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DESCRIPCION
Cepa neurovirulenta del virus West-Nile y sus aplicaciones

La presente invencion se refiere a una cepa neuroinvasiva y neurovirulenta del virus West-Nile (o virus del Nilo
Occidental), denominada 1S-98-ST1, a moléculas de acido nucleico procedentes de su genoma, a las proteinas y
péptidos codificados por dichas moléculas de acido nucleico asi como a sus aplicaciones.

La presente invencion también se refiere a todas las variantes de la cepa viral 1S-98-ST1 que tienen al menos una
mutacion en la secuencia nucleica correspondiente a NS5.

La familia de los Flaviviridae agrupa a los virus del género flavivirus responsables de patologias humanas graves
tales como el dengue, la fiebre amarilla, encefalitis transmitidas por las garrapatas, la encefalitis japonesa, la
encefalitis del Nilo Occidental y los virus de las hepatitis C y G. Si los flavivirus pueden provocar una morbilidad y
una mortalidad importantes en el ser humano, la infeccién es generalmente asintomatica y solamente una fraccion
de los individuos infectados desarrolla una enfermedad grave.

Los flavivirus son pequefios virus con envoltura. Su genoma es una molécula de ARN monocatenario de polaridad
positiva de aproximadamente 11 000 bases. EI ARN gendémico se asocia a varias copias de la proteina de capside C
para formar la nucleocapside; esta esta rodeada por una envoltura viral constituida por una doble capa lipidica
procedente de las membranas del reticulo endoplasmico (RE) en las que estan ancladas la proteina de envoltura E y
la proteina de membrana M. EI ARN gendmico de los flavivirus contiene un (nico marco de lectura abierto de
aproximadamente 10.500 nucledtidos flanqueado por dos regiones cortas no codificantes en sus extremos 5’y 3'. El
genoma se traduce a una poliproteina de aproximadamente 3.400 amino&cidos que es el precursor de las proteinas
estructurales C, prM (el precursor intracelular de M) y E en su parte N-terminal y de al menos siete proteinas no
estructurales (NS) de NS1 a NS5 en su parte C-terminal.

Hasta hace muy poco, se reconocia al virus West-Nile como un virus poco patégeno, responsable de un sindrome
gripal y presente en Africa, en el sur de Europa y en Oriente Medio; se ha aislado en el transcurso de epidemias,
ocurridas particularmente en Israel en los afios 1950 y en Sudafrica en los afios 1970.

Muy recientemente, la epidemiologia del virus West-Nile se ha modificado y se ha observado un nimero creciente
de casos de encefalitis en el transcurso de las epidemias ocurridas en Rumania en 1996, en Israel en 1998 y en los
EE.UU. en 1999.

Se han aislado cepas patdgenas durante estas epidemias (Anderson y col., y Lanciotti y col., Science, 1999, 286:
2331-2333, 2333-2337), en particular la cepa NY1999 (GenBank n° AF202541, Lanciotti y col., mencionado
anteriormente), cuya patogenicidad se correlacionara con la presencia de un sitio de glucosilacion NTS en la
proteina de envoltura E (Jordan y col., Viral Immunol., 2000, 13, 4: 435-446).

Los factores virales mal identificados podrian ser responsables de la gravedad de la infeccién, mientras que la
constitucion genética del hospedador (humano o no humano) contribuiria a la resistencia a la infeccion.

Sin embargo, los datos relativos a estas cepas patdgenas aisladas recientemente no han permitido determinar todos
los factores virales y los genes del hospedador implicados en la sensibilidad/resistencia a la infeccién por los
Flaviviridae.

Los modelos murinos han permitido establecer la existencia de una resistencia genética a la infeccion por los
flavivirus. Se ha demostrado que algunas lineas de ratdon recientemente derivadas del estado silvestre y que
pertenecen a las especies Mus musculus musculus o Mus spretus (Det, BSVR, BRVR, PRI, CASA/Rk y CAST/Ei)
son resistentes a la infeccion por los flavivirus, mientras que las lineas consanguineas de laboratorio mas habituales
que derivan mayoritariamente de la especie Mus musculus domesticus, no la resisten (Sangster y col., J. Virol.,
1993, 67: 340-347).

La resistencia esta controlada por al menos un locus autosémico denominado Flv, localizado en el cromosoma 5, en
el ratén y tres alelos FIv®, FIV' y FIv™ otorgan respectivamente la sensibilidad, la resistencia y la resistencia
intermedia a la infeccion por los flavivirus. Usando una cepa del flavivirus de la encefalitis del Valle de Murray y de
ratones procedentes del retrocruzamiento de la linea de raton resistente C3H/RV con las lineas de raton sensibles
C3/He o BALBI/c, el locus Flv se ha localizado en una region de 0,9 cM del cromosoma 5, en el ratén, entre los
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marcadores D5Mit68 y D5Mit242 (G.R. Shellam y col., Rev. Sci. Tech. Off. Epiz. 1998, 17: 231-248).

Los autores de la invencién han aislado ahora una nueva cepa del virus West-Nile, a partir de muestras extraidas de
cigiiefias en Israel (en la ciudad de Eilat) en septiembre de 1998, que se ha seleccionado para el estudio de la
resistencia/sensibilidad de un hospedador (mamifero humano o no humano) a la infeccién por los virus de la familia
de los Flaviviridae.

De acuerdo con la invencion, dicha cepa neurovirulenta y neuroinvasiva del virus West-Nile aislada, denominada IS-
98-ST1, se caracteriza porque su genoma esta constituido por la secuencia SEQ ID N° 1 que codifica una
poliproteina que presenta la secuencia SEQ ID N° 2.

Los autores de la invencion demostraron particularmente que los ratones de laboratorio son extremadamente
sensibles a la infeccion por la cepa 1S-98-ST1 mientras que los ratones de las lineas SEG, WMP, STF y MAI que
derivan de ratones silvestres que pertenecen a especies diferentes aunque del mismo género Mus, son
completamente resistentes a la infeccién por esta cepa; una inoculacion por via intraperitoneal de 1.000 UFF
(Unidades Formadoras de Focos; UFF: DL50 = 100) es mortal al 100% para los ratones de laboratorio, mientras que
los ratones silvestres no presentan ningln sintoma; ademas, el virus se replica en estos ratones, como muestra la
aparicion de anticuerpos séricos especificos.

La presente invencién también tiene por objeto reactivos, derivados de la cepa 1S-98-ST1, usados para el estudio y
el diagnéstico de las infecciones por Flaviviridae, reactivos que se seleccionan entre el grupo constituido por los
siguientes reactivos:

() una molécula de &cido nucleico elegida entre la secuencia SEQ ID N° 1, los fragmentos de al menos 15
nucledtidos de la secuencia SEQ ID N° 1 y las secuencias complementarias de sentido y antisentido de las
secuencias precedentes, con exclusion del fragmento que presenta la secuencia GENBANK AF205882.

(b) un vector recombinante que comprende una molécula de acido nucleico tal como se define en (a),

(c) una célula transformada por una molécula de acido nucleico tal como se define en (a), un vector tal como se
define en (b) o una cepa neurovirulenta del virus West-Nile tal como se define en (a),

(b) o0 una cepa neurovirulenta del virus West-Nile tal como se define en (a),
(d) una proteina o un péptido codificado por una molécula de acido nucleico tal como se define en (a),

(e) un anticuerpo policlonal, que puede obtenerse por inmunizacién de un mamifero no humano con la cepa 1S-98-
ST1 del virus West-Nile tal como se ha definido anteriormente; preferentemente, dicho mamifero no humano es un
ratén homocig6tico para el alelo FIV', resistente a la infeccién por Flaviviridae, y

(f) un anticuerpo policlonal o monoclonal, que puede obtenerse por inmunizacién de un mamifero no humano con un
vector recombinante tal como se define en (b) o bien una proteina o un péptido, tal como se definen en (d).

Estos diferentes reactivos se preparan y usan de acuerdo con técnicas clasicas de biologia molecular y de
inmunologia, siguiendo los protocolos convencionales tales como los descritos en Current Protocols in Molecular
Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and Son Inc, Library of Congress, EEUU) y en Current Protocols in
Immunology (John E. Coligan, 2000, Wiley and Son Inc. Library of Congress. EEUU).

Los fragmentos de &cidos nucleicos tales como los definidos anteriormente, en particular los correspondientes a las
secuencias SEQ ID N° 3-11 se usan por ejemplo como sonda o como cebador para el diagnostico de una infeccion
por el virus West-Nile; la infeccion se detecta por ejemplo por PCR y/o por hibridacién, a partir de los acidos
nucleicos extraidos de una muestra biolégica tomada de un individuo que puede estar infectado o un animal de
laboratorio inoculado con dicho virus.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dichos fragmentos, estos comprenden al menos 15 nucleétidos de la
SEQ ID N° 1 situados entre 10 y 100 nucledtidos en la direccién 5’ y en la direccion 3’ de uno de los codones en la
siguiente posicion:

- coddn Asparagina (N) en posiciones 2518-2520, correspondiente al resto en posicion 17 de la proteina NS1 o en
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posicion 808 de la secuencia SEQ ID N° 2 (la secuencia de la proteina NS1 se extiende desde los codones en
posicion 792 a 1144 de la secuencia SEQ ID N° 2, correspondientes a los nucleétidos 2470 a 3528 de la secuencia
SEQ ID N° 1),

- coddn Arginina (R) en posiciones 4018-4020, correspondiente al resto en posicién 164 de la proteina NS2A o en
posicion 1308 de la secuencia SEQ ID N° 2 (la secuencia de la proteina NS2A se extiende desde los codones en
posicion 1145 a 1374 de la secuencia SEQ ID N° 2, correspondientes a los nucleétidos 3529 a 4218 de la secuencia
SEQ ID N° 1),

- codones Glicina (G) en posiciones 4462-4464 y acido glutamico (E) en posiciones 4465-4467, correspondientes
respectivamente al resto en posicion 82 y 83 de la proteina NS2B o0 en posicion 1456 y 1457 de la secuencia SEQ ID
N° 2 (la secuencia de la proteina NS2B se extiende desde los codones en posicién 1375 a 1505 de la secuencia
SEQ ID N° 2, correspondientes a los nucleétidos 4219 a 4611 de la secuencia SEQ ID N° 1),

- codones Prolina (P) en posiciones 6097-6099 y &cido glutamico en posiciones 6172-6174, correspondientes
respectivamente al resto en posicion 496 y 521 de la proteina NS3 o en posicién 2001 y 2026 de la secuencia SEQ
ID N° 2 (la secuencia de la proteina NS3 se extiende desde los codones en posicién 1506 a 2124 de la secuencia
SEQ ID N° 2, correspondientes a los nucle6tidos 4612 a 6468 de la secuencia SEQ ID N° 1), y

- codones Serina (S) en posiciones 7840-7842, Asparagina (N) en posiciones 8518-8520 y Alanina (A) en posiciones
8794-8796, correspondientes respectivamente al resto en posicion 54, 280 y 372 de NS5 o en posicién 2582, 2808 y
2900 de la secuencia SEQ ID N° 2 (la secuencia de la proteina NS5 se extiende desde los codones en posicion 2529
a 3430 de la secuencia SEQ ID N° 2, correspondientes a los nucledtidos 7681 a 10386 de la secuencia SEQ ID N°
1).

Dichos cebadores son utiles para amplificar fragmentos que contienen dichos codones.

Dichos cebadores estan situados entre 10 y 100 nucledtidos en la direccién 5’ o en la direccion 3’ de dichos
codones.

De acuerdo con otra realizacion ventajosa de dichos fragmentos, estos estan constituidos por los fragmentos que
comprenden los codones mencionados anteriormente, preferentemente entre 50 y 200 nucleétidos, que se
amplifican usando los cebadores tales como se han definido anteriormente.

Los autores de la invencién también describen fragmentos que comprenden al menos 15 nucleétidos de la SEQ ID
N° 1 en la direccion 5’ o en la direccién 3’ del codon Alanina (A) en posiciones 1117-1119, correspondientes al resto
en la posicién 51 de la proteina E o en la posicion 341 de la secuencia de la poliproteina viral de la secuencia SEQ
ID N° 2 (la secuencia de la proteina E se extiende desde los codones en posicion 291 a 791 de la secuencia SEQ ID
N° 2, correspondientes a los nucle6tidos 967 a 2469 de la secuencia SEQ ID N° 1).

Los vectores recombinantes tales como los definidos anteriormente, en particular los vectores de expresion y las
células transformadas por dichos vectores de expresién se usan ventajosamente para la produccion de las proteinas
y de los péptidos correspondientes.

Dichas proteinas y dichos péptidos, que son adecuados para ser reconocidos y/o para inducir la produccién de
anticuerpos especificos del virus West-Nile, en particular de cepas neurovirulentas, son Utiles para el diagnéstico de
una infeccion por un virus West-Nile; la infeccion se detecta mediante una técnica apropiada, particularmente EIA,
ELISA, RIA, inmunofluorescencia a partir de una muestra biolégica extraida de un individuo que puede estar
infectado o un animal de laboratorio inoculado con dicho virus. Las proteinas y los péptidos tales como los definidos
anteriormente también se usan para la blisqueda de socios celulares de estas proteinas virales que pueden estar
implicadas en la patogenicidad (neurovirulencia) del virus West-Nile; estos socios se identifican mediante técnicas de
inmunoafinidad, por ejemplo por cromatografia en columna de inmunoafinidad.

Los anticuerpos de acuerdo con la invencion son Utiles para el diagnéstico de una infeccion por un virus West-Nile,
en particular de las cepas neurovirulentas; la infeccion se detecta mediante una técnica apropiada, particularmente
EIA, ELISA, RIA, inmunofluorescencia a partir de una muestra biologica extraida de un individuo que puede estar
infectado o un animal de laboratorio inoculado con dicho virus. Entre estos, los anticuerpos producidos mediante
inmunizacion de ratones FIV//FIvV' con la cepa 1S-98-ST1 poseen ventajosamente un valor cuantitativo elevado y una
especificidad muy grande por el virus West-Nile.
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Las células transformadas de acuerdo con la invencién, en particular las células neurales (neuronas y células
endoteliales) infectadas por una cepa neurovirulenta tal como se ha definido anteriormente, se usan para identificar
los genes procedentes de estas células cuya expresion podria modularse en el transcurso de la infeccién virica;
estos genes se detectan por ejemplo mediante la tecnologia de biochips, de acuerdo con los protocolos clasicos
tales como los descritos en Atlas Mouse Arrays (#membranes) ATLAS™ NYLON cDNA EXPRESSION ARRAYS
(CLONTECH, EEUU).

La presente invencion también se refiere a un modelo de estudio no humano de la sensibilidad/resistencia a la
infeccion por un virus de la familia de los Flaviviridae, caracterizado porque comprende al menos una cepa
neurovirulenta del virus West-Nile tal como se ha definido anteriormente.

De acuerdo con una realizacion ventajosa de dicho modelo, este comprende ademas un raton homocigético para el
alelo FIV' o FIV®,

La presente invencion también tiene por objeto un procedimiento de deteccion de una infeccion por un virus West-
Nile, caracterizado porque comprende:

- la amplificacion de los ARN procedentes de una muestra biolégica que se sometera a ensayo con ayuda de los
cebadores tales como se han definido anteriormente, y

- la secuenciacion del producto de amplificacién obtenido.

Dicha deteccién puede permitir ventajosamente el pronéstico de la gravedad de una encefalitis virica por virus West-
Nile.

La cepa neurovirulenta del virus West-Nile de acuerdo con la invencion se usa para el cribado de genes celulares
implicados en la resistencia de un mamifero a la infecciébn por un virus de la familia de los Flaviviridae,
preferentemente el virus de la hepatitis C.

De manera ventajosa, dicho procedimiento de cribado comprende las siguientes etapas:

- cultivo de células derivadas de un hospedador (humano o no humano) seleccionado por su resistencia o su
sensibilidad a la infeccion por un Flaviviridae,

- infeccidn in vitro de dichas células por un Flaviviridae, y

- deteccidn de genes expresados de manera diferencial en dichas células infectadas.

De acuerdo con la invencién, dicha deteccion puede comprender el establecimiento del perfil de transcritos o de
proteinas a partir de dichas células.

La presente invencion también tiene por objeto el uso del modelo tal como se ha definido anteriormente para la
clasificacion de moléculas activas contra una infeccion virica debida a un virus de la familia de los Flaviviridae.

La presente invencion se refiere ademés a un procedimiento de clasificacion de moléculas activas contra una
infeccién por un Flavivirus, caracterizado por:

- la puesta en contacto de un cultivo de células eucariotas, procedentes de un mamifero (humano o no humano)
sensible a la infeccién por un Flaviviridae con una suspension viral de la cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, en
presencia o en ausencia de la molécula que se va a someter a ensayo, y

- la deteccion de la amplificacion/replicacion del virus, mediante cualquier procedimiento conocido (cuantificacion del
genoma, ARNm, -proteinas, particulas virales).

La presente invencion tiene también por objeto una variante de la cepa viral tal como se ha definido anteriormente,
caracterizada porque su genoma comprende al menos una mutacion en la secuencia nucleotidica correspondiente
a la proteina NS5.

Ademas de las disposiciones anteriores, la invencion también comprende otras disposiciones, que se veran en la
siguiente descripcion, que se refiere a ejemplos de realizacion del objeto de la presente invencién, con referencia a
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los dibujos adjuntos en los que:

- las figuras 1A a 1E representan la comparacion de la secuencia de aminoacidos de las proteinas virales de la cepa
IS-98-ST1 (SEQ ID N° 2), aislada a partir de cigtefias (Cl) y de la cepa New York (NY99; Genbank AF196835)
aislada a partir de flamencos rosa (FLA), durante la epidemia de 1999 en los Estados Unidos,

- la figura 2 representa la cinética de mortalidad y la cinética de aparicion de los anticuerpos séricos especificos en
ratones sensibles FIv®/FIv® (BALB/c), infectados por la cepa 1S-98-ST1 del virus West-Nile,

- la figura 3 representa la cinética de propagacion de la cepa 1S-98-ST1 en el sistema nervioso central de los ratones
sensibles FIVS/FIv® (BALB/c),

- las figuras 4 (A, B y C) representan la cinética de aparicién de los antigenos virales en las células Neuro 2a y las
neuronas primarias de ratones sensibles (BALB/c) infectados por el virus West-Nile (cepa 1S-98-ST1),

- la figura 5 representa la muerte por necrosis de las células Neuro 2a infectadas por el virus West-Nile (cepa 1S-98-
ST1),

- la figura 6 representa el protocolo experimental usado para precisar la localizacién del locus Flv en el cromosoma 5
del ratén,

- la figura 7 representa el mapa genético del locus Flv, determinado a partir de ratones sensibles, procedentes del
primer retrocruzamiento entre las lineas resistentes (MAI/Pas y MBT/Pas) y las lineas sensibles (C57BL/6 o BALB/c).
Los cuadros blancos representan los alelos BALB/c o C57B1/6 y los cuadros negros representan los alelos MAI/Pas
o MBT/Pas,

- la figura 8 representa el mapa genético del locus Flv determinado a partir de los ratones resistentes y sensibles,
procedentes del primer retrocruzamiento (BC1) entre las lineas resistentes (MAI/Pas y MBT/Pas) y las lineas
sensibles (C57BL/6 y BALB/c). Las lineas grises representan los alelos (BALB/c o C57B1/6) y las lineas negras
representan los alelos MAI/Pas o MBT/Pas,

- la figura 9 representa el mapa genético y el mapa fisico del locus Flv y la posicion del gen OAS en este locus, y

- la figura 10 representa la distribucién de los alelos Flv en ratones resistentes y sensibles procedentes del primer
retrocruzamiento (BC1) entre las lineas resistentes (MAI/Pas y MBT/Pas) y las lineas sensibles (C57BL/6 y BALB/c).

