu Ser Pro Asp Ser Ila Glu Gly Gla Leu Ile Leu Lys Asp Lys
355 360 365

Phe Ile Thr Gln Ser Ala Ala Asp Ile Arg Lys Asn Phe Lys Ser Leu
370 375 380

Pro Lys Leu Ala Ala Ala Leu Glu His His His His His His
38S 390 395

<213> humano

<400> 137

Met Ala Ser Met Thr Gly Gly Gln Gln Met Gly Arg I[le Leu Glu Arg
Ile Leu Glu Asn Trp Asp Gln Cys Asp Thr Gla Thr Leu Arg Lys Lys
20 25 30

Arg Phe Ile Phe Phe Cys Ser Thr Ala Trp Pro Gln Tyr Pro Leu Gln
35 40 45

Gly Arg Glu Thr Trp Leu Pro Glu Gly Ser Ile Asn Tyr Asn Ile Ile
50 55 60

Leu Gln Leu Asp Leu Phe Cys Arg Lys Glu Gly Lys Trp Ser Glu Val
65 70 15 80

Ser Leu Arg Asp Asn Ser Gln Leu Cys
90 95

1]
9
r
[»)

Pro Tyr val Gln Thz Ph

Lys Lys Cys Gly Leu Cys Pro Thr Gly Ser Pro Gln Ser Pro Pro Pro
100 105 110

Tyr Pro Ser Val Pro Ser Pro Thr Pro Ser Ser Thr Asn Lys Asp Pro
118 120 125

Pro Leu Thr Gln Thr Val Gln Lys Glu Ile Asp Lys Gly Val Asn Asn
130 135 140

Glu Pro Lys Ser Ala Asn [le Pro Arg Leu Cys Pro Leu Gln Ala Val

14
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145

Azg

Ser

Pro

Leu

Asn

225

Trp

Thr

Thr

val

Met

305

Leu

Asp

Ser

Ala

Gly

Asp

Asp

Thr

210

Glu

Tyr

Pro

Glu

Leu

290

Met

Asp

Ala

Ala
370

Gly Glu Phe

Leu

Gly

195

Tep

Arg

Leu

Thr

Ser

275

Glu

Ser

Arg

Ile

Ala

355

Leu

Lys

180

Tyr

Arg

Ser

Ser

Gly

260

Glu

Gly

The

Leu

Glu

340

Asp

Glu

165

Gln

Ile

Asp

Ala

Gln

245

Gln

His

Leu

Ile

Arg

325

Ile

His

ES 2331251 T3

150

Gly Pro

Ile

Asp

Ile

Ala

230

Ala

Gln

Gly

Arg

Thr

310

Glu

Gla

Arg

His

Lys

Val

Met

215

Val

Asn

Ala

Asp

Lys

295

Gln

Ala

Lys

His
375

Ala

Ile

Leu
200

Leu

Thr

Asn

val

Trp

280

Thr

Gly

Leu

Ila

Asn
360

His

Arg

Asp
185§

Gln

Leu

Ala

Arcg

Pro

265

Cys

Arg

Lys

Arg

Leu

345

Phe

His

15

Val
170

Leu

Gly

Leu

Ala

Met

250

Ser

His

Lys

Glu

Lys

330

Lys

Lys

His

155

Pro

Gly

Leu

Asn

Arg

2135

Thr

val

Lys

Lys

Glu

15

His

Ser

Val

Lys

Gly

Gln

220

Glu

Thz

Asp

His

Pro

300

Asn

Thr

Leu

Pro

Phe

Gln
205

Thr

Phe

Glu

Pro

Leu

285

Met

Leu

Sar

Phe

Pro
365

Phe

Ser
190

Ser

Leu

Gly

Glu

His

270

Leu

Asn

Thr

Leu

ile

350

Lys

Ser
175

Asp

Phe

Thr

Asp

Arg

255

Trp

Thr

Tyr

Ala

Ser

335

Tar

Leu

160

Leu

Asn

Asp

Pro

Leu

240

Thr

Asp

Cys

Ser

Phe

320

Pro

Gln

Ala
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<210> 138
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 138

cttqgagggt geataaccag ggaat

<210> 139
<211> 20
<212> ADN
<213> humano

<400> 139

tgtccgetgt getectgate

<210> 140
<211> 25
<212> ADN
<213> humano

<400> 140

ctatgtcctt ttggactgtt tgggt

<210> 141
<211> 764
<212> ADN
<213> humano

<400> 141
tgtccgetgt
cttgccattg
tcactggqgte
ctgecatggre
acacaaggct
tatcttyygya
tgaatccgca
atqcccctaa
aaatgactta
aacctggect
tagaaaaqgga
caactcgcaa
ctcececacee

<210> 142
<211> 800
<212> ADN
<213> humano

gctcctgate
ttectgeaca
ccacggtect
caagattcca
tgccaccatg
gcetctgggag
aécatgaagg
gatgtattct
tattcttctg
cctgagggaa
ggcaaatgga
ttatgttaac
ccggceatcte

ES 2331251 T3

cagcacaggce
gctaagtgcece
cttccatgac
ttccttggaa
ttggaagcag
caaggaccec
gatctccaaa
ggagaatcgg
cagtaccgcc
gtataaatta
gtgaagtgcce
agtgtgatee
ccctgaatcece

gcccattgece
tgggttcatce
ccatggctte
tcegtgagac
cccaccacca
aggtaacaat
gcaattggaa
gaccaatttg
ctggccacga
taacaccatc
atatttacaa
gtgttcctac
ctceccaact

16

tctceccaatt
ctaatcgagce
taatagagcet
caagaaccec
ttttggaage
ttggtgaceca
atgttcctec
accctcagac
tatcctcttc
ttacagctag
actttetttt
acggaagece
tatt

gggctaaagg 60
tgaacactag 120
ataacaccca 180
aggtcagaga 240
agcccgcéac,JOO
cgaagggacc 360
caaggcaaaa 420
agtaagaaaa 480
aagggggaga 540
acctgttttg 600
cattaaaaga 660
tcagattcta 720

764

25

20

25
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tgtcegetgt
cttgecattg
tcactgggte
ctgcatqggee
acacaaggcet
tatcttggga
ctgaatccge
adtgcccecta
aaaaatgact
gaaacctggc
tgtagaaaag
gacaactecge
ctcectacce
aacagtccaa

gctcctgate
ttcetgeaca
ccacggttcet
caagattcca
tgccaccatg
gctctgggag
aaccatgaag
agatgtatec
tatagecetee
ctcetgaggg
gaggcaaatg
aattatgtaa
cggcatctce
aaggacatag

ES 2331251 T3

cagcacagqge
gctaagetgee
cttccatgac
ttcettggaa
ttggaagcag
caaggaccce
ggatctccaa
tggagaattg
tgcagtaccg
aagrataaat
gagtgaaqtg
acagtgtgat
ctgactcctt

gceceattgec
tgggttcate
ccatggcecttce
tcegtgagac
cccaccacca
caggtaacaa
agcaattgga
ggaccaatct
cctggeccacqg
tataacacca
ccatatttac
ttgtgtccea
ccccaactaa

17

tctecccaate
ctaatcgage
taatagagct
caagaaccce
ttttggaagce
ttcggtgace
aatgrtcctce
gaccctcaga
gataccctct
tcttacagct
aaacttecet
caggaagecc
taaggaccca

gggctaaagg
tgaacactaqg
ataacactca
aggtcagaga
ggcccgceac
acgaagggac
ccaaggcaaa
cagtaagaaa
tcaaggggga
agacctgttt
ttcattaaaa
tcagatctac
cttcagceca

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
800
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