Ejemplo 1: Aislamiento, amplificacion, purificacién y valoracidon cuantitativa de la cepa neuroinvasiva del
virus West-Nile 1S-98-ST1

Se obtuvo un aislado del virus West-Nile (WN) a partir del sistema nervioso central de una cigliefia que manifestaba
trastornos neuropatolégicos graves, en septiembre de 1998, en Eilat (Israel). La infeccion de células VERO por este
aislado es citolitica y la inmunofluorescencia indirecta con un liquido ascitico de ratén inmunoespecifico del virus
West-Nile (suero inmune de referencia WN 8907) es positiva al 100%. El virus producido en células VERO se
recogi6é y amplifico en células de mosquitos AP61 (Després y col., Virol., 1993, 196: 209-219).

El pase 1 (0o P1) del virus WN por células AP61 se recogi6 3 dias después de la infeccién; posee un valor
cuantitativo de 2,5 x 10® UFF/ml (Unidad Formadora de Foco) mediante la técnica de valoracion cuantitativa en
células AP61 descrita en Després y col. (mencionado anteriormente). El in6culo P1 del virus WN en células AP61 se
identificé como la cepa 1S-98-ST1.

Se obtuvo un P2 a partir de células AP61 infectadas por la cepa 1S-98-ST1. P1 (valor cuantitativo: 6 x 10’ UFF/ml).
El inéculo P2 de IS-98-ST1 se usa para las pruebas de sensibilidad a la infeccién virica en ratones adultos.

Un indculo viral P3 de la cepa 1S-98-ST1 con un valor cuantitativo de 5 x 10" UFF/ml se produjo en células AP61.
Una preparacion viral altamente purificada, preparada de acuerdo con el protocolo de purificacion de flaviviriones
descrito en Després y col., 1993) se obtuvo a partir de 20 placas de 150 cm?® de células AP61 recogidas 3 dias
después de la infeccion por el indculo P3 del virus WN cepa 1S-98-ST1 (multiplicidad de infeccion de 0,4). La cepa
IS-98-ST1 purificada en gradientes de sacarosa tiene un valor cuantitativo final de 2 x 10" UFF/ml. Los ARN
extraidos de este virus purificado se usan para amplificar los ADNc correspondientes a las proteinas virales C, prM y
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NS1 o a las secuencias no codificantes en los extremos 5' y 3' del genoma viral.
Ejemplo 2: Secuenciacion del genoma de la cepa neuroinvasiva 1S-98-ST1

El genoma viral se extrajo a partir del sobrenadante del cultivo de las células VERO infectadas del ejemplo 1 con
ayuda del kit "QlAamp Viral RNA" (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se amplificaron 6 productos
de RT-PCR solapantes a partir de estos ARN usando los cebadores descritos por Lanciotti y col. (mencionado
anteriormente). Los extremos 5' y 3' del genoma viral se amplificaron respectivamente con ayuda de los siguientes
cebadores:

-5 AGTAGTTCGCCTGTGTGAGCTGACAAAC 3 (SEQID N°5),y
- 5" AGATCCTGTGTTCTCGCACCACCAGCCAC 3’ (SEQ ID N° 6).

El ADNc que corresponde a la proteina viral E se amplificé con ayuda de los cebadores 5
GGATGGATGCT(A/T)GG(G/T)AGCAAC 3’ (SEQ ID N° 7) y 5 CCATCCAAGCCTCCACATC 3’ (SEQ ID N° 8), que
hibridan respectivamente en el gen de la proteina M (posiciones 889 a 909 de la secuencia SEQ ID N° 1) y en el gen
de la proteina NS1 (posiciones 2539 a 2557 de la secuencia SEQ ID N° 1).

Los ADNc obtenidos se purificaron por cromatografia de intercambio i6nico y se precipitaron en 2 volimenes de
isopropanol. A continuacion se secuenciaron los ADNc en las dos cadenas usando el kit "Taq Dye Deoxy Terminator
Cycle Sequencing”" (PERKIN ELMER CORP./APPLIED BIOSYSTEM) vy los cebadores se separaron por 400 pares
de bases en el genoma viral (Lanciotti y col., mencionado anteriormente). La secuenciacion se realizé con 0,2
pmoles de ADNc purificado y 30 pmoles de cebadores, siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El
alineamiento de las secuencias se realiza con ayuda del programa CLUSTAL W.

La secuencia genémica completa de la cepa 1S-98-ST1 del virus West-Nile corresponde a la secuencia SEQ ID N° 1.

El alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la cepa 1S-98-ST1 (SEQ ID N° 2) y de la cepa NY99,
presentada en la figura 1, muestra que la cepa 1S-98-ST1 aislada en Israel en 1998 y la cepa NY-99 aislada en
Nueva York en 1999 son muy préximas (divergencia de menos del 0,2% en las secuencias de aminoacidos).

Sin embargo, las diferencias observadas en la cepa 1S-98-ST1, respectivamente en las proteinas E (As1), NS1 (N17),
NS2A (Ries), NS2B (Gs2, Ess), NS3 (Pags, Es21) Y NS5 (Ss4, N2go, Az72) son potencialmente responsables de la
neurovirulencia y de las propiedades neuroinvasivas observadas con esta cepa y pueden servir como marcador de
virulencia del virus West-Nile.

Ejemplo 3: Clonacién de las proteinas de la cepa neuroinvasiva 1S-98-ST1 y usos de los plasmidos
recombinantes obtenidos.

1- La proteina C

El ARN gendmico extraido de los viriones 1S-98-ST1 purificados en gradientes de sacarosa descritos en el ejemplo
1, con ayuda de la solucién RNA PLUS 2 (Q. BIOGEN), se usa como matriz para amplificar la secuencia que codifica
la proteina C (amino&cidos 1 a 123) mediante la técnica RT-PCR (kit Titan One Tube RT-PCR; Roche Biochemicals
#1939 823).

El par de cebadores usado en la matriz de ARN es el siguiente:

e 5'C/WNV (secuencia de nt 81-117 de la secuencia SEQ ID N° 1)
5" TAG CAC GAA GAA TTC GAT GTC TAA AAA CCA GGA GGG 3’ (SEQ ID N° 11) que contiene el sitio de
restriccion EcoRl, y

e 3'C/WNV (secuencia anti-sentido de nt 433 a 482 de la secuencia SEQ ID N° 1)
5" AAGTTAGCCCGGGTTAATGCTCCTACGCTGGCGATCAGGCCAATCAGGAC 3 (SEQ ID N° 4) que
contiene el sitio de restriccion Smal.

El ADNc de la proteina C de la cepa 1S-98-ST1 (aminoacidos 1 a 123) del virus WN se clond, por un lado entre los
sitios EcoRl y Smal del plasmido pCl-neo (Promega # E1841) y, por otro lado, entre los sitios Kspl y Smal del
plasmido pIVEX 2.4a (Roche).
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El plasmido recombinado pCI-C/WN (depositado el 21 de junio 2001 en la Collection Nationale de Culture de
Microorganismes del Instituto Pasteur de Paris, 28, rue du Docteur Roux, 75724, PARIS Cedex 15 con el nimero 1-
2688) contiene la secuencia completa del gen de la proteina C de la cepa 1S-98-ST1 del virus WN entre los
promotores T7 y T3. La transcripcion in vitro de pCI-C/WN linealizada con Nhel bajo la dependencia del promotor T3
sintetiza un ARN de aproximadamente 350 bases complementarias de la secuencia viral gendmica. La ribosonda
marcada con DIG (digoxigenina) se usa para la deteccién de los ARN virales de sentido positivo presentes en las
células infectadas por el virus WN, mediante la técnica de hibridacion in situ, de acuerdo con el protocolo descrito en
Després y col. (J. Virol., 1998, 72: 823-829).

El plasmido recombinante pIVEX-C/WN se usa para la produccién masiva de la proteina C (aminoacidos 1 a 123) del
virus WN en lisado bacteriano (sistema RTS 500 de Roche). La proteina recombinante C producida in vitro posee en
su extremo N-terminal una secuencia [His]s y el sitio de escision reconocido por la proteasa Xa para permitir, por un
lado, su purificacion en columna de Ni y, por otro lado, la eliminacion de los restos de histidina. La proteina C de la
cepa 1S-98-ST1 del virus WN producida de este modo se usa para estudios estructurales, para la busqueda de
socios celulares de esta proteina en columna de inmunoafinidad, y para la produccion de anticuerpos
monoespecificos en conejo.

2- La proteina M

Los ADNCc de la cepa IS-98-ST1 del virus WN que codifican la proteina M (amino&cidos 215 a 290 de la poliproteina
viral) o su ectodominio de 41 aminoéacidos (aminoacidos 215 a 255; acrénimo ectoM) se clonan:

(1) en fase con el extremo C-terminal de la EGFP en el plasmido p[95-114]EGFP, derivado del plasmido pEGFP-N1
(Clontech) que comprende los restos 95-114 de la proteina C del virus del dengue de tipo 1 (cepa BR/90) fusionados
en fase con la secuencia N-terminal de la proteina EGFP[215-290]WNV, para dar el plasmido p [95-114]EGFP[215-
290]WNV,

(2) en el plasmido pIVEX (sistema RTS 500 de Roche) para dar el plasmido plVEX[EGFP][215-255]WNV,
(3) en el vector retroviral TRIPdeltaU3CMV, para dar el plasmido TRIPdeltaU3CMV[95-114]EGFP[215-255] WNV.

El plasmido pIVEX[EGFP][215-255]WNV permite la sintesis acelular y la purificacion de la proteina quimérica EGFP-
ectoM WNV que se usa, por un lado, para la produccién de anticuerpos monoespecificos dirigidos contra la proteina
M del virus WN y, por otro lado, para la busqueda de socios celulares de la molécula ectoM WNV en columna de
inmunoafinidad.

El plasmido TRIPdeltaU3CMV[95-114]EGFP[215-255]WNYV se cotransfecta en células 293T con los plasmidos 8.7 y
G-VSV para producir particulas virales pseudotipadas por la envoltura G del virus de estomatitis vesicular (VSV), que
contiene las proteinas internas del virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) y moléculas de ARN quiméricas
CMV[95-114]EGFP[215-255]WNV. La infeccion de las células diana por el vector recombinado no replicativo permite
la integracion en el genoma celular del ADN CMV[95-114]EGFP[215-255]WNV y la expresion estable del
ectodominio de la proteina M-WN bajo el control del promotor CMV.

3- La proteina NS 1

El ARN gendmico extraido de los viriones 1S-98-ST1 purificados se amplifica mediante la técnica RT-PCR (kit Titan
One Tube RT-PCR; Roche Biochemicals #1939 823) con ayuda del siguiente par de cebadores:

- 5 TGGATGGGATCCAATATGCGTGATAGGTCC 3’ (SEQ ID N° 9) que contiene el sitio de restriccion BamHI, y

- AAAAGGGTCAATGGTACCAGCATTTTAAGCATTCACGTT 3’ (SEQ ID N° 10) que contiene el sitio de restriccion
Kpnl.

El ADNc que codifica la glucoproteina NS1 con su péptido sefial (aminoacidos 767 a 1143 de la poliproteina viral) se
clona entre los sitios BamHI y Kpnl del vector retroviral TRIPdeltaU3 para producir el plasmido recombinado
TRIPdeltaU3-CMV-NS1-WN (depositado el 9 de enero de 2002 en la Collection Nationale de Culture de
Microorganismes del Instituto Pasteur de Paris, 28 rue du Docteur ROUX, 75724, PARIS Cedex 15 con el numero I-
2770). El plasmido TRIPdeltaU3-CMV-NS1-WN se cotransfecta en células 293T con los plasmidos 8.7 y G-VSV para
producir particulas virales pseudotipadas por la envoltura G del virus de estomatitis vesicular (VSV), que contiene las
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proteinas internas del virus de la inmunodeficiencia adquirida (VIH) y moléculas de ARN quiméricas CMV-NS1-WN.
La infeccion de las células diana por el vector recombinado no replicativo permite la integracién en el genoma celular
del ADN CMV-NS1-WN y la expresion estable de la proteina NS1 del virus WN bajo el control del promotor CMV. La
proteina NS1 de la cepa IS-98-ST1 del virus WN producida de este modo se usa para estudios estructurales, para la
busqueda de socios celulares de esta proteina en columna de inmunoafinidad, y para la produccién de anticuerpos
monoespecificos en conejo.

Ejemplo 4: Los ratones silvestres y de lineas consanguineas de laboratorio se diferencian por su
sensibilidad a la infeccién por la cepa neuroinvasiva 1S-98-ST1 del virus West-Nile.

1- Las lineas de ratén y las células sensibles

a) Lineas de ratén sensibles

A ratones de lineas consanguineas sensibles FIv® (BALB/c) de 6 semanas de edad se les inoculan por via
intraperitoneal 100 UFF de la cepa IS-98-ST1 del virus West-Nile (UFF: DL50 = 10), preparada como se describe en
el ejemplo 1.

El 100% de estos ratones muere en un tiempo medio de mortalidad de 9 + 2 dias (Figura 2).

La cinética de propagacion de la cepa IS-98ST1 en el sistema nervioso central del raton sensible (BALB/c) se
analizé a partir de extractos de cerebro de ratones infectados valorados cuantitativamente en células AP61, de
acuerdo con la técnica descrita en Després y col. (J. Virol., 1998, 72, 823-829). Los resultados muestran que el virus
se detecta en el sistema nervioso central (SNC) murino al 5° dia de la infeccién y que la produccion viral es maxima
al 7° dia (Figura 3). Al 9° dia de la infeccion, el virus ya no se detecta en el SNC murino (Figura 3).

La replicacion del virus WN en el SNC y los 6rganos periféricos de los ratones infectados por la cepa 1S-98-ST1
también se detecta mediante inmunohistologia, de acuerdo con los protocolos clasicos tales como los descritos en
Després y col., 1998 (mencionado anteriormente) y mediante hibridacion in situ, de acuerdo con los protocolos
descritos en el ejemplo 3.

Los anticuerpos séricos especificamente dirigidos contra las proteinas del virus WN se valoran cuantitativamente
mediante ELISA de acuerdo con el protocolo descrito en Després y col., 1993 (mencionado anteriormente), usando
la cepa 1S-98-ST1 purificada en gradiente de sacarosa tal como se describe en el ejemplo 1 como antigeno. Los
resultados muestran que los anticuerpos séricos aparecen al 5° dia de la infeccién y se detectan significativamente
al 7° dia (figura 2).

b) Células sensibles

b1) Cultivos primarios

Neuronas primarias y astrocitos del SNC de ratones sensibles homocigéticos para el alelo FIv® (ratén Swiss, Enero)
se preparan de acuerdo con los protocolos clasicos. Las células son infectadas por la cepa 1S-98-ST1 a una
multiplicidad de infeccién de 20 UFF por célula (m.i. de 20). El efecto citopatico se observa al microscopio 6ptico, la
produccién viral se analiza por valoracién cuantitativa en células AP61 como se ha descrito anteriormente en el
ejemplo 1 y la expresién de los antigenos virales se analiza por radioinmunoprecipitacion con ayuda de un suero
inmune de ratén anti-West-Nile, de acuerdo con los protocolos clasicos tales como los descritos en Duarte Dos
Santos y col. (Virology, 2000. 274: 292-308).

Los resultados muestran que el 80% de las neuronas en cultivo producen los antigenos virales:

- su perfil en gel de poliacrilamida-SDS se presenta en la figura 4A,

- la produccioén viral es de [3,0 + 1,5] x 10° UFF/ml después de 20 h de infeccién y de [7,0 £ 0,5] x 10" UFF/ml a 40 h,
- los efectos citopéticos (ECP) de tipo necrético se observan después de 48 h de infeccion virica.

Por el contrario, los astrocitos del SNC murino no son permisivos a la replicacion del virus WN cepa 1S-98-ST1.
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b2) Lineas celulares

Células de neuroblastoma murino Neuro 2a y células de hepatoma humano HepG2, cultivadas en condiciones
clasicas tal como se describen en Marianneau y col. (J. Virol.,, 1996, 77: 2547-2554) se infectan a diferente
multiplicidad de infeccién por el virus WN cepa 1S-98-ST1, preparado como se describe en el ejemplo 1. El efecto
citopatico se observa al microscopio optico, la produccién viral se analiza mediante valoracion cuantitativa en células
AP61 como se ha descrito anteriormente en el ejemplo 1 y la expresion de los antigenos virales se analiza por
radioinmunoprecipitacion con ayuda de un suero inmune de raton anti-West-Nile, de acuerdo con los protocolos
clasicos tales como los descritos en Duarte Dos Santos y col., Virol., 2000, 274, 292-308.

Los resultados muestran que las células de neuroblastoma murino Neuro 2a son permisivas a la replicacién de la
cepa 1S-98-ST1 del virus WN. Es necesaria una m.i. de 4 para infectar el 80% de las células Neuro 2a en monocapa.
La produccion viral es de 10" UFF/ml (m.i. de 4) después de 40 h de infeccion y la muerte celular por necrosis es
masiva (Figura 5). La cinética de produccion de los principales antigenos prM, E y NS1 a partir de la poliproteina
viral presentada en la figura 4B muestra que el tiempo necesario para la formacion de la mitad de la glicoproteina de
la envoltura E es de aproximadamente 30 min. La proteina E de la cepa 1S-98-ST1 parece poseer solamente un
unico resto N-glicano (figura 4C).

Los resultados muestran también que las células de hepatoma humano HepG2 son permisivas a la replicaciéon de la
cepa 1S-98-ST1 del virus M/N. A una m.i. de 10, la produccion viral es de [2 + 1] x 10° UFF/ml después de 48 h de
infeccion y los ECP se observan a partir de 72 h.

2- Los ratones resistentes

Las lineas de ratones resistentes (FIV') que derivan de ratones silvestres de la especie Mus spretus (SEG/Pas y
STF/Pas), Mus musculus musculus (MBT/Pas, MAl/pas) y Mus musculus domesticus (WMP/Pas), se inoculan por
via intraperitoneal con 1000 UFF (100 DL50) de la cepa 1S-98-ST1 preparada de acuerdo con el protocolo descrito
en el ejemplo 1.

Al contrario que los ratones de laboratorio, que son sensibles a la infeccion por la cepa 1S-98-ST1 y mueren en diez
dias, estos ratones que derivan de ratones silvestres son resistentes a la inoculacion de la cepa 1S-98-ST1 vy, sin
embargo, permisivos a la replicacion de la cepa 1S-98-ST1. En efecto, la infeccién virica de ratones que derivan de
ratones silvestres es asintomatica aunque el virus se multiplica in toto como demuestra la produccién de anticuerpos
séricos anti-WN a valoraciones cuantitativas altas; en ELISA, las valoraciones cuantitativas de los sueros a la
dilucién 1: 100 para 10° UFF de virion purificado 1S-98-ST1 son superiores a 1 unidad de D.O. a 450 nm.

Los ratones resistentes a la infeccion virica se usan para la produccién de sueros inmunes especificamente dirigidos
contra las proteinas de la cepa 1S-98-ST1 del virus WN. Tres semanas después de la inoculacion del virus WN, los
sueros extraidos de ratones resistentes (0,045 ml por ratén) se mezclan, se descomplementan durante 30 min a
56°C y después se diluyen a 1: 10 en DPBS* (V/v) suplementado con el 0,2% (V/v) de Albumina de suero bovino (Life
Technologies) y el 0,05% (P/v) de azida sddica. Los sueros diluidos se distribuyen en 0,2 ml y se conservan a -20°C.
Los sueros inmunes dirigidos contra la cepa 1S-98-ST1 se usan a las diluciones finales de 1: 500 para la
inmunofluorescencia indirecta y a 1: 1000 para la inmunoprecipitacion de las proteinas virales radiomarcadas.

Ejemplo 5: Uso de la cepa 1S-98-ST1 del virus West-Nile para identificar los genes celulares implicados en la
sensibilidad del hospedador a la infeccion por los virus de la familia de los Flaviviridae.

1) Procedimientos

a) Modelo de andlisis de la resistencia a la infeccién por Flaviviridae (figura 6)

Se cruzan ratones macho de las lineas resistentes MAI/Pas y MBT/Pas con ratones hembra de las lineas sensibles
C57BL/6 y BALB/c. Los ratones macho de la generacion F1 se retrocruzan con ratones hembra de las lineas
sensibles C57BL/6 y BALB/c para dar una generacion de ratones de primer retrocruzamiento (BC1).

A ratones BC1 de 5 semanas de edad se les inocula por via intraperitoneal la cepa [1S-98-ST1, preparada de
acuerdo con el protocolo descrito en el ejemplo 1, en las condiciones descritas en el ejemplo 2.

Los animales se observan todos los dias y las tasas de mortalidad y de supervivencia se determinan 14 dias
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después de la infeccion.

b) Genotipado de los alelos Flv

Los alelos Flv de los individuos BC1 se mapearon mediante PCR gendmica con ayuda de cebadores especificos de
16 microsatélites del cromosoma 5 (Catalogue Research Genetics) que rodean al locus Flv (figuras 7-9), de acuerdo
con las técnicas habituales de biologia molecular usando los protocolos convencionales tales como los descritos en
Current Prolocols in Molecular Biology (Frederick M. AUSUBEL, 2000, Wiley and son Inc, Library of Congress,
EE.UU.).

2) Resultados

El andlisis de la distribucion de los alelos Flv en los ratones BC1 sensibles y resistentes a la infeccién por la cepa IS-
98ST1 muestra que un alelo FIvV' es suficiente para otorgar la resistencia a la infeccion (figura 10). Los resultados
muestran también que en este modelo existe una correlacion perfecta entre el fenotipo resistente y la presencia del
alelo FIvV' y una correlacion casi perfecta entre el fenotipo sensible y la ausencia del alelo FIV' (figura 10).

El genotipado de los alelos Flv muestra que el locus Flv se localiza en una regién de 0,2 cM que contiene el gen
OAS 1 (figuras 7-9).
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teg
Ser
180

gca
Rla

cgc
Arg

gcg
Ala

teg
Leu

gtg
Val
260

gtk
Val

aac
Asn

gca
Ala

aag
Lys
85

Lys

ccg
Leuw

gtg
Vval

cca
Pro

gga
Gly
165

get
Ala

gte
val

agt
Ser

aac

Asn’

gta
Val
245

gca
Ala

gtg
Val

tgc
Cys

aca
Thr

aag
Lys

caa
Gln

atc
Ila

atg
Met

aca
Thr
150

tag
Tyr

g9t
Gly

tac
Tyr

cag
Arg

aag
Lys
230

aaa
Lys

gce
Ala

tte
Phe

ctt
Leu

£gg
Trp
310

54

102

450

498

546

594

642

690

738

186

834

gg2

930

5718

1026



gtg
Val

gac
Rsp

ccg

e
Ser

cgt
Arg
375

tgg
Trp

gce
Ala

gag
Glu

gtg
Val

3494
Gly
455

gga
Gly

gac
Asp

gtc
Val

g99a
Gly

cca
Pro
535

gat
Asp

aag
Lys

gca
Ala

ace
Thr
360

gect
Ala

ggc
Gly

aaa
Lys

aat
Asn

gag
Glu
440

aga
Arg

gaa
Glu

ace
Thz

cat
His

age
Ser
520

cac
His

ttg
Leu

cct
Pro

gag
Glu
345

aaa
Lys

gac
Asp

aag
Asn

(344
Phe

atc
Ile
425

tcg
Ser

[ o =
Fhe

tat
Tyr

aat
Asn

cgqc
Arg
505

act

Thr

gcc
Ala

gtt
val

ace
Thr
330

gtc
val

gct
Ala

cca
Pro

gge
Gly

gce
Ala
410

aag
Lys

cac
Hi=z

agec
Ser

992
Gly

gca
Ala
490

gag
Glu

gtg
val

acg
Thr

cte
Leu
315

atc
Il=

cgc
Arg

9cg
Ala

get
Rla

tgc
Cys
385

tgc
Cys

tac
Tyr

g9a
Gly

atc
Ile

gag
Glu
475

tac

Tyr

tgg
Trp

tgg
Trp

aag
Lys

gaa
Glu

gat
Asp

agt
Ser

tge
Cys

£ttt
Fhe
380

gga
Gly

tet
Ser

gaa
Glu

aac
Asn

act
Thr
460

gtg
val

tac
TYE

ttc
Phe

agg
Arg

cag
Gln
540
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qgqc
Gly

gtg
Val

tat
Tyr

ocg
Pro
365

gtg
val

cta
Leu

ace
Thr

gty
Val

tac
Tyr
445

cct
Pro

aca
Thr

gty
val

atg
Met

aac
Asn
525

ket
Ser

gac
Rsp

aag
Lys

tgc
Cys
350

ace
Thr

tgc
Cys

ttt
Phe

aag
Lys

gee
Ala
430

Ecc
Ser

gcg
Ala

gty
Val

atqg
Met

gac
hAsp
510

aga

Arg

gtg
Val

age
Ser

atg
et
335

tat
Tyr

atg
Mat

aga
Arg

ggc
Gly

gca
Ala
415

att
Ile

acd
Thr

gcg
Ala

gac
Asp

act
Thr
495

ctc
Leu

gag
Glu

ata
Ile

tge
Cys
320

atg
HMet

tty
Leu

gqa
Gly

caa
Gln

aaa
Lys
400

ata

Ile

ttt
Fhe

cag
Gln

cect
Pro

tgt
Cys
480

gtt
Val

aac
Asn

acg
Thr

gea
Ala

14

gtg
Val

aat
Asri

gect
Ala

gaa
Glu

gga
Gly
3es

gga
Gly

gga
Gly

gte
val

gtt
Val

tca
Ser
465

gaa
Glu

qga
Gly

ctc
Leu

tta
Leu

ttg
Leu
545

act
Thr

atg
Met

-ace

Thr

get
Ala
370

gtg
Val

age
Ser

aga
Arg

cat
His

gga
Gly
450
tac
Tyr

cca
Fro

aca
Thr

cot
Pro
atg
530

ggc
Gly

ate
Ile

gag
Glu

gke
Val
355

cac
His

gtg
val

att
Ile

acec
Thr

gga
Gly
435

gce
Ala

aca
Thr

cgg
Arg

aag
Lys=s

tgg
Trp
515

gag
Glu

tca
Ser

atg
Het

gcg
Ala
340

agc
Ser

aat
Asn

gac
Asp

gac
RAsp

ate
Ile
420

cca
Pro

act
Thr

cta
Leu

teca
Ser

acyg
Thr
500

age
Ser

ttt
Phe

can
Gln

tce
Ser
s

gcc
Ala

gat
Asp

gac
Asp

agg

aca
Thr
105

ttg
Leu

act
Thr

cag
Gln

aag
Lys

999
Gly
485

tEec
Phe

agt
Ser

gag
Glu

gag
Glu

aag
Lys

aac
Asn

ctc
Leu

aaa
Lys

g9¢
Gly
350

tge
Cys

aaa
Lys

ast
Thr

gca
Ala

crt
Leu
470

ate
Ile

ttg
Leu

get
Ala

gaa
Glu

gga
Gly
550

1074

1122

1170

1218

1266

1314

1362

1410

1458

1506

1554

1602

1650

1638

1146



get
Rla

aac
Asn

gaa
Glu

ttc
Phe

tty
Leu
615

teg
Sar

act
Thr

att
Ile

gga
Gly

ggc
Gly
695
cta
Leu

tca
Ser

ctqg
Leu

ctg
Leu

tEt

115

ctg
Leu

act
The

aaa
Lys

aag
Lys
600

gaa
Glu

tca
Ser

gte
Val

gaa
Glu

gaa
Glu
680

aaa
Lys

gga
Gly

gttt
Val

tte
Phe

ttg
Leu
T80

ctc
Leu

cat
Hi=

gte
val

ttg
Leu
585

ttt
Fhe

ttg

gtg
val

aac
Asn

ttyg
Leu
665

caa
Gln

gee
Ala

gac
Asp

ggg
Gly

gga
Gly
745

tgg
Tep

gca
Ala

caa
Gln

asg
Lys
570

cag
Gln

ctt
Lau

caq
Gln

gect
Ala

cot
Pro
650

gaa
Glu

cag
Gln

ttt
Phe

aca
Thr

aag
Lys
730

gac
Gly

atg
Met

grt
Val

gct
Ala
555

ttg
Leu

ttg
Leu

999
Gly

tac
Tyr

tca
S5er
635

tte
Fhe

cca
Pro

att
Ile

aca
Thre

gct
Ala
715

gckt
Ala

atg
Met

ggc
Gly

gg9a
Gly

ctg
Leu

acyg
Thr

aag
Lys

act
Thr

act
Thr
620

ttg
Leu

gtt
val

cce
Fro

aat
Asn

acc
Thr
700

tag
Trp

gtc
Val

tce
Ser

atc
Ile

gga
Gly
180
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gect
Ala

teg
Ser

g9a
Gly

[~lai=
Pro
605

ggc
Gly

aac
Asn

tea
Ser

EEE
Fhe

cac
His
685

ace
Thr

gac
Asp

cat
His

tgg
Trp

aart
Asn
165

gte
Val

gga
Gly

ggt
Gly

aca
Thr
590

gca
Ala

acq
Thr

gac
Asp

gtg
val

gga
Gly
670

cat
His

cte
Leu

[
Fhe

casa
Gln

ata
Ila
750

gct
Ala

etg
Leu

gcec
Ala

cat
His
575

acc
Thr

gac
Asp

gat
Asp

cta
Leu

gee
Rla
655

gac
Asp

tgg
Trp

aaa
Lys

gga
Gly

gtg
Val
T35

acg
Thr

cgt
Arg

cte
Leu

atc
Ile
560

ttg
Leu

tat
Tyr

aca
Thy

994
Gly

acqg
Thr
640

acy
Thr

teca
Ser

cac
His

gga
Gly

tca
Ser
120

Etc
Fhe

caa
Gln

gat
Asp

[ =4
Phe

15

cct
Pro

aag
Lys

g9g9c
Gly

qgt
Gly

cct
Pro
625

cca
fro

gee
Rla

tac
Tyr

aag
Lys

gcg
Ala
705

gtk
val

gga
Gly

gga
Gly

agqg
Arg

ctc
Leu
T85

axzg
Val

tgt
Cys

-gtc

Val

cac
His
610

kge
Cys

gtg
Val

aac
Rzn

ata
Ile

tct
Ser
690

caq
Gln

gga
Gly

gga
Gly

ttg
Leu

tee
Ser
170

tce
Sar

gada
Glu

aga
Arg

tgt
Cys
595

gg¢
Gly

aaa
Lys

gac
Gly

get
Ala

gtg
Val
675

gga
Gly

aga
Arg

999
Gly

gca
Rla

ctg
Leu
155

ata
Ile

gtg
val

tte
Phe

gtg
Val
580

tca
Ser

act
Thr

gtt
Val

aga
Arg

aag
Lys
680

gqtg
val

agec
Ser

cta
Leu

gtg
Val

tEc
Phe
T40

gg9g
Gly

gce
Ala

aac
Asn

tca
Ser
565

aag
Lys

aag
Lys

gtg
Val

cct
Pro

Etg
Leu
E45

gte
Val

ggc
Gly

age
Ser

gce
Ala

tte
Phe
725

ege
Arg

gct
Ala

cte
Leu

gtg
Val

age
Ser

atyg
Met

gct
Ala

gtg
Val

atec
Ile
630

gte
Val

ctg
Leu

aga
Arg

ate
Ile

get
Ala
110

ace
Thr

tca
Ser

cte
Leu

acg
Thr

cac
His
790

1794

1842

1890

1938

1286

2034

2082

2130

2178

2226

2274

2322

2370

2418

2466



gct gac
Ala Asp

gga aat
Gly Asn

tac aag
Tyr Lys

aaa get
Lys Ala
840

gag cat
Glu His
855

aag gag
Lys Glu

atg tac
Met Tyr

gaa att
Glu Ile

cte gec
Lau Ala
920

ccg act
Pro Thr
835

tEt ggt
Phe Gly

aca act
Thr Thr

teg geg
Leu Ala

gat acg
Asp Thr
L1000

acg tgg
Thr Trp
1015

act
Thr

gga
Gly

tat
Tyr
B25

cat
His

caa
Gln

aat
Asn

aaqg
Lys

gge
Gly
905

aac
Asn

cag
Gln

cte
Leu

gaa
Glu

atc
Ile
985

tgg
Trp

cct
Pro

999
Gly

gtg
val
BlO

tac

Tyr

aag
Lys

atg
Met

ggt
Gly
tca
890

tgg
Trp

aac
Asn

aat
Asn

aceg
Thr

tgt
Cys
970

cac

Hisg

aag
Lys

gag
Glu

tgt
Cys
195

34
Phe

cct
Pro

gaa
Glu

tgg
Trp

gtg
Val
B75

gca
Ala

aag
Lys

acc
Thr

cgc
Arg

agc
Ser
855

gac
Asp

agt
Ser

cEt

gcc
Rla

ata
Ile

gaa
Glu

gga
Gly

gaa
Glu
860

gac
Asp

cet
Pro

gees
Ala

(44 4
Phe

get
Ala
940

act
Thr

teg
S5er

gac
Asp

gaa
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ata
‘Ile

cac
His

aeg
Thr

gty
val
845

gca
Rla

ctt
Leu

aaa
Lys

tgg
Trp

gtg
val
525

tgg
Trp

cgg
Arg

aag
Lys

ctg
Leu

agg

Lew Glu Arg

1005

acg cat acc
Thr His Thr

1020

gac
Asp

aat
Aszn

cca
Pro
830

tgc
Cys

qtg
Yal

agt
Ser

cgc

gga
Gly
910

gtt
Val

aat
Asn

atg
Met

atc
Ile

tee
Ser
940

gca
Rla

Ltg
Leu

ate
Ile

gat
hsp
815

caa
Gln

ggt
Gly

aag
Lys

gte
Val
cte
395
aag

Lys

gat
Asp

age
Ser

tte
Phe

ate
Ile
975

tat
Tyr

gtt
Val

tgg
Trp

age
Ser
BOD

qtg
Val

gge
Gly

cta
Leu

gac
Asp

9tg
Val
880

acc
Thr

agt
Ser

g9t
Gly

Eta
Leu

ctyg
Leu
960

gga
Gly

tgg
Trp

ctg
Leu

cgg
Arg

gag
Glu

cta

cga
Arg

gag
Glu
BES

gtt
Val

gce
Ala

atc
Ile

ccg
Pro

gaa
Glu
945

aaq
Lys

acyqg
Thr

att
Ile

ggt
Gly

caa
Gln

get
hAla

.gee
Ala

tca
Ser
830

ctg
Leu

9ag
Glu

acec
Thr

tta
Leu

gag
Glu
930

atg
Val

gtec
Val

gct
Ala

gaa
Glu

gaa
Glu
1010

ggc gat gga
Gly Asp Gly

16

1025

gaq
Glu

tgg
Tep

aag
Lys
B35

gtt
val

aac
Asn

aaa
Lys

acg
Thr

tte
Fhe
915

ace
Thr

gag
Glu

Arg

gqte
val

age
Ser
99%

gtec
Val

atec
Ile

ctg
Leu

atg

820

ate

Ile

toc
Ser

ace
Thr

cag
Gln

gaa
Glu
00

gca
Ala

aag
Lys

gat
Asp

gag
Glu

aag
Lys
880

agq
Arg

aaa
Lys

ctt
Leu

aga
Arg
8O3

gac

Asp

att
Ile

ags
Arg

ctte
Leu

gag
885

aaa
Lys

cCa
Pro

gaa
Glu

tet
Phe

agc
Ser
965

aag

Asn

cte
Leu

tca
Ser

gag
Glu

tgt
Cys

cgg
Arg

cag
Gln

ctg
Leu

ttg
Leu
870

g9a
Gly

ttg
Leu

gaa
Glu

tgt
Cys

gga
Gly
950

aac
Asn

aac
Asn

aat
Asn

tat
Cys

agt
Ser
1030

2514

2562

2610

2658

2706

2754

2802

2850

2898

2946

2994

3042

3090

313

3186



gac ttg ata ata cca
b2sp Leu Ile Ile Pro
1035

cgg aga cct ggg tac
Arg Arg Pro Gly Tyr
1050

gac
Asp

£gg gta gag att
Arg Val Glu Ile
1065

agc tge
Ser Cys

gga
Gly

agt gag
Ser Glu
1080

aag ttg ata

gtc
Val

aag
Lys

tte
Fhe

cac
His

aca
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aca ctg gcg gga
Thre Leu Ala Gly
1040

4Cd caa aac cag
Thr Gln Asn Gln
1055

cca
Pro

gat tac
Asp Tyr
1070

tge
Cys

cct
Pro

gcc
Ala

cgt gga
Arg Gly
1085

tge

gat tgg tgc

cca
Pro

cg4a agc aat
Rrg Ser Asn

cca tgg gac
Pro Tep Asp
1060

gge
Gly

act acg gkec
Thr Thr Val
1075

gga-
Gly

acc
Thr

acc
The

act cgc
Thr Arg

1090
ace

agg agc tgec

cac
His
1045

gaa
Glu

ace
Thr

aca
Thr

tta

aat
Asn

99c
Gly

ctg
Leu

gag
Glu

cca

agc gga

Ser Gly Lys Leu

1095

cgc tac
Arg Tyr

cca ctg
Pro Leu

cag aga
Gln Arg
1130

aga cca
Arg Pro

gct tat aat get
Ala Tyr Asn Ala
1145

ttg gcec
Leu Ala

gtg ttc
Val Fhe
1160

atec age
Ile Ser
1175

atg cea
Met Pro

Ile Thr Asp Trp

1100

caa act gac
Gln Thr Rap

age
Ser

1115

cat gat gaa
His Asp Glu

aag
Lys

Cys

ggc

Gly Cys Trp
1120

ace
Thr

1135

gat atg att gac
Asp Met Ile Asp
1150

acc cag gag
Thr Gln Glu
1165

gtc
Val

atte
Ile

get ata etg
Ala Ile Leu
1180

cct
Pro

ctt
Leu

get
Ala

Cys

tgt

cte
Leu

et
FPhe

cge
Rrg

etg
Lau

Arg S5er Cys

1105

tat
Tyr

ggt
Gly

tag

tca
Ser

qtg
Val

cag
Gln

ttg ggc
Leu Gly
1155

cag
Gln

aag agg tgg
Lys Arg Trp
1170

cta
Leu
1185

gte
Val

ctg
Leu

The Leu Pre

atg
Met

caa
Gln
1140

ettt
Leu

aca
Thr

gtg
val

act tac act
Thr Tyr Thr
1195

ggc att
Gly Ile

gca gaa tct
Ala Glu Ser
1210

got tte
Ala She

aag

atg gog ace tte
Lys

Met Ala Thr Phe
1225

aaa gcg aga tgg ace
Lys Ala Arg Tzp Thr
1240

gtt tktc tkt caa atyg

Val Phe Phe Gln Mat Ala Tyr His Asp Ala Arg Gln Tle
1260

1255

gat
Asp

aat
Asn

ata
Ile

aac
Asn

get

tta
Lau

cgc tat
Arg Tyr
1200

9tgq
Val

gac
Asp

teg
Ser

gga gga
Cly Gly
1215

caa
Gln Pro Val
1230

cca gtg Lttt
Phe

att
Ile

cag gag aac
Gln Glu Asn
1245

tat cac gat gece

17

ate
Ile

ttg
Leu

gte gtg

Val

gta
Val

cac trg
His Leuy
1220

qtg
Val

tcg
Ser

gtg gca
Val Ala
1235

atg
Met

ttg atg ttg
Leu

ttg

Leu Leu Met
1250

cgec caa att ctg

1265

gag
Glu
1125

gtg
Vval

ctyg
Leu

gce
Ala

tet
Phe

999
1205

gcg
Ala

(14 -
Phe

gcg
Ala

cte

1110

atc
Ile

aat
Asn

gte
Val

aag
Lys

g99-
Gly

1190

gca

Val Gly Ala

cte
Leu

cte
Leu

get
Ala

tgg

Leu Leu Trp

1270

3234

3zp2

3330

3378

3426

3474

3522

3570

3618

3666

3714

3762

slo

igss

39086



atc cct gat gtg
Ile Pro Asp Val
1275

gag
Glu

ttec
Fhe

gcc ata aca
Ala Ile Thr
1290

aga
Arg

cee
Pro

ctg cta aca
Leu Leu Thr
1305

gce
Rla

atg
Met

ata ctg ctg ttg
"1le Leu Leu Lsu
1320

aaa
Lys

agt gca goct gea
Ser ARla Ala Ala
1335

gce tca aca gga ctt
Ala Ser Thr Gly Leu
1355

gca tgt gat ¢occ aac
Ala Cys Asp Pro Asn
1370

aca gct gtc gge cta
Thr Ala Val Gly Leu
1385

gac att gac tcc atg
Rsp Ile Asp Ser Met
1400

get got ttc gtg att
Ala Ala Phe Val Ile
1415

acqg gcg gac att tec
Thr Ala Asp Ile Ser
1435

gaa aga gtt gat gtt
Glu Arg Val Asp Val
1450

aat
Azan

gat cca
Asp Pro
14865

gga gca
Gly Ala

agt geg
Ser Ala

cte geyg att
Leu Ala Ile
1480

ata act
Ile Thr

gga ttt tgg
Gly Phe Trp
1495
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tcé ctg gcg
Ser Leu Ala
1280

aat
Asn

ttyg
Leu

aat
Asn

aca tca
Thr Ser
1295

aca
Thr

acg
Thr

tgc
Cys

tkg
Lau

ctg aga
Lau Rrg
1310

cgg
Arg

ata ggc
Ila Gly

age
Ser

gtc gga
Val Gly
1325

agt
Ser

gga gca
Gly Ala

aag aaa
Lys Lys
1340

atg ate
Met Ile
1360

cee
Pro

tte
Phe

aac
Asn

aaa
Lys

cgt cgc gga tgg
Arg

1375

gtc
Val

Lttt gco atc
Phe Ala Ile
1350

atg
Mat

cca atg act

Pro Met

gecec att
Ala Ile
1405

aca
The

=] =
Ser
1420

aaa tca
Lys Ser

999
Gly

agt gat gca
Ser Asp Ala
14490

tgg
Trp

gaa
Glu

ctt
Leu

ggt
Gly

gat gat
Asp Asp
1455

cgqg
Arg

tgg
Trp

cct
Pro

tgg aag ata
Trp Lys Ile
1470

tac acc ccc
Tyr Thr Pra
1485

tgg
Tzp

gca
Bla

cte caa taeg
Ley Gln Tyr
1500

aca
Thr

aag

18

gta
Val

gtg
Val

aat
Rsn

ttg
Leu

ctyg
Lau

gct tgg atg ata
Rla Trp Met Ile
1285

Ccta
Leu

gte gte cocg ctg
Yal Val Pro Leu
1300

agg
Arg

gtg tac
Val Tyr

-ctg gat
Leu Asp
1315

agg
Arg

gag aag
Glu Lys

atc
Ile

agg
Arg

1330

ctg
Leu
1345

ctt
Leu

[ =1~

Arg Gly Trp Pro Ala

gga
Gly

atec

The Ile Ala

gat
Asp
1425
gaa
Glu

gaa
Glu

atg
Met

acc
Ile

aga

1505

ttg gt cta
Leu Ala Leu
1350

cta
Lauw

tge
Cys

gga ctg att
Gly Leu Ile
1365

gct
Ala

gct
Ala

act gaa gtg atg
Thr Glu Val Met
1330

gca

ctt
Leu

gca gag
Ala Glu

ggg ctg
Gly Leu
1395

Lttt
Phe

ggg ctc atg
Gly Leu Met

gcg
1410
att gag aga

Ile Glu Arg
1430

tgg
Tep

atg
Mat

aca ggc tecg
Thr Gly Ser
1445

age
Ser

att
Ile

atg
Met

ctC
Lau

aac
Asn

ttc cag
Phe Gln
1460

gtec
Val

tgt
Cys

Ctc aga atg
Leu Arg Met
1475

gta
Val

gtt
Val

Ltg cecg ten
Leu Pro Ser
1490

ttg

gg9a ggt gtg g

Lys Arg Gly Gly Val Leu Trp

1510

1954

4002

40350

4058

4146

4194

4242

4290

4338

4386

4434

4482

4530

4578

4626



gac act ccc tea cca
Asp Thr Pro Ser Pro
1515

atg

gtc tac agg atc
Met

Val Tyr Arg Ile
1530

atg
Met

gtt

gcg ggc gtg
val

Ala Gly val
1545

get
Ala

ttg
Leu

aaa gga geceo
Lys Gly Ala
1560

gte
Val

aag
Lys

gag

ggc agt
Glu

Gly Ser
1575

cag cac
Gln His

aag
Lys

tgg aac
Trp Asn
1585

aag aac gtt
Lys Asn Val
1610

cet gge
Pro Gly

aca cct gaa gga gaa
Thr Pro Glu Gly Glu
1625

aca tca ggec tea eca
Thr Ser Gly Ser Pro
1640

tat ggc aat gga gtc
Tyr Gly Asn Gly Val
1655

ggqt gaa agg
Gly Glu Arg
1675

gtg cag
Val Gln

aaa
Lys

ctg agg
Leu Arg
1650

gag atg
Glu Met

agyg
Arg

gce ggt aaa aca
Ala Gly Lys Thr
1705

aac aga aga ctg
Asn Arg Arg Lesu
1720

aga
Arg

gct gag atg get gaa
Ala Glu Met Ala Glu
1735
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4ag gag tac aaa
Lys Glu Tyr Lys

act cgt ggg ctg
Thr Arg Gly Leu
1535

tte
Fhe

gaa ggrc get
Glu Gly Val
1550

gag
Glu

atg age gga
Met Ser Gly
1565

gat cga ctt
Asp Arg Lesu
1580

tgt
Cys

gag
Glu

ggg cag gat
Gly Gln Asp

azg aac gtc cag
Lys Asn Val Gln
1615

atc ggg gecc gtg
Ile Gly Ala Val
1630

daa
Lys

ata gtg
Ile Val
1645

gac
Asp

aae
Asn

ceo
Pro

ata
Ile
1660

atg
Het

atg cca

Met

gat
Asp

gag
Glu

atec act
Ile Thr
1695

aaa
Lys

cag
Gln

akt ctg cca
Ile Leu Pro
1710

agg
Arg

aca
Thr Ala
1725

gce gtg cta
Val Leu

gca ctg aga gga
Ala Leu Arg Gly
1740

dag ggg
Lys Gly
1520

ctec gge
Leu Gly

ace
Thr

cac
His

cge
Arg

ggc
Gly

tac gga
Tyr Gly
1585

cag
Gln

gtg
Val
1800

aaa
Lys

acyg
The

act
Thr

ttyg
Leu

aac
Asn

g9t
Gly

gge teca
Gly Ser
1665

atc cca

Fro Ile Pro Ala

1680

ctyg
Leu

gta
Val

atec
Ile

cag
Gln

cca
Pro

gca
Alaz

cty cce
Leu Pro
1745

19

gac acg acc acc
Asp Thr Thr Thr
1525

ggc
Gly

agt tat caa gca
Ser Tyr Gln Als
1540

gga
Gly

aca
Thr

cat aca
His Thr

-ctt tgg
Leu Trp
1555

cca tac
Pro Tyr

tgg
Trp

ctyg
Leu
1570

gac
Asp

tgg aaa ttg
Trp Lys Leu
1590

coe
Pro

gga
Gly

atte
Ile

gtg gtg gaa
Val Wal Glu
1605

atg
Met

aaa
Lys

eca
Pro

ggg gtg tte
Gly Val Phe
1620

gac tte ccc act
Asp Phe Pro Thr
1635

gga
Gly

ctt
Leu

gtg att ggg
Val Ile Gly

gat
Asp
1650

ata
Ile

age gog ata
Ser Ala Ile
1670

tac
Tyr

gga ttc gaa cct
Gly Phe Glu Pre
1685

gcc

cte cat
Leu His
1700

cec gge

gat
Pro Gly

Asp

ata
Ile

ate aaa gag
Ile Lys Glu
1715

gec
Ala

get
Ala

gtg
Val

acc agg gtt
Thr Arg Val
1730

atc ©gg tac cag aca
Ile Arg Tyr Gln Thr
1750

4674

4722

4770

4818

4866

4914

4962

5010

s0s8

5106

3154

5202

5250

52948

5346



tcc gea gtg ccc aga
Ser Ala Val Pro Arg
1755

cte

tgt cat gct acc
Leu

Cys His Ala Thr

gaa
Glu

ace
Thr
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cat
His

aat gga aat
Psn Gly Asn
1760

cac agg cty
His Arg Leu

atg
Het

gag
Glu

tct
Ser

atkt gtt gat gte
Tle val Rsp Val
1765

cCct cac agqg
Pro His Arg

gtg
Val

atg -

Met

ccqg
Pro

1770

saac tac aac ctg
Asn Tyr Asn Leu
1785

agkt ate
Ser Ile
1800

gca
Ala

gca
Rla

ata
Ile

geg gog
Ala Ala
1815

gca
Ala

teo
Ser

ttc cca
Phe Pro

gag
Glu

gct tgg
Ala Trp
1850

gat cga
Asp Arg

tgg
Trp

aag acg gtt
Lys Thr val
1865

cta
Leu

caa
Gln

ctt tgc
Leu Cys
i880

tcg tac
Ser Tyr
1845

acg
Thr

gag
Glu

aca
Thr

aca
Thr

gtt atc
Val Ile

ttc gtg
Phe Val

atg gat
Met Asp
1750

act
Ile

aga ggt tac
Arg Gly Tyr
1805

aca
Thr

tte atg
Phe Met
1829

gee
Ala

att
I[le

cca
Fro

aat tca
Asn Ser

1835

tac
Tyr

ket
Ser

adc
Asn

gga
Gly

tee
Phe

gtg cct agt
Val Pro Ser
1870

gct gga aag
Ala Gly Lys
1885

cgt
Arg

cca aaa
Pro Lys

gag tac
Glu Tyr
1300

ata
Ile

tet gaa
Ser Glu

gac
Asp

1915

att gac
Ile Asp
1930

agg gtg
Arg Val

g9a gaa g99g aga
Gly Glu Gly Arg
1945

agt gcc goc cag
Ser Ala Ala GCln
1960

ggt gat gag tac
Gly Asp Glu Tyr
1975

aag agt
Lys Ser

age
Ser

cgg
Arg

ate
Ile

ctg gga
Leu Gly
1950

qtg
Val

cgt gga cgc
Arg Gly Arg
1965

aga
Arg

tgt tac ggg ggg
Cys Tyr Gly Gly
1980

1773

gag
Glu

Lo
Ser

aod
Thr

tce
Ser

gaa
Glu
1855

gtec
Val

aaa
Lys

tgt
Cys

atg
Met

Qtg
val

1935

gaa
Glu

atc
Ile

cac
His

cat .ttec acc
Ris Phe Thr
1785

get
Ala

aca
Thr

aag gte
Lys Val
1810

gag
Glu

act
Thr

cca cca
Pro Pro
1825

g9c
Gly

act
Thr

gac tta
Asp Leu
1840

cag
Gln

aca
Thr

ate
Ile

gaa
Glu

tgg
Tep

ggqg aat
Gly Asn
1875

aag
Lys

atg
Met

ttg
Leu

gtc caa
Val Gln
1890

gta
Val

adag aac
Lys Asn
1908

gat
Asp

gat
Rsp

tte
Fhe

aac
Asn

ggg get
Gly Ala

1920

atc
Ile

acc
Thr

aaa cca
Lys Pro

gca gtg
Ala val
1955

cca tck
Fro Ser

ggt aga aat <cyg
Gly Arg Asn Pre
1970

acg aat gaa gac
The Asn Glu Asp
1985

20

1780

gac cca
Asp Pro

gct
Ala

cta
Leu

999
Gly

gag
Glu

tca
Ser

gat cea
Asp Pro
1830

gag ate
Glu Ile
1845

ccg
Pro

ace
Thr

tac
Tyr
1860

999
Gly

att
Ile

gcc
Ala

gag
Glu

aac
BAsn

aga
Arg

aag
Lys

gac ttt
Asp Phe
1910

tag
Trp

agc
sSer

aag gcg
Lys Ala
1925

ata
ile
1340

aca
Thr

gaa
Glu

aca
Thr

get
Ala

gca
Ala

gt
val

tcg
Ser

caa
Gln

tcg aac
Ser Asn
1520

gac
Asp

5394

5442

5490

5538

5586

5634

5682

5730

5778

s5828

5874

5922

5970

6018

6066



(4 4
Phe

cca
Pro

gec cat tgg act
Bla His Trp Thr
1995

aac gga ctg ate
Asn Gly Leu lle

gag
Glu

get
Ala
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gca cga atc atg
BRla Arg Ile HMet
2000

caa tte tac caa
Gln Phe Tyr Gln
2015

€¢g gac aac atc
Pro Asp BRsn Ile

cca gag cgt gag
Pro Glu Arg Glu
2020

aac
Asn
2005

aag
Lys

atg
Met

gta
Val

2010

ace atg gag
Thr Met Glu
2025

tat
Tyr

ctg
Leu

ttt ctg gaa
Phe Leu Glu
2040

gc9
Ala

aag gtt
Lys val
2055

gca
Ala

cct
Fro

agq
Arg

gat ggt
Asp Gly

acg aag
Thr Lys
2090

gtc atc
Val Ile

gac gcc agg gty
Asp Ala Arg Val
2105

tcg goa
Sar Gly

ttke gee
Phe Ala
2120

cck gag
Pro Glu

aag atg
Lys Met
2135

gtt gtg
val val

atg tac
Mat Tyr

tac cgg
Tyr Arg
2030

gg9g gaa
Gly Glu

ttg agg act
Leu Arg Thr
2045

gca
Ala

gek gga gtg tea
Ala Gly val Ser
2060

atc
Ile

aac
Asn

aca
Thr

aca
Thr
2075

ctt
Leu

ggt
Gly

gaa
Glu

agg

tac
Tyr

gat cac
Asp His
2110

tcg
Ser

aaa
Lys

cag
Gln

cgt tct
Arg Ser
2125

cac ttc atg
His Phe Mat
2140

999
Gly

gce act geca
Ala Thr Ala

gag
Glu

21355

gag gaa
Glu Glu
2170

goo ctg
Ala Leu

tta ttg agt gtg
Leu Leuw Ser Val
2185

aag ggc att gga
Lys Gly Ile Gly
2200

ace ket tre cge
Thr Phe Phe Cys
2215

cca
Pro

gat
Asp

gct
Ala

ctg
Leu

acc
Thr

atg
Met

atg gga
Met Gly
2190

aag
Lys

ata ggt ttg
ile Gly Leu
2205

tgg atg gct gaa
Trp Met Ala Glu
2220

CLC
Leu

gat
Asp

tac
Tyr

tta
Leu

aag

Arg Lys Ile

2095

cag
Gln

ata
Ile

aag
Lys

aaa
Lys

(=34
Leu
2175

gca
Val

gga
Gly

gtt
Val

gga -gaa gag
Gly Glu Glu
2035

aga
Arg

ctg cca gtt tgg
Leu Pro Val Trp
2050

cac gac ¢gg agg
His Asp Arg RArg
2065

aac aac
Asn Asn

gac
Asp

gaa
Glu
2080
att ctg
Leu

agg ccg
Arg Fro

cta
Leu

aag gcg
Lys Ala
2115

gca
Ala

ctec att
Leu Ile
2130

gag
Glu

999
Gly

gca
Ala

aca tgg
Thr Trp
2145

gaa
Glu

gct
Ala

aga
Arg

gga gga
Gly Gly
2160

att gee
Ile Ala

cag aca
Gln Thr

ctc ctc
Leu Leu
2195

ttc ttc
Phe Phe

ggc gct gte teg
Gly Ala val Leu
2210

cca gga acg aayg
Pro Gly Thr Lys
2225

21

a3a
Lys

aac
Asn

aqgg
Arg

tac
Tyr

ctyg
Leu

gct
Ala

tgg tgc ttt
Trp Cys Phe
2070

gaa gtg gaa
Glu Val Glu
2085

ate
Ile

tgg
Trp

cgc
Arg
2100

tto
Phe

gac
Asp

aag
Lys

gtt
Val

ctg
Leu

g9a
Gly

ctt
Leu

gac acc
Asp Thr
2150

cac aga
His Arg
2165

acg
Met

ttg att
Leu Ile
21680

gco
Ala

atg cag
Met Gln

cgg
Arg

gcg
Ala

gga gtc
Gly Val

atc gec gga
Ile Ala Gly
2230

6114

6162

6210

6258

6306

6354

6402

6450

6498

6546

6594

6642

6690

6738

6786



atg ttg ctg ctc
Met Leu Leu Leu

gag aag caa cgt
Glu Lys Gln Arg
2250

tgt gtc atg acc
Cys Val Met Thr
2265

cta gac aag ace
"Leu Asp Lys Thr
2280

aag gag
Lys Glu

gag gtc
Glu val
229%

Lcec
Ser

2235

teg
Ser

cet
Leu

aag
Lys

aat
Asn
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ctt ctc ttg atg
Leu Leu Leu Mat

cag aca gac aac
Gln Thr Asp Asn
2255

gtg
Val

gtg agc gca
Val Ser Ala
2270

agt gac ata
Ser Asp Ile
2285

age
Ser

ttec agc
Phe Ser
2300

atg
Met

gga
Gly

att
Ile
2240

gtg cta att
Val Leu Ile

cag cta gcc gtg
Gln Leu Ala Val

gca
Ala

gcc raac gag
Ala Asn Glu
2275

agt ttg tee
Ser Leu Phe
2290

a99
Gly

ctt
Leu

ctg
Leu

gag ttt
Glu Phe
2305

cca
Pro

cct gag
Pro Glu
2245

ate
Ile

ttec ctg
Phe Leu
2260

atg ggt tgg
Met Gly Trp

att
Ile

cau aga
Gln Arg

gac ttg agg
Asp Leu Arg
2310

ccg gca
Prd Ala

cca ctg
Pro Leu

cca
Ser

aca gecc tgg
Thr Ala Trp
2315

[ 41 ]
Leu

cta aag cat
Leuw Lys His

tac gct gtg
Tyr Ala Val
2320

.ceg
Leu

ate
Ile

acg tca gat
Thr Ser Asp

aca
Thr

aca
Thr

ate
Ile

tac
Tyr

gtc ctc act
val Leu Thr
2325

gecg
Ala

aac acc
Ran Thr

tea ttg
Ser Leu

acc tca ata
Thr Ser Ile
2345

ttc coo tte
Phe Fro Phe
2360

tge tgg gga
Cys Trp Gly
2375

ettt tEt tge
Leu Phe Cys

atg cge tca
Met Arg Ser

gta gtg gat
Val val Asp
2425

aca cc¢ atc
Thr Pro Ila
2440

tet cta get
Ser Leu Ala
2455

2330
aac gtt
Asn Val

gte gat
Yal Asp

caa gtec
Gln Val

cag gca agt
Gln Ala Ser
2350

gtg
Val

gtE gga
VYal Gly
2365

acc
Thr

cte
Leu

ace
Thr

2380

cac tat
His Tyr
2395

gee
Ala
2410

cag
Gln

ate
Ile

g99¢
Gly

atg
et

caq
Glin

gca
Ala

gta
Val

tae
Tyr

gec
Ala

atg
Met

aca
Thr

<99
Arg

<99
Arg

gtg gcc acyg
Val

2430

aag aaa gtt
Lys Lys Val
2445

gta gtg aac
Val Val Asn

2460

2335
gca

Ala

teg
Ser

gtt
Val

gtt ccec ggt
Val Pro Gly

gcg
Ala

2415

gac

9948
Gly

ccg tet gtg aag aca
Pro Ser Val Lys Thr

cta
Leu

get
Ala

acqg
Thr

2400

gce
Ala

gte

Ala Thr Asp Val PFreo

cag
Gln

22

2340

tee
Phe

aca cte geg
Thr Leu Ala
2355

cta
Leu

cte ctg
Leu Leu
2370

gea
Ala

aca
Thr

gca
Ala

geg
Ala

gta
Val
2385

caa
Gln

get
Ala

tgg
Trp

atec
Ile

atg aaa
Mat Lys
2420

992
Gly

cca gaa tta gag
Glu Leu Glu

2435

atec
Ile

atc atg ctg
Ile Met Leu
2450

gta
Val
2465

cga ggc
Arg Gly

goc gga
Ala Gly

aca cte
Thr Leu
2390

gca
Ala

gag
Glu
2405

aac
Asn

get
Ala

cge
Arg

ace

gtg
Val

ttg
Leuy

cga gaa
Arg Glu
2470

Thr °

6834

6882

6530

6978

1026

1074

7122

7170

7218

1266

71314

7362

7410

7458

75086



gcc g9g9a
Ala Gly

tet g
Ser Val
2490

gca agc
Ala Ser

atg egt ggg ggt
Met Arg Gly Gly
2505

atg
Met

gaa
Glu

aag aac
Lys Asn
2520

acc ttg
Thr Leu
2535

gga
Gly

Ja9
Glu

gag ttc act agg
Glu Phe Thr Arg

aaa cac
Lys His
2570

g<g9 gca
Ala RAla

gte tet agg
Val Ser Arg
2585

ggc
Gly

gte
Val

ctc gaa ecg
Leu Glu Pro
2600

tat
Tyr

tgg tgt tac
Trp Cys Tyt
2615

tac aca aag
Tyr Thr Lys

gg¢c
Gly

tat gga tgg aac
Tyr Gly Trp Asn
2650

aga ect tct gag
Arg EFro Ser Glu
2665

tcg tca agt got
Ser Ser Ser Ala
2680

atg gtt gag gac

2475

tgg
Trp

tgg
Trp
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2480

aac gca aca act
Asn BRla Thr Thr
2455

cta
Leu

ttg tca tgt
Leu Ser Cys

gce
Ala

tee
Ser

att ttg atc acg gcc gca gog ghkg acg
Ile Leu Ile Thr Ala Bla Ala Val

Thr

atc
Ile

ata
Ile

ctt tgg gag aat
Leu Trp Glu Asn
2485

gga ctc tge cac
Gly Leu Cys His
2500

cte
Leu

aca
Thr

‘aca tgg
Thr Trp

daa
Lys

cca
Pzo

grt

Val Trp

2540

tac
Tyr
2555

cgc

gec
Ala

aca
Thr

gca
Ala

aaa
Lys

gga
Gly

atg gca
Met Ala
2620

ggt ccc
Gly Pro

2835

att gte
Ile Val

tgt tgt
Cys Cys

gag gtt
Glu Val

tgg ctg

tgg aaa gaa

2510

gga cta
Gly Lau
2525

asa
Lys

aga
Arg

ctc
Leu

aga

Lys Glu Arg

goce atec
Ala Ile
2560

aaa gag
Lys Glu

aaa gaa ggc aat
Lys Glu Gly Asn
2575

aga tgg
Arg Trp

aaa ctg
Lys Leu
2590

gac ctt
Asp Leu

gtg att
Val Ile
2605

acc caa
Thr Gln

aaa aga
Lys Arg

gga cat
Gly His

gaa gag
Glu Glu
2640

acc
Thr

atg aag agt
Met Lys Ser
2655

gac acc cte ctt
Asp Thr Leu Leu
2670

gaa gag cat
Glu Glu His
2685

agg
Arg

cac tga ggg cca

2515

aaa
Lys

gca
Ala

ggt ggg
Gly Gly
2330

aca
Thr

atg
Met

aac cag
Asn Gln
2545

gtc
Val

atc gaa gat

Ile Glu

gga
Gly

aaa
Lys

cgc

2565

gte act
Val Thr

999
Gly
2580

gga
Gly

cgg
Arg

ctg gte gaa
Leu Val Glu
2595

aga
Arg

gga
Gly

gga tgt
Gly Cys
2610

caa
Gln

gte
Val
2625

gaa
Glu

cta
Leu

caa
Gln

gtg
Val

cce
Pro

gtg gat gtg
Yal Asp Val
2660

gga
Gly

tgt gac atc gga
Cys Asp Ile Gly
2675

acg att cgt grc
Thr Ile Arg Val
2690

agg gaa ttk tgc

Met Val Glu Asp Trp Leu His Arg Gly Pro Arg Glu Phe Cys

2695

2700

23

2705

cat
His

agg
Arg

ggc
Gly

caa
Gln

2645

tte
Phe

gag
Glu

ctt
Leu

gtg
Yal

gga
Gly

ate
Ile

ata
Ile

cgc
Arg

gaa
Glu
2350

tca

Asp Arg Ser

tca
Ser

| 444
Phe

agqt
Gly

gtc aga ggg
Val Arg Gly

2630

agt
Ser

tac
Tyr

tce
Ser

gaa
Glu

aag
Lys
2710

1554

1602

7650

7698

T16

7794

7842

7890

7938

79886

BD34

4082

8130

Bl78

8226



cte tge cec
Leu Cys Pro

gtg
Val

caa
Gln
2730

tce

Ser Thr His Glu

2745
cat teca
His 5ar

2760
agg acc

2775

tac
Tyr
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atg ccg aaa gtc
Met Pro Lys Val

2715

¢gc cgg tat ggg
Arg Arg Tyr Gly

acg cac gag atg

Het

gtg aat atg
Val Asn Met Thr Ser

tgg aag gga ccc caa
Arg Thr Trp Lys Gly Pro Gln

999 gge ctg gtc
Gly Gly Leu val
2735

agt
Ser

tat tgg gtg
Tyr Trp Val
2750

cag gtg
Gln Val

acc age
2765

tac
Tyr

gag
Glu

2780

ata
I[le

2720

aga
Arg

cga
Arg

cte
Leu

gaa
Glu

gag aag atg gag
Glu Lys Met Glu

aac cca ctc tca
Asn Pro Leu Ser
2740

gct 'tca ggc aat
Ala Ser Gly Asn
2755

cta gga aga atg
Leu Gly Arg Met
2770

gta
Val

aac ttg
Asn Leu

gat
As=p
2785

cte
Leu

ctg
Lei
2725

aat
Asn

cgg
Arg

gta
Val

gty
Val

aaa
Lys

gaa
Glu

gga agc
Gly Ser
2790

gga acc
Gly Thr

agg gcg gtg
Arg Ala Val

gga aaa
Gly Lys

cce ckg cte
Pro Leu Leu

aac
Asn

aac
Asn

aac agg
8sn Arg
2810

atc
Ile

cac cac gat
His His Asp
2825

gag
Glu

tat gat gtg aag
Tyr Asp Val Lys
2840

cte
Leu

gtc agg
Val Arg

2855

Leu

atg gcc atg act

2795

att
Ila

4aac
Asn

ccc
Pro

Ser

gac

gaa
Glu

cac
His

aca
Thr

ctCc tca aaa cca

Lys
2860

2800

cgt
Arg

ctc agyg
Leu Arg
2815

cga
Arg

acc
Thr

cca tat aga
Pro Tyr Arg
2830

tece gec
Ser Ala

agt
Ser

g9c
Gly
2845

acc
Thr

tgg gac

Pro Trp Asp

gag

Glu

tgg
Trp

tcg
Ser

atec
Ile
2865

tca
Ser

gac acc agc
Asp Thr Ser
2805

tac
Tyrc

agt tcg acg
Ser Ser Thr
2820

aac tat
Asn Tyr
2835

cac ggc
His Gly

aat
Asn

ctg
Leu
2850

gte
Val

gga
Gly

acc
Thr

aat
Asn

gtt
Val

acg
Thr

dda
Lys

tgg
Trp

agt
Ser

gtg
Val

ace
Thr
2870

act act ccc tte

cag
Gln

999

cga
Arg

cag
Gln

gtg ttc aaa
Val Phe Lys

Met Ala

Met

Thr Asp Thr Thr

Pro Phe Gly

gtg gac
Val Asp
2890

gag aag
Glu Lys

gtg ctc aac gag
Val Leu Asn Glu
2905

daa cgt ccc
Lys Arg Pro
2920

aga
Arg

age aat gea get
Ser Asn Ala

2935

2875

acg
Thr

acc
Thr

atg
Met

ttg

Ala Leu Gly Ala Met

2880

aaa
Lys

cct gaa
Pro Glu
2895

gct
Ala

acc
Thr

aac tgg ttg
Asn Trp Leu
2910

tgc tct cga gag
Cys Ser Arg Glu
2925

tte
Phe

ggt gecc atg
2940

ccg
Pro

tgg
Trp

gaa
Glu

gaa
Glu

24

cca
Pro

gaa
Glu

gga gcg
Gly Ala
2900

tee
Phe Leu
2915

ttg gcc
Ala

gcg
Ala

aag
Lys

ttc ata aga
Phe Ile Arg
2930

caa
Gln

gag cag aat
Glu Gln Asn
2945

2885

tac
Tyr

aag
Lys

aga gaa
Arg Glu

gtc aac
Val Asn

tgg agg
Trp Arg
2950

8274

8322

8370

8418

B466

8514

8562

8610

B658

87086

B754

8802

8850

BB 98

8548



gtt
Val

agc
Sar

gct aga gaa gca
Ala Arg Glu Ala
2955

cat
His

gca
Ala

gag cgc gag
Glu Arg Glu
2970

gag
Glu

aag
Lys

aga
Arg

atg atg gga
Met Met Gly
2985

aac
Asn

ate
Ile

aag gga age aga
Lys Gly Ser Arg
ipoo

gee
Ala

ctg
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gaa gat cca aaa
Glu Asp Pro Lys
2960

ctg cgg ggg gaa
Leu Arg Gly Glu
2975

aaa ccc
Lys Pro

gag aaa
Glu Lys
2990

atg
Met

tgg
Trp

tte
Phe

tgg
Trp
3005

ctc aat gaa

Lttt tgg gag
Phe Trp Glu

tgt cac act
Cys His Thr

gga gag ttc
Gly Glu Phe
2955

gect
Ala

ctc gga
Leu Gly
3010

gac cac tgg

gat
Asp

atg gtg
Met Val
2965

tac
Tyr

tgc atc
Cys Ila
2980

gga aag gcc
Glv Lys Ala

ctg
Leu

cgc ttt
Arg Phe

ctt gga aga

gag gct
Glu Ala

gag tte
Glu FPhe
3015

aag aac tca gga

ggt Lttt
Leu Gly Phe
3n20

Leu

g9g9a g9t gtc gag

Asn Glu Asp His
3025

ggc ttg ggc ctc

Leu Gly Arg
3030

Trp

caa aaa ctg ggt

Lys Asn

tac atc ctg cgt gaa gtt ggc
Tyr Ile Leu Arg Glu Val Gly
3050

gat gac aca
Asp Asp Thr
3065

aat gaa gct
Asn Glu Ala
3080

Ser Gly Gly Gly Vval

3035

gct ggc tqg

Glu Gly

acc cgg
Thr Arg
3055

gac acC cgc

Ala Gly Trp Asp Thr Arg

aag gtg ctt
Lys Val Leu

3070

gag ctg ctt
Glu Leu Leu
3085

gcc agyg goc atc att gag cte acc tat

Ala Arg Ala
085

atg cge cog
Mat Arg Pro

gaa gat cag
Glu Asp Gln

Ile Ile Glu
3100

gct get gat
Ala Ala Rsp
3115

agg ggg agt
Arg Gly Ser

Leu Thr Tyr

gga aga acc
Gly Arg Thr

gga caa gtt
Gly Gln Val

Leu Gln

3040

Gly Leu

aag
Lys

cct ggg ggc
Pro Gly Gly

ate
Ile

acqg aga gct
Thr Arg Ala
3075

cat
His

gat
Asp

9g9g gaa
Gly Glu
3090

gte
Val

cgt cac aaa
Arg His Lys
3105

gat
Rsp

gte
Val

gtec
Val
Jizo

arg
Met

tac
Tyr

gte
val

acc
Thr

gce
Ala

3130

ttc acc aac ctg
Phe Thr Asn Leu
3145

gtg att ggc cca
Val Ile Gly Pro
3160

aaa gtc agg acc
Lys Val Arg Thr
3178

gec gtc cag ctg
Ala Val Gln Leu
3150

gat gat gtg gag
Asp Asp val Glu
3165

tgg ctg ttt gag
Trp Leu Phe Glu
3180

3135

gtg agg
Val Arg

aaa ctc
Lys Leu

aat ggg
Asn Gly

25

Lys Leu Gly
3045

atc tat gect
Ile Tyr Ala
060

ttg gaa
Leu Glu

gac
Asp

cgt ctt
Arg Leu

cgg
Arg

aaa gtg
Lys Val
3110

gtg
Val

atc tcc
Ile Ser
3125

aga
Arg

aect
Thr

aac
Asn

cta
Leu

3140

atg atg gaa
Met Met Glu
3155

aca aaa ggg
Thr Lys Gly
3170

gaa gaa aga
Glu Glu Arg
3185

gga
Gly

gaa
Glu

999
Gly

cce
Pro

aaa
Lys

gga
Gly

ctc agc cgc
Ser Arg

3190

8994

9042

9050

9138

9186

9234

9282

9330

9378

9426

9474

89522

8570

9618

96686



gtc agt
Val Ser

atg
Met

gct
Ala

tte
Phe

acc teg
Thr Ser
3210

gcc
Rla

aktec caa
Ile Gin
32258

gag
Elu

gae
Rsp

tte
Phe

tgc
Cys

gtt cca
"val Pro
3240

ctg
Leu

gtg
val

aga aca
Arg Thr
3255

tct
Ser

ata
Ile

get ogc
Ala Arg

aag tct
Lys Ser
3290

ctg gct
Leuv Ala

aga gac ctg cgg
Arg Asp Leu Arg
3305

cct
Pro

aat tgg gtc
Asn Trp Val
3320

aca
Thr

gag tgg atg
Glu Trp Met
3335

gag gag aat
Glu Glu Asn

ata
Ile

agt
Ser

gac gtc cca
Asp Val Pro
3370

ctg att ggc aca
Leu Ile Gly Thr
i3zas

gct atc aac caa
Ala Ile Asn Gln
3400

tac atg agt teca
Tyr Mat Ser Ser
3415
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gat gac tgt
Rsp Rsp Cys

gga
Gly
3195

cac Lbc ctg
His Pha Leu

cLc
Leu

aaa ccg tca
Lys Fro.5er
3230

tgg
Trp

Ltc
Phe

aac cat
Asn His
3245

tca
Ser

grt cca tgc
Val Pro Cys
3260

tga
Arg

gga
Gly

cca ggg gcc
Fro Gly Ala
3275 .

atg
Met

tat
Tyr

cag
Gln

gee
Ala

cte
Leu

atg
Met

gcc aac
Ala R=n
33lo

acc
Thre

acc
Thr

gga aga
Gly Arg
3325

gac atg
Asp Met

aca gag
The Glu
3340

gaa
Glu

gaa tgg atg
Glu Trp Met
3355

tca

cat gga aaa

ccc
Pro

gLg gta
Val Val
3200

aag
Lys

tca
Ser

aat gct
Asn Rla
3215

atg
Mat

act
Thr

tgg -tat
Tep Tyr

gga
Gly

ttg atc
Leu Ile
3250

act
Thr

gaa
Glu

gga cag gat gaa
Gly Gln Asp Glu
3265

tgg aac gtc cge
Trp Asn Val Arg
3280

ctg ctt ctg
Leu Leu Leu

tgg
Tro
3265

att
Ile

tgec tcc
Cys Ser

gcc
Ala

tcc ate
Ser Ile
3330

tgg
Trp

acg
Thr

tgg
Trp

gag gtc
Glu Vval
3345

ttg
Leu

cca
Pro

acec
Thr

gac aaa
Asp Lys
3360
gag

cga gac atc

Tyr

aga
Arg

gtc
Val

cta
Lau

Ser Gly Lys Arg

3375

Cga gcc acg
Arg Ala Thr
3390

gce
Ala

ate
Ile

aga gca ate
Arg Ala Ile
3405

aag aga tat'gaa
Lys Arg Tyr Glu
420

Glu

tgg

Trp Ala Glu Asn Ile Gln

gga
Giy

gac
Asp

26

Asp Ile

gca gaa

gat gag
Asp Glu
3410

aca act
Thr Thr
3425

cgc
Arg

ctg gac gat
Leu Asp Asp
3205

aaa
Lys

aag gtt
Lys val
3220

cgc
Rrg

cag
Gln

gat
Rsp
3235

tgg
Trp

cag
Gln

aaa
Lys

gat
Asp

gga
Gly

atg
Met

ttg
Leu

gta
val

ggc aga
Gly Arg
210

tge
cys

gac act gct
hsp Thr Ala
3285

tac ttc
Tyr Fhe
3300

cac
His

aga
Arg

ect
Pro

gtgq
val

gct gte
Ala val
3315

gga
Gly

cat gca
His Ala

gga
Gly

aac cqgt
Asn Arg

gtt tgqg
val Trp
3350

tag
Tzp

gtg gag aaa
Val Glu Lys
3365

agc
Ser

tgg tgt ggc

Tep Cys Gly
3380

aac atc cag gtg

Val

3395

tat grg
Tyr Val

gat
Asp

aag
Lys

gtt gag gac
Val Glu Asp
3430

tcg
Leu

9714

97162

9810

s8se

9906

9954

10002

10050

10098

10148

10194

10242

10290

10338

10388
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aca gta <tg tagatattta atcaattgta aatagacaat ataagtatgc
Thr Val Leu

ataaaagtgt
tgaggagaaa
gcgactcaac
agaaccgtct
q;tlcqgcqt
taacaaaggc

gaaaggacta

agctgtaggt-

acaaaacagc

cacacggcac

agttttatag
gtcaggecgyg
cccaggagga
©ggaaggagyg
gctactetge
aaaccaacgc
gaggttagag
caggggaaqqg
atattgacac

agtgcgccga

tagtatttag
gaagttcccg
ctgggtgaac
Accccacatg
ggagagtgca
cccacgegge
gagacceccgce
actagaggtt
ctgggataga

caatggtggc

tggtgttagt
ccaccggaag
aaagccgega
ttgtaacttc
gtctgcgata
cctageecceyg
ggtttaaagt
agtggagacc
ctaggagatc

tggtggtgcy

gtaaatagtt
ttgagtagac
agtgatccat
aaagcccaat
gtgccccagg
gtaatggtgt
gcacggccca
ccgtgoccaca
ttctgctctg

agaacacagg

aagaaaatett
ggtgctgecct
gtaagccctc
gtcagaccac
aggactgggt
taaccagggc
gcctgactga
daacaccaca
cacaaccagc

atct

10435

10495
10555
10615
10675
10735
10795
10855
10915
10975

11029

<210>2

< 211> 3433

<212 >PRT

< 213 > Flavivirus sp.

<400>2

27



Leu

Ala

Ala

Val

65

Leu

Arg

Val

Fhe

Val
145

Ser Lys
Lys Arg
Met Leu

35

Leu Leu
50

Leu Ser

Arg Ser

Met Ile
115

Gln Gly
130

Ile Thr

Lys
Gly

20
Ser
Ala
Arg
Phe
Ser
100
Gly

Lys

Ile

Pro

HMet

Leu

Phe

Trp

Lys

85

Lys

Leu

val

Fro
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Gly

Fro

Ile

Phe

Arg

70

Lys

Gln

Ile

Met

Thr
150

Gly
Arg
Asp
Arg

55
Gly
Glu
Lys
Ala
Met

135

Ala

Pro Gly

Val Leu
25

Gly Lys
40

Fhe Thr
Val Asn
Leu Gly
Lys Arg

105

Ser Val
120
Thr Val

Ala Gly

28

Lys

10
Ser
Gly
Ala
Lys
Thr

90
Gly
Gly

Asn

Lys

Ser

Len

Pro

Ile

Gln

15

Leu

Gly

Ala

Ala

Asn
155

Arg
Ile
Ile
Ala

&0
Thr
Thr
Lys
Val
Thr

140

Lau

Ala
Gly
Arg

15
Pro
Ala
Ser
Thr
The

125

Asp

Val
Leu

30
Phe
Thr
Met
Ala
Gly
110
Leu

Val

Ile

Asn

15
Lys
Val
Arg
Lys
Ile

95
Ile
Ser

Thr

Val

Met

Arg

Leu

Ala

His

BO

Asn

Ala

Asn

Asp

Arg
160



Ala

Pro

His
Ser
225

Thr

Tyr

Tyr
Val
305

Val

Asn

Glu
Gly
385
Gly
Gly
Val

Val

Ser
465

Mat
Val
Lys
Ser
210
Thr
LA
Ala
Gln
Ser
290
Ser
Thr
Mat
Thr
Ala
370
Val
Ser
Arg
His
Gly

450

Tyr

Asp

Ser
195
Arg
Leu
Tyr
Leu
Rrg
275
Phe
Gly
Ile
Glu
Val
355
His
Val
Ile
Thr
Gly
435

Ala

Thr

Val

Ser

180

Rla

Arg

Ala

Leu

Val

260

Val

Asn

Rla

Mer

Rla

340

Ser

Asn

Asp

Asp

Ile

420

Pro

Thr

Leu

Gly
165
Ala
val
Ser
Asn
Val
245
Ala
Val
Cys
Thr
ser
325
Rla
Asp
Asp
Arg
Thr
405
Leu
Thr

Gln

Lys

ES 2327217 T5

Tyr
Gly
Tyr
Arg
Lys
230

Lys

Ala

Trop
il
Lys
Asn
Lau
Lys
Gly
390
Cys
Lys
Thr

Ala

Leu
470

Met

Asn

Val

Arg.

215

Lys

Thr

val

Val

Gly

295

Val

Asp

Leu

Ser

Arg

375

Trp

Ala

Glu

Val

Gly

455

Gly

Cys
Asp
Arg
200
Ser
Gly
Glu
Ile
Val
280
Met
RAsp
Lys
Ala
Thr
360
Ala
Gly
Lys
Asn
Glu
440

Arg

Glu

Esp Asp Thr

Pro
135
Tyr
Leu
Ala
Ser
Gly
265
Leu
Ser
Leu
Pro
Glu
345
Lys
Asp
Asn
Phe
Ile
425
S5er

FPhe

Tyr

29

170

Glu

Gly

Thr

Trp

250

Trp

Leu

Val
Thr
330
Val
Ala
Pro
Gly
Ala
410
Lys
His
Ser

Gly

Bsp

Arg

val

Met

235

Ile

Leu

Arg

Leu

315

Ile

Arg

Ala

Ala

Cys

385

Cys

Tyr

Gly

Ile

Glu
475

Ile

Ile

Cys

Gln

220

Asp

Leu
Leu
Asp
300
Glu
Asp
Ser
Cys
Phe
380
Gly
Ser
Glu
Asn
Thr

460

Val

Thr
Asp
Thr
205
The
Ser
Arg
Gly
Val
285
Phe
Gly
Val
Tyr
Pro
365
Val
Leu
Thr
val
Tyr
445

Pro

Thr

Tyr
Cys
190
Lys
Ris
Thr
Asn
Ser
270
Ala
Leu
Asp
Lys
Cys
so
Thr
Cys
Phe
Lys
Ala
Ser

Ala

Val

Glu
175
Trp
Thr
Gly
Lys
Pro
255
Azn
Pro
Glu
Sar
Mat
335
Tyr
Mat
Azg
Gly
Ala
415
Ile
Thr

Ala

Asp

Cys
Cys
Arg
Glu
Ala
240
Gly
Thr
Ala
Gly
Cys
320
Met
Leu
Gly
Gln
Lys
400
Ile
Phe
Gln

Pro

Cys
480



Glu

Gly

Léu
545
Pro
Lys
Gly
Gly
Pro

625

Pro

Tyr

Lys

Ala

705

Val

Gly

Gly

Arg

Leu
785

Pro

Thr

Fro

Met

530

Gly

val

Cys

val

His

€10

Cys

Val

Asn

Ile

Ser

690

Gln

Gly

Gly

Leu

Ser

170

Ser

Arg
Lys
Trp
515
Glu
Ser
Glu
Arg
Cys
595
Gly
Lys
Gly
Ala
Val
675
Gly
hrg
Gly
Ala
Leu
755

Ila

Val

Sar
The
500
Ser
Phe
Gln
Phe
Val
580
Ser
Thr
val
Arg
Lys
660
Val
Ser
Leu
Val
Phe
740
Gly

Ala

Asn

Gly

485

Ser

Glu

Glu

Sar

565

Lys

Lys

Val

Pro

Leu

645

Val

Gly

Ala
Phe
725
Arg
Ala

Leu

Val
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Ile

Rla
Glu
Gly
550

Ser

Met

Val
Ile
630

val

hrg

Ile

Ala

710

Thr

Ser

Leu

Thr

His
790

Asp

val

Gly

PFro

535

Ala

Asn

Glu

FPhe

Leu

615

Ser

Thr

Ile

Gly

Gly

695

Ser

Leu

Fhe
775

Ala

Thr
His
Ser

520

His

Thr

Lys

Lys

600

Glu

Ser

Val

Glu

Glu
680

Lys
Gly
Val
Phe
Leu
760

Leu

Asp

Bsn
Arg
505
Thr
Rla
His
Val
Leu
585
Phe
Leu
Val
Asn
Leu
665
Gln
Ala
Asp
Gly
Gly
745
Trp

Ala

Thr

30

Bla
490
Glu
Val
Thr
Gln
Lys
570
Gln
Leu
Gln
Ala
Pro
650
Glu
Gln
Phe
Thr
Lys
730
Gly
Met

Val

Gly

Tyr

Trp

Trp

Lys

Ala

555

Leu

Ser

B35

Pro

Ile

Thr

Ala

715

Ala

Met

Gly

Gly

Cys
795

Tyr

Phe

Arg

Gln

540

Leu

Thr

Lys

Thr

Thr

620

Leu

val

Pro

Asn

Thr

700

Trp

Vval

Ser

Ile

Gly
780

Ala

val
Met
Asn
525
Ser
Ala
Ser
Gly
Pro
605
Gly
Asn
Ser
Phe
His
685
Thr
Asp
His
Trp
Asn
165

Val

Ile

Asp

510

Arg

Val

Gly

Gly

Thr

Ala

Thx

Asp

Val

Leu

Phe

Gln

Ile

150

Ala

Leu

Rsp

The
495
Leu
Glu
Ile
Ala
His
575
Thr
Asp
Asp
Leu
Ala
655
Asp
Trp
Lys
Gly
Val

735

Thr

Azrg

Leu

Ile

Val

Asn

Thr

Aia

Ile

560

Leu

Tyr

The

Gly

Thr

640

Thr

Ser

His

Gly

Ser

7120

Phe

Gln

Asp

Phe

Ser
800



Arg Gln

Glu Als

Leu Ala

Arg Ser
850

Glu Leu
865

vVal Glu

Ala Thr

Ile Leu

Pro Glu
830

Glu val
945

Lys Vval
Thr Ala
Ile Glu
Gly Glu

1010

Asp Gly
025

Pro Arg

Gly Pro

Glu
Trp
Lys
815
Yal
Asn
Lys
Thr
Phe
915
Thr
Glu
Arg
Val
Ser
995
val

Ile

Ser

Leu
Met
820
Ile
Ser
Thr
Gln
Glo
900
Ala
Lys
Asp
Glu
Lys
980
Arg
Lys

Leu

Asn

Arg
BOS
Rsp
Ile
Arg
Leu
Glu
885
Lys
Pro
Glu
Phe
Ser
865
Asn

Leu

Ser
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Cys
Arg

Gln

Leu
870
Gly
Leu
Glu
Cys
Gly
250
Asn
In:n

Asn

Cys

Gly Asn Gly

Tyr Lys Tyr

825

Lys Ala His
840

Glu His Gln

855

Lys Glu Asn

Met Tyr Lys

Val
810
Tyr
Lys
Mat

Gly

Ser
890

Glu Ile Gly Trp

905

Leu Ala Asn

920

Fro Thr Gln

935

Phe Gly Leu

Thr Thr Glu

Leu Ala Ile
985

Asp Thr Trp

1000

Thr Trp Pro
1015

Glu Ser Asp Leu Ile

His
1045

1030

Asn

hsn
Asn
Thre
Cys
870
His

Ly=

Glu

Fhe

Pro

Glu

Trp

val

B75

Ala

Lys

Thz

Arg

Ser

95%

Asp

Leu

Ile

Glu

Gly

Glu

860

Asp

Pro

Rla

Phe

Ala

940

Thr

Sar

Asp

Glu

His
Thr
Val
845
Ala
Leu
Lys
Trp
val
925
Trp
Arg
Lys

Lau

Arg
1005

Thr His Thr

1020

Ile Pre Val Thr

1035

Arg Arg Pro Gly Tyr Lys Thr

1050

Asn
Bro
830
Cys
Val
Ser
Arg
Gly

910

Val

et
Ile
Ser
990
Ala

Leu

Leu

Asp
815

Gln

Gly

Lys

Val

Leu

B35

Lys

Asp

Ser

Fhe

Ile

975

Tyr

Val

Trp

Ala

val

Gly

Leu

Rsp

val

=311

Thr

Ser

Gly

Leu
860
Gly
Trp
Leu

Gly

Gly
1040

Gln Asn Gln

1058

Trp Asp Glu Gly Arg Val Glu Ile Asp Phe Asp Tyr Cys Pro

1060

Gly Thr Thr Val Thr

1075

Thr Arg Thr Thr Thr

1080

Leu

Glu

1065

Ser Glu Ser
1080

Sar Gly Lys
1085

Arg Ser Cys Thr Leu Pro Pro Leu Arg

105

1110

31

1070

Cys Gly His Arg Gly Pro Ala

1085

Leu Ile Thr Asp Trp Cys Cys

1100

Tyr Gln Thr Asp Ser Gly Cys

1115

1120
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Trp Tyr Gly Met Glu Ile Arg Pro Gln Arg His Asp Glu Lys Thr Leu
1125 1130 1138

val Gln Ser Gln Val Asn Ala Tyr Asn Ala Asp Met Ile Asp Pro Fhe
1140 1145 1150

Gln Leu Gly leu Leu Val Val Phe Leu Rla Thr Gla Glu Val Leu Arg
1155 1180 1165

Lys Arg Trp Thr Ala Lys Ile Ser Met Pro Ala Ile Leu Ile Ala Leu
1170 1175 1180

Leu Val Leu Val Phe Gly Gly Ile Thr Tyr Thr Asp Val Leu Arg Tyr
185 1180 1195 1200

Val Ile Leu Val Gly Ala Ala Phe Ala Glu Ser Asn S5er Gly Gly Asp
1208 1210 1215

Val Val His Leu Ala Leu Mat Rla Thr Phe Lys Ile Gln Pro val Phe
1220 1225 1230

Met Val Ala Ser Phe Leu Lys Ala Arg Trp Thr Asn Gln Glu Asn Ile
1235 1240 1245

Leu Leu Met Leu Ala Ala Val Phe Phe Gln Met Ala Tyr His Asp Ala
1250 1255 1260

Arg Gln Ile Leu Leu Trp Glu Ile Pro Asp Val Leu Asn Ser Leu Ala
265 1270 1275 1280

Val Ala Trp Met Ile Leu Arg Ala Ile Thr Phe Thr Thr Thr Ser Asn
1285 L1290 1295

V¥al val Val Pro Leu Leu Ala Leu Leu Thr Pro Arg Leu Arg Cys Leu
1300 1305 1310

Asn Leu Asp Val Tyr Arg Ile Leu Leu Leu Met Val Gly Ile Gly Ser
1315% 1320 1325

Leu Ile Arxrg Glu Lys Arg Ser Ala Ala Ala Lys Lys Lys Gly Ala Ser
13310 1335 1340

Leu Leu Cys Leu Ala Leu Ala Ser Thr Gly Leu Phe Asn Pro Met Ile
345 1350 1355 1360

Leu Ala Ala Gly Leu Ile Ala Cys ARsp Pro Asn Arg Lys Arg Gly Trp
L3365 1370 1375

Pro Ala Thr Glu Val Met Thr Ala Val Gly Leu Met Phe Ala Ile Val
1380 1385 13%0

Gly Gly Leu Ala Glu Leu Asp Ile Asp Ser Met Ala Ile Pro Met Thr
139% 1400 1405

Ile Rla Gly Leu Met Phe Ala Ala Fhe Val 1le Ser Gly Lys Ser Thr
1410 1415 1420

Asp Met Trp Ile Glu Arg Thr Ala Asp Ile Ser Trp Glu Ser Asp Ala
425 1430 1435 1440

32



ES 2327217 T5

Glu Ile Thr Gly Ser Ser Glu Rrg Val Asp Vval Arg Leu Asp Asp Gly
1445 1450 1455

Glu Asn Phe Gln Leu Met Asn Asp Pro Gly Ala Pro Trp Lys Ile Trp
1460 1465 1470

Met Leu Arg Met Val Cys Leu Ala Ile Ser Ala Tyr Thr Pro Trp Ala
1475 1480 1485

Ile Leu Pro Ser Val Val Gly Phe Trp Ile Thr Leu Gln Tyr Thr Lys
1490 1485 1500

Arg Gly Gly Val Leu Trp Asp Thr Pro Ser Pro Lys Glu Tyr Lys Lys
505 1510 1515 1520

Gly Asp Thr Thr Thr Gly Val Tyr Arg Ile Met Thr Arg Gly Leu Leu
1525 1530 1535

Gly Ser Tyr Gln Ala Gly Ala Gly Val Met Val Glu Gly Val Phe His
1540 1545 1550

Thr Leu Trp His Thr Thr Lys Gly Ala Ala Leu Met Ser Gly Glu Gly
1555 1560 1565

Arg Leu Asp Pro Tyr Trp Gly Ser Val Lys Glu Asp Arg Leu Cys Tyr
7 1575 1580

Gly Gly Pro Trp Lys Leu GLln His Lys Trp Asn Gly Gln Asp Glu Val

585 1590 1595 1600

Gln Met Ile Val Val Glu Pro Gly Lys Bsn Val Lys Asn Val Gln Thr
1605 1610 lels

Lys Fro Gly Val Phe Lys Thr Pro Glu Gly Glu Ile Gly Ala Val Thr
1620 1625 1630

Leu Asp Phe Pro Thr Gly Thr Ser Gly Ser Pro Ile Val Asp Lys Asn
1635 1640 1645

Gly Asp Val Ile Gly Leu Tyr Gly Asn Gly Val Ile Met Pro RAsn Gly
1650 1655 1660

Ser Tyr Ile Ser Ala Ile Val Gln Gly Glu Arg Met Asp Glu Pro Ile
665 1670 1675 1680

Pro Ala Gly Phe Glu Pro Glu Met Leu Arg Lys Lys Gln Ile Thr Val
1685 1690 1695

Leu Asp Leu His Pro Gly Ala Gly Lys Thr Arg Arg Ile Leu Pro Gln
1700 1705 1710

Ile Ile Lys Glu Ala Ile Asn Arg Arg Leu Arg Thr Ala Val Leu Ala
1715 1720 17125

Pro Thr Arg Val Val Ala Ala Glu Met Ala Glu Ala Leu Arg Gly Leu
1730 17135 1740

Pro Ile Arg Tyr Gln Thr Ser Ala Val Pro Arg Glu His Asn Gly Asn
745 1750 1755 1760
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Glu Ile Val Asp Val Met Cys His Ala Thr Leu Thr His Arg Leu Met
1765 1770 1775

Ser Pro His Arg Val Pro Asn Tyr Asn Leu Phe Val Met Asp Glu Ala
1780 1785 1780

His Phe Thr Asp Pro Ala Ser Ile Ala Ala Arg Gly Tyr Ile Ser Thr
1795 1800 1805

Lys Val Glu Leu Gly Glu Ala Ala Ala Ile Phe Met Thr Ala Thr Pro
1810 1815 1820

Pro Gly Thr Ser Asp Pro Phe Pro Glu Ser Asn Ser Pro Ile Ser Asp
B25 1830 1835 1840

Leu Gln Thr Glu Ile Pro Asp Arg Ala Trp Asn Ser Gly Tyr Glu Trp
1845 1850 1855

Ile Thr Glu Tyr Thr Gly Lys Thr Val Trp Phe Val Pro Ser Val Lys
1860 1865 1870

Met Gly Asn Glu Ile Ala Leu Cys Leu Gln Arg Ala Gly Lys Lys Val
1875 1880 1885

Val Gln Leu Asn Arg Lys Ser Tyr Glu Thr Glu Tyr Pro Lys Cys Lys
1890 1895 1900

Asn Asp Asp Trp Asp Phe Val Ile Thr Thr Asp Ile Sar Glu Met Gly
905 1910 1915 1920

Ala Asn Phe Lys Ala Ser Arg Val Ile Asp Ser Arg Lys Ser Val Lys
1925 1930 1935

Pro Thr Ile Ile Thr Glu Gly Glu Gly Arg Val Ile Leu Gly Glu Pro
1940 1945 1950

Ser Ala Val Thr Ala Ala Ser Ala Ala Gln Arg Arg Gly Arg Ile Gly
1955 1960 1965

Arg Asn Pro Ser Gln Val Gly Asp Glu Tyr Cys Tyr Gly Gly His Thr
1970 1975 1980

Asn Glu Asp Asp Ser Asn Phe Ala His Trp Thr Glu Ala Arg Ile Met
985 1950 1995 2000

Pro Asp Asn Ile Asn Met Pro Asn Gly Leu Ile Ala Gln Phe Tyr Gln
2005 2010 2015

Pro Glu Arg Glu Lys Val Tyr Thr Met Glu Gly Glu Tyr Arg Leu Arg
2020 2025% 2030

Gly Glu Glu Arg Lys Asn Phe Leu Glu Leu Leu Arg Thr Ala Asp Leu
2035 2040 2045

Pro Val Trp Leu Ala Tyr Lys Val Ala Ala Ala Gly Val Ser Tyr His
2050 2055 2060

Asp Rrg Arg Trp Cys Phe Asp Gly Pro Arg Thr Asn Thr Ile Leu Glu
065 2070 2075 2080
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Rsp Rsn Asn Glu Val Glu Val Ile Thr Lys Leu Gly Glu Arg Lys Ile
2085 2090 2095

Leuw Arg Pro Arg Trp Ile Asp Ala Arg Val Tyr Ser Asp His Gln Ala
2100 2105 2110

Leu Lys Ala Phe Lys Asp Phe Ala Ser Gly Lys Arg Ser Gln Ile Gly
2115 2120 2125

Leu Ile Glu Val Leu Gly Lys Met Pro Glu His Phe Met Gly Lys Thr
2130 2135 2140

Trp Glu Ala Leu Asp Thr Met Tyr Val Val Ala Thr Ala Glu Lys Gly
145 2150 2155 2160

Gly Arg BAla His Arg Met Ala Leu Glu Glu Leu Pro Asp Ala Leu Gln
2165 2170 2175

Thr Ile hRla Leu Ile Ala Leu leu Ser Val Met Thr Met Gly Val Fhe
2180 2185 2190

Phe Leu Leu Met Gln Arg Lys Gly Ile Gly Lys Ile Gly Leu Gly Gly
2195 2200 2205

Ala val Leu Gly Val Ala Thr Phe Phe Cys Trp Met Ala Glu Val Pro
2210 2215 2220

Gly Thr Lys Ile Ala Gly Met Leu Leu Leu Ser Leu Leu Leu Met Ile
225 2230 2235 2240

Val Leu Ile Pro Glu Pro Glu Lys Gln Arg Ser Gln Thr Asp Asn Gln
2245 2250 2255

Leu Ala Val Phe Leu Ile Cys Val Met Thr Leu Val Ser Ala Val Ala
2260 2265 2270

Rla Asn Glu Met Gly Trp Leu Asp Lys Thr Lys Ser Asp Ile Ser Ser
2275 2280 2285

Leu Phe Gly Gln Arg Ile Glu Val Lys Glu Asn Phe Ser Met Gly Gilu
22%0 2295 2300

Phe Leu Leu Asp Leu Arg Pro Ala Thr Ala Trp Ser Leu Tyr Ala Val
305 2310 2315 2320

Thr Thr Ala Val Leu Thr Pro Leuw Leu Lys His Leu Ile Thr Ser Asp
2325 2330 2335

Tyr Ile Asn Thr Ser Leu Thr Ser Ile Asn Val Gln Ala Ser Ala Leu
2340 2345 2350

Phe Thr Leu Ala Arg Gly Phe Pro Phe Val Rsp Val Gly Val Ser Ala
2355 2360 2365

Leu Leu Leu Ala Ala Gly Cys Trp Gly Gln Val Thr Leu Thr Val Thr
2370 2375 2380

Val Thr Ala Ala Thr Leu Leu Phe Cys His Tyr Ala Tyr Met Val Pro
385 2390 2395 2400
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Gly Trp Gln Ala Glu Ala Met Arg Ser Ala Gln Arg Arg Thr Ala Ala
2405 24190 2415

Gly Ile Met Lys Asn Ala Val Val Asp Gly Ile Val Ala Thr Asp Val
2420 2425 2430

Pro Glu Leu Glu Arg Thr Thr Pro Ile Met Gln Lys Lys Val Gly Gln
2435 2440 2445

[le Mat Leu Ile Leu Val Ser Leu Ala Ala Val Val Val Asn Pro Ser
2450 2455 2460

val Lys Thr Val Arg Glu Ala Gly Ile Leu Ile Thr Ala Ala Ala val
465 2470 2475 2480

Thr Lev Trp Glu Asn Gly Ala Ser Ser Val Trp Asn Ala Thr Thr Ala
2485 2490 2495

Ile Gly Leu Cys His [le Met Arg Gly Gly Trp Leu Ser Cys Leu Ser
2500 2505 2510

Ile Thr Trp Thr Leu Ile Lys Asn Met Glu Lys Pro Gly Leu Lys Arg
2515 2520 2525

Gly Gly Ala Lys Gly Arg Thr L=u Gly Glu val Trp Lys Glu Arg Leu
2530 2535 2540

Asn Gln ¥et Thr Lys Glu Glu Phe Thr Arg Tyvr Arg Lys Glu Ala Ile
545 2550 2555 2560

Ile Glu Val Asp Arg Ser Ala Ala Lys His Ala Arg Lys Glu Gly Asn
2565 2570 2575

Val Thr Gly Gly His Ser Val Ser Arg Gly Thr Ala Lys Leu Arg Trp
2580 2585 2590

Leu Val Glu Arg Arg Phe Leu Glu Pro Val Gly Lys Val Ile Asp Leu
2595 2600 2605

Gly Cys Gly Arg Gly Gly Trp Cys Tyr Tyr Met Ala Thr Gln Lys Arg
2610 2615 2620

Val Gln Glu Val Arg Gly Tyr Thr Lys Gly Gly Pro Gly Higs Gle Glu
623 2630 2635 2640

Pro Gln Leu Val Gln Ser Tyr Gly Trp Asn Ile Val Thr Met Lys Ser
2645 2650 2655

Gly ¥al Asp Val Phe Tyr Arg Pro Ser Glu Cys Cys Asp Thr Leu Leu
2660 2665 2670

Cys Asp Ile Gly Glu Ser Ser Ser Ser Ala Glu Val Glu Glu His Arg
2675 2680 2685

Thr Ile Arg Val Leu Glu Met Val Glu Asp Trp Leu His Arg Gly Pro
2690 2695 2700

Arg Glu Phe Cys Val Lys Val Leu Cys Pro Tyr Met Pro Lys Val Ile
705 2710 2715 2720
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Glu Lys Met Glu Leu Leu Gln Arg Arg Tyr Gly Gly Gly Leu Val Arg
2725 2730 2735

Asn Pro Leu Ser Brg Asn Ser Thr His Glu Met Tyr Trp Val Ser Arg
2740 2745 2750

Ala Ser Gly Asn Val Val His Ser Val Asn Met Thr Ser Gln Val Leu
2758 2760 2765

Leu Gly Arg Met Glu Lys Arg Thr Trp Lys Gly Pre Gln Tyr Glu Glu
2770 2175 2780

Asp val Asn leu Gly Ser Gly Thr Arg hla Val Gly Lys Fro Leu Leu
785 2790 2795 2800

Asn Ser Asp Thr Ser Lys Ile Asn Asn Arg Ile Glu Arg Leu Arg Arg
2805 2810 2815

Glu Tyr Ser Ser Thr Trp His His Asp Glu Asn His Pro Tyr Arg Thr
2820 2825 2830

Trp Asn Tyr His Gly Ser Tyr Asp Val Lys Pro Thr Gly Ser Ala Ser
2835 2840 2845

Ser Leuw Val Asn Gly Val Val Arg Leu Leu Ser Lys Pro Trp Asp Thr
2850 2855 2860

Ile Thr Asn Val Thr Thr Met Ala Met Thr Asp Thr Thr Pro Fhe Gly
665 2870 2875 2880

Gln Gln Arg Val Phe Lys Glu Lys Val Asp Thr Lys Ala Pre Glu Pro
2885 28590 2895

Pro Glu Gly Ala Lya Tyr Val Leu Asn Glu Thr Thr Asn Trp Leu Trp
2900 2905 2910

Ala Phe Leu Ala Arg Glu Lys Arg Pro Arg Met Cys Ser Arg Glu Glu
2915 2920 2925

Phe I[le Arg Lys Val Asn Ser Asn Ala Ala Leu Gly Ala Mat Phe Giu
2930 2335 2940

Glu Gln Asn Gln Trp Arg Ser Ala Arg Glu Ala Val Glu Asp Pro Lys
945 29350 2955 2960

Phe Trp Glu Met Val Asp Glu Glu Arg Glu Ala His Leu Arg Gly Glu
2965 2970 2975

Cys His Thr Cys Ile Tyr Asn Mat Met Gly Lys Arg Glu Lys Lys Pro
2980 2935 2590

Gly Glu Phe Gly Lys Ala Lys Gly Ser Arg Ala Ile Trp Phe Met Trp
2995 3000 3005

Leu Gly Ala Arg Phe Leu Glu Phe Glu Ala Leu Gly Phe Leu Asn Glu
3010 30ls 3020

Asp His Trp Leu Gly Arg Lys Asn Ser Gly Gly Gly Val Glu Gly Leu
025% 3030 [ vk 13 3040
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Gly Leu Gln Lys Leu Gly Tyr Ile Leu Rrg Glu Val Gly Thr Arg Pro
3045 3050 3055

Gly Gly Lys Ile Tyr Ala Asp Asp Thr Ala Gly Trp Asp Thr Arg Ilie
l060 3065 3070

Thr Arg Ala Asp Leu Glu Asn Glu Ala Lys Val Leu Glu Leu Leu Asp
3075 3080 gas

Gly Glu His Arg Arg Leu Ala Arg Ala Ile Ile Glu Leu Thr Tyr Arg
3080 3085 3100

His Lys Val Val Lys Val Met Arg Pro Rla Ala Asp Gly Arg Thr Val
145 3110 3118 iz

Met Asp Val Ile Ser Arg Glu Asp Gln Arg Gly Ser Gly Gln Val val
3125 3130 3135

Thr Tyr Ala Leu Asn Thr Phe Thr Asn Leu Ala Val Gln Lau Val Arg
3140 3145 3150

Met Met Glu Gly Glu Gly Val Ile Gly Pro Asp Asp Val Glu Lys Leu
3155 3160 3165

Thr Lys Gly Lys Gly Pro Lys Val Arg Thr Trp Leu Phe Glu Asn Gly
3170 3175 3180

Glu Glu Arg Leu Ser Arg Met Ala Val Ser CGly Asp Asp Cys val val
185 3150 3185 3200

Lys Pro Leu Asp Asp Arg Fhe Ala Thr Ser Leu His Phe Leu Rsn Ala
3205 3210 3215

Met Ser Lys Val Arg Lys Asp Ile Gln Glu Trp Lys Pro Ser Thr Gly
3220 3225 3230

Trp Tyr Asp Trp Gln Gln Val Pro Phe Cys Ser Asn His Phe Thr Glu
3235 3240 i2as

Lay Ile Met Lys Asp Gly Arg Thr Leu Val Val Pro Cys Arg Gly Gln
3250 3255 3260

Asp Glu Leu Val Gly Arg Ala Arg Ile Ser Pro Gly Ala Gly Trp Asn
265 3270 3275 3280

Val Arg Asp Thr Ala Cys Leu Ala Lys Ser Tyr Ala Gln Met Trp Leu
3285 3290 3295

Leu Leu Tyr Phe His Arg Arg Asp Leu Arg Leu Met Ala Asn Ala Ile
3300 3305 3310

Cys Ser Ala Val Pro Val Asn Trp Val Pro Thr Gly Arg Thr Thr Trp
3315 3320 3325

Ser Ile His Ala Gly Gly Glu Trp Met Thr Thr Glu Asp HMet Leu Glu
3330 3335 3340

VYal Trp Asn Arg Val Trp Ile Glu Glu Asn Glu Trp Met Glu Asp Lys
345 3350 3355 3360
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Thr Pro Val Glu Lys Trp Ser Asp Val Pro Tyr Ser Gly Lys Arg Glu

3365 iin 3375
Asp Ile Trp Cys Gly Ser Leu Ile Gly Thr Arg Ala Arg Ala Thr Trp
3380 338s 3390
Ala Glu Asn Ile Gln Val Ala Ile Asn Gln Val Arg Ala Ile Ile Gly
3395 3400 3405
Asp Glu Lys Tyr Val Asp Tyr Met Ser Ser Leu Lys Arg Tyr Glu Asp
3410 3415 3420
Thr Thr Leu Val Glu Asp Thr Val Leu
425 3430
<210>3
<211>37
<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR OLIGONUCLEOTIDICO

<400>3

tagcacgaag aattcgatgt ctaagaaacc aggaggg 37
<210>4

<211 >50

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR OLIGONUCLEOTIDICO

<400>4

aagttagccc gggttaatgc tcctacgetg gegatcagge caatcaggac 50
<210>5

<211>28

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: CEBADOR

<400>5

agtagttcgc ctgtgtgagc tgacaaac 28
<210>6

<211>29

< 212> ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220>
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< 223 > Descripcién de la secuencia artificial: cebador
<400>6

agatcctgtg ttctcgcacc accagccac 29

<210>7

<211>21

< 212> ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400>7
ggatggatgctwggkagc aac 21
<210>8

<211>19

< 212> ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400>8

ccatccaagc ctccacatc 19
<210>9

<211>30

< 212> ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220>
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400>9

tggatgggat ccaatatgcg tgataggtcc 30
<210>10

<211>39

<212 > ADN

< 213 > Secuencia artificial

<220 >
< 223 > Descripcion de la secuencia artificial: cebador

<400 > 10
aaaagggtca atggtaccag cattttaagc attcacgtt 39
<210>11
<211 > 36

<212 > ADN
< 213 > Secuencia artificial
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<220 >
< 223 > Descripcién de la secuencia artificial: cebador

<400>11

5
tagcacgaagaattcgatgtctaaaaaccaggaggg 36
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REIVINDICACIONES

1. Cepa aislada del virus West-Nile, caracterizada porque su genoma esta constituido por la secuencia
SEQ ID N° 1.
2. Molécula de &cido nucleico, caracterizada porque se selecciona entre el grupo constituido por la

secuencia SEQ ID N° 1y la secuencia complementaria anti-sentido de la secuencia SEQ ID N° 1.

3. Fragmento de la molécula de acido nucleico de secuencia SEQ ID N° 1, caracterizado porque se
selecciona entre el grupo constituido por los cebadores que comprenden al menos 15 nucleétidos de dicha
secuencia situados entre 10 y 100 nucleétidos més arriba o mas abajo de uno de los codones correspondientes a
las siguientes posiciones en la secuencia nucleotidica SEQ ID N° 1:

- coddn Asparagina en posiciones 2518-2520 (posicion 17 de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS1),

- codon Arginina en posiciones 4018-4020 (posicion 164 de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS2A),

- codones Glicina en posiciones 4462-4464 y acido glutamico en posiciones 4465-4467 (posiciones 82 y 83 de la
secuencia de aminoacidos de la proteina NS2B),

- codones Prolina en posiciones 6097-6099 y acido glutdmico en posiciones 6172-6174 (posiciones 496 y 521 de la
secuencia de aminoacidos de la proteina NS3), y

- codones Serina en posiciones 7840-7842, Asparagina en posiciones 8518-8520 y Alanina en posiciones 8794-8796
(posiciones 54, 280 y 372 de la secuencia de aminoacidos de la proteina NS5).

4, Fragmento de la molécula de acido nucleico de secuencia SEQ ID N° 1, caracterizado porque se
selecciona entre el grupo constituido por los fragmentos, preferentemente entre 50 y 200 nucledtidos, amplificados
usando los cebadores de acuerdo con la reivindicacion 3.

5. Vector recombinante, caracterizado porque comprende una molécula de acido nucleico de acuerdo
con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

6. Célula eucariota aislada, caracterizada porque se transforma con una molécula de acido nucleico de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, un vector de acuerdo con la reivindicaciéon 5 o0 una cepa
neurovirulenta del virus West-Nile de acuerdo con la reivindicacion 1.

7. Proteina o péptido, caracterizado porque esta codificado por una molécula de &cido nucleico de
acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

8. Uso de la cepa de acuerdo con la reivindicacién 1, para la obtencién de un anticuerpo policlonal,
mediante inmunizacion de un mamifero no humano.

9. Uso de acuerdo con la reivindicacion 8, caracterizada porque dicho mamifero no humano es un ratén
homocigotico para el alelo FIv' de resistencia a la infeccion por los virus de la familia de los Flaviviridae.

10. Uso de un vector recombinante de acuerdo con la reivindicacion 5 o bien de una proteina o de un
péptido, de acuerdo con la reivindicaciéon 7, para la obtencién de un anticuerpo policlonal o monoclonal mediante
inmunizacién de un mamifero no humano.

11. Modelo de estudio no humano de la sensibilidad/resistencia a la infeccion por un virus de la familia de
los Flaviviridae, caracterizado porque comprende al menos una cepa neurovirulenta del virus West-Nile de acuerdo
con la reivindicacion 1.

12. Modelo de estudio de acuerdo con la reivindicacion 11, caracterizado porque comprende ademas un
ratén homocigético para el alelo FIv' o FIv®.

13. Procedimiento de deteccidn de una infeccién por Flaviviridae, particularmente por el virus West Nile,
caracterizado porque comprende:

- la amplificacion de los ARN procedentes de una muestra biolégica que se someterd a ensayo usando como
cebadores moléculas de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 3, y
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- la secuenciacion del producto de amplificacion obtenido.

14. Procedimiento de cribado de genes celulares implicados en la resistencia de un mamifero a la
infeccion por un virus de la familia de los Flaviviridae, caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

- cultivo de células derivadas de un hospedador (humano o no humano) seleccionado por su resistencia o su
sensibilidad a la infeccion por un Flaviviridae,

- infeccidn in vitro de dichas células por la cepa neurovirulenta del virus West-Nile de acuerdo con la reivindicacion 1,
- deteccion de genes expresados de manera diferencial en dichas células infectadas.

15. Uso del modelo de acuerdo con la reivindicacion 11 o la reivindicacion 12, para la clasificacion de
moléculas activas contra una infeccién virica debida a un virus de la familia de los Flaviviridae.

16. Procedimiento de clasificacibn de moléculas activas contra una infeccién por un Flavivirus,
caracterizado por:

- la puesta en contacto de un cultivo de células eucariotas, procedentes de un mamifero sensible a la infeccién por
un Flaviviridae con una suspension viral de la cepa de acuerdo con la reivindicacion 1, en presencia o en ausencia
de la molécula que se sometera a ensayo, y

- deteccion de la replicacion del virus.

17. Variante de la cepa viral de acuerdo con la reivindicacién 1, caracterizada porque su genoma
comprende al menos una mutacién solamente en la secuencia nucleotidica correspondiente a la proteina NS5.

18. Molécula de acido nucleico, caracterizada porque se selecciona entre el grupo constituido por las
secuencias SEQ ID N° 3-11.

19. Procedimiento de detecciébn de una infeccion por el virus West Nile, caracterizado porque
comprende:

- la amplificacion de los ARN o ADN procedentes de una muestra biolégica que se sometera a ensayo usando como
cebadores moléculas de acidos nucleicos de acuerdo con la reivindicacion 3,
- la deteccion del producto obtenido.

20. Kit de deteccion de una infeccion por un flavivirus que comprende al menos: fragmentos de la
molécula de acido nucleico de SEQ ID N° 1 tal como se definen en la reivindicacién 3,

- reactivos para visualizar la reaccion de hibridacion entre dichas moléculas de &cidos nucleicos y el ADN o el ARN
presente en la muestra que se sometera a ensayo.

43



c:
E

cI
TLA

eI
FLA

¢z
FLA

€I
TLa

ES 2327217 T5

c
MSXKPGOPGHSAAVNMLYAGMPRVLSLIGLXPAMISLIOGHGPIATVLAL
aryr BT

HS;\'!’GG?GSE ARVNMLEAGMPAVLSLIGLKRAMLSLIDGRGPIRFVLIAL

(T L L A A L LA AR RE LR AR LEREEELIER AR R LREY PRI TS R EREY RN N ERE]

AT AT Al AP T ARV LR W ARG YN TAMNE L LS PRI LETLTSAINARES

LAFTATTAIAPTRAVLORWAGYNRQTAMKELLS TKRELGTLTSAINRASS

LR EE AL S R AL E AL AR ARl RE Ll Al Rl LRl Sl LRt Rl Ll Bl
FTM

RﬁmﬂG’AWIG: :JWAWLSNW!‘MHRTMW 'TI?"

---'0il!I-ii"fliiﬁfﬁ-b‘..f-hiit.iiiv-i---i-itili'

AAGKNLCIVRAAMOVGYHCODTITYICOVLSAGND2ZDI DCWCTKSAVYVA
MGEHEIWG!HC“JTIT'EC?‘JLSAERDP’FIWTKSMFW%

LA L L A AL LR A DL R LR L LR L L L LR R R RS AL TR R LR T A T L 2 22

rnmtmuismass LIVOTEGESTLANKKGAWMDS TKATAYLVKTESW
YGRC TR TR SARSARSLIVOTHGISTLANKXGAWMDS THATRYLVKTZSW

- =
FEF PP IR FFFF PN s P s FF Fe s FFpr i rrFFewivadnriedinde

£
I RNy ALV AAVICWM L S SNTMCRVVEVVLLLLVAFAYSTNCLGMSNRD
L ANPGYALVAAVIGHM L ENTHQAVVEVVILLLVARAYE TNCLGMENRD

LA A A LA A AR L AL AL Rl Ll R A LRl SR LS RL LR LR LAl bl el LEs )

FLEGVEGATWVILVLIGDSCVT IMSKDKPTIOVODNMIAANLASVRSYC
FLEGVSGATWVDLVLIGo SV I IMSKDKP TIDVIOMNKMIAVNLAZVAEYS

TESETETSES T - dessebteryrywssrrasrlEeser TR YT werwrwRd e

YA TVS L S TR A AT P TM TR S NDFARDPATVIRAQOVVORSWENGLELIGK
ATV S DL S TRRA L P TME T A NN DN AAD P AT VERGVVIRCHGNGCSLIGK

-
e e e Lt L e T T T T TR T T T

GE DA AT ST AT GR Y I LK ENIXVEVAT TVECPTTVESHCNYSTQVE
GSIDTCARTACSTRAIGAT I LASNIRYIVAITVEGITTVESHGNYSTOVS

. -
FhesPES ISR TS SEsw (A RIS T ERE RS RS R R SRS L AR R L 0 AL ]

ATQAGRI LT PR P S Y T L LGS YGEVTVDCISRSGIDTNAYYVNTYGTRT
RTQRG T[T AR P Y LR L GE Y GEV T VDCEFASCI DTHAY YVMIVGT XY

LR E LR L L L L b L]

TLVEREWI ML N L S A S TVWANRETLMEITSE FEATHISVIALISIEG
VAWML L PR S A S TVWRHAE TLME FEE FRATHOSVIALSSQEG

EE R TR R R R R ) FEE PR RE AT SN W - .

ALECALRGA I PVITESRIVEL TSOELACAVIMIRLCLXGTTYCVOSKATY
ALBQALAGA I FVETSENTVE LTSS L KCAVAMEXLOLEGT TYGVCSHATK

rErRTEEsEIRETTIISIITFRES TS A AR R L R I R L L

TLGTPADTGHST
-:.s?.s.n.u-.,-a?w'.:m T3TEGCKYEI SSUASLND® rw.,az.v-w=

LR E R L LR A LA LA RN AR EE LI IR R RS SRR Rl R RE RS

TVSVATANAXVL I CLE R eI T oS Y IVWGRGI D0 I NIk WERSSSSIGHATTT
"fS'VnTWvL::L:PE'FEJEY NGRG;QQ- NEEWS, KSGSSIEH‘TT

PR T L L R R R R R R T

FIGURA 1A

44



cI

€I
FLA

5
TLA

I

]

-
-

TLm

-
-

Fia

c:
FLa

TLR

ES 2327217 T5

TLKGAQALAALGOTAWDEGSVGGY FTSVGKAVHQVFGGAFRASLFGGMSWI
TLKGAQRLAALGOTAWDFGSVGGY TS VGKAVHQVFGGAFRSLIGGHSWI

EEFENS SN SRR R R r ke i R PR R PR PR IR R T FFRERTE TSRS
HNEL

TQGLLGALLLWMGINARDASIALTTLAVGSVILFLSVNVEADTGCAIDIS

TQGLLGALLLWMG INARDRSIALTFLAVGGVLLILEVNVHADTGCAICTS
R R TR R R RSP A T F RSN IR TR T TR SIS R TR AT SIS

ROGZLACGNGVIIRNDVEAWMDAYRYYPET POGLAKT IOKARKEGVCGLAS
RQELRCGSGV T IHNLVEAWNDRY XYY FETPOGLAKI IQKAEKIGVCGLRS

FEEFPREFSF sisssdsassssssnssbuseswesesdenesREewsdTRERET

VSALEHOMWEAVEDELNTLLKENGVDLSVVVEXQEGHYKEASKRLIATTE
V5 RLESQMWEAVRIELNTLLXENGVOLSVVVIRQIGMY KSAPKALTATTE

T T TR e T P L L R R RN L L R R L Lt

KL ZTSWKAWCKSILFRPCLANNTFVVDGFETXICPTONAAWNSLEVEDTG
KL ZIGWXAWGKS ILTAPELANNTEVVOGPETRKECFTONRAWNSLEVEDEG

P I IR R L P R R L R L R RS L A R R L R LRl

FELTSTAMILKVASSNTTICDSKIIGTAVINNLATIHEDLSYWIESALNDT
FGLTSTRMTLAVRESNTTECOSKIIGTAVAXNNLAINSDLSYWIZSALNDT

FEST YT EE R LA R R A R PR RS A0 R AL L AR L BB R LA A b bl

WL T RAVLGEVHSC TWR I TATLWGDGILESDLIZ PVILAGTASHENRRFG
WKL ZRAVLGEVHSoTHRSTHTLNGDGILE SDLI I PVTLAGSRSNENRARG

YT IR LR R RS SL AN R L LR LR LR L LR RS b bl b bl b

YRKTONQGFWIEGRVIIDFRYCRSTTVILSZSCSERG PATATTTISSKLIT
Y TONGGPWCEGAVEI AT DY 2T TVILSESCOHAGFATATITESGHLIT
e L L T R E R PR AR E RN SRR E LN L L N L LR R L ALl L L b

HN52A

CWCCASCTLIPLRYQTDSICWYSMETRPQFRDIXTLVOSQUNAYNADMID
DWCCRSCTLEFLAY LT DSECWICMEIRPQADIKTLVOSOVNAYNARMID

T TTER L IR R R RN R R L PR L L L L bl bl i e il

SEOLGLLVVELATOEVLAXRNTAS ISMPATILIALLYLVIGEITYTOVLRY
P ICLGLLVVILATO VLA XART AR I SHPAILIACLVLVFESITYTDVIRY

R R T FE R TS T TR TRITTIFYTTRA TSR A SA S IR ARNSTIRRTEISR SRS

VILVGAATASSNSGEDVVEL Al MATFRIQSVIMVAS TLXARWINGENILL
VILVGARTATSNSGSOVVELALMAT FXIQPVIMVAS TLKARWTNOENILL

e s T N R R IR L R R R R R R R R L L b b

MLARV T T OMAYEDRAQILLNE I POVLNSLAVAWMILRAI TP TTTSNVWYR
MLAAVITOMAYEDASQILLWEIPOVENSLAVANMILAR I T TSNV 2
EERETRARTET TSR TFERTTTIFER TN TASNTFFI AR A S S s s s S s s s s ey
LEALLT7RLACLNLOVYRILLIMVSIGSLIREKASARAKKRGASLLCLAL
LEALLTPGLACINLOVY A LLLMYGIGELIREKASAAANNMGRELLCIAL
LEFE]
ESTEI N M L AL TR N AW RATEVMT A VLM FAIVISLAZLOL
ASTGLINAMILAAGL IACCANAXAGWEATIVMTAVILMTAIVGILAZLIC

e YL R L AT R R R R R R R LR A Rl

CSMAI PN TIAGLMI AR VISENSTOMWI TATADISHESDAEITISSEAVE

CSMa I PMT T AGLMIAA VI SGHETOMWI ZRTADISWESDAS ITGSSIRVD

P L L L R R P P T T RN R R L NN R R L

VRLDDGEN FQLMNDEGA PWKINMLRAMVCLATSAY T PWAT L PSVVGEWITL
FIGURA 1B

45



CI
Fra

€I
LA

ci
FLA

cl
FLA

cI

-
&

fLA

c:
FLA

cI

ES 2327217 T5

VALDDOGNEFQLMNOPGR PWK IWMLRMVCLAI SAYTPRAIL PSVVGIWITL

LE R A Al A b bR L L L L L R R A LR LR LR Ll

NS} -
QY THAGEVLWOTPS XY KNGO TTTGVY R INTAGLLGS YOAGASVMVIGY
QYT RGGVLW LT P 5 PR Y G OT T TEYYRIMTRELLGS YQAGASVNVISY

R L L e L e e L

SRTLWETTHEAALNSS IR v Wa VRIS AL TG NELQERa S SV
FHTLHETTRGAA LM ST L0 P YHESVRE DA LC YOO INKLOERUNG Y

LR XL R L L L R e L L e A R L R R R R R R R LR N

OMIVVE PGRNV VT AP EVI, FEGEIGAVTLOT PTG TSGSFIVIMNGD
CMIVVE PNV QTR PGV X T PIGI IGAVTLOFPTGTSGS P IVOKNGD

e . L L L L DT B L e e Y T

VIGLYGNGVIMPNGSYISAIVOGIRMDIFIPAGITIEML RANGITVLELE
VIGLYGNGVIMPNGSYISAIVQGERMDE R PAGT I PIMLAKKGITVLOLS

AR R R R R L e R e P R L L R R R )

PEAGXTRAILAQIINCAINASLATAVLASTAVVAREMAZALAGL FIR YT
FOAGKTARILFQIIXEAINARRLATAVLAFTAVVAAZMRIALAGLFIAYAT

PRy RSP ES T FREAFESF It AT e s s lpdp S tprerr S sasresTasse s

SAVAREENGNCT IVOVMCEATLTEA LM S PRAVENYNLEVMDE AR PRSI
SAVPREENGNZ IVIOVMCRATLTHALME PERYPNYNLFVMDEAEFTOPASI

IR R R LA RS ARl Rl RN Rl RS R AR R R R LR L L

ARRGYIETRVEILGERARITMY T
AARCYISTXVELCEARAI TMTATPAGTEDFFPISNIFISOLQTIIFORAN |

P L L L R R R e L e e T L R T P TR

NGy IW I TGN T W I VS VIMENE AL LCRAGHEG Y QLNARSYITEY
WSy ST T VW I VRS VIGNE TALLLORAGHNVVOLNRRS YT Y

L LR L L L P T P P L R g

ENCKNDOWDEVITT 2l SEMGANTKASAVILSAKEVESTIITIGEGAVILS
PR DOV I T T DI SEMG NP EA SRV I DI ANSVHPT IITIGECAVILG

B e L L L LTI LRI T

CPSAVTAASARQRAGR ICANPSQUGDE YO CFA TN DOSNTASWTZAR M
RS AVTARS AR RRGRIGANFSOVE DT YO YOGS TN DDSNTARWTIARIM

e L T L L T L e R

PONNMFNGL IAQT Y QP L REVY TMEGEYALACESRRNTLILLAZADL Y
LONINMPNG L IAQT /s RSNV Y TMOGE YRIAGTESANTLILLRATASLFY

P R L LT B L L T e

WLAYAVAALSVSYEDRAMC TSR TN T ILI NI VIVITRIGERXILASR
WLAYXVAARGVS YDA RWC T DGR TNTILIINNIVEVITHLEIRAELE 2R
HEETS
HIDARVYSDHQAL XA TR DT ASSKASGI SLIT /LA XMPEETMCETHIALDT
TAESMAIQIAIIIVISXNFIETMENTRIALIT

WIDARVYSCEQAL KATXDFAESYAS

TR R R R IR AN S A T s P PR TR P P e AT R R R TR RN YRR R T YT

MYVVATAEXGGRANAMAL S8 20 QTIALIALL SYMTMGVIFLLMCRRG
MYVVAT A KGGRASAMALCEL POALOQT IRL I AL SVMTMEYFFLLMOARKS

D e T L Lt L L T

IGKIGLGGAVLGVATF FCWMAZVIG TXIAGMLLLSLLLMIVLIPEPEXGA

FIGURR 1C

46



y

1A

cI
FLA

cI

€I
TLA

s
A

c:
FLA

ES 2327217 T5

IGRIGLOGAVLGVAT FECWMAEVPGTNIAGMLLLSLLLMIVLIPEPEKOR
NE42

SOTONQULAVIL ICVMTLVSAVAANEMGWLOXTXSDI SSLEGQRITVKENT

S TONQLAVE . IOV T LY AV AN MG DX TS DI SELFGYAIEVEINT

R R R R R R R R E R IR P T R P T A P TR R TR A AN A W E AT RS

ML LR AN LY AT T AVLT FLLREL ITE Y INTELTEINVQAS
MG P L DL R PR AN LY AV TAVL TPL L R ITIDYINTSITSINVOAS

L T T Y

AL T ARG T P TVOVGVEAL L LA IGQV T LIV VTAATLL FCEVAYMYY
ALFTLARGT P T VOVEVSALLLAAGCHGQV I L TVIVTAATLLTCEYA MY

(AT L AR L R R R R R L LR L L R IR R L L]

GROACAMASAY RATARG M NAVVDGI VAT DVPILIRTT PINEKAVEDIM
GHQAZAMASAQRATARG IMANAVVDGIVATDVFILERT T PIMOKIVGIIM

R e e L e L L L L T T

LIV L ARV VN P S VR TVRIAG I LI TARAV I LW NGASSVWHATTAIGLE
LIV L ARV VNSV IVRZAG IL I TAAAVTLWINGASS VWNATTALIGLS

N53
EIMEGGWLSCL S I TRTL IXNMEXPGLEAGEANCRTLGEVIKEALNYMTRE
RIMRGGH L L I THTL I MM SGL MR ZAREA T LEEVIHKE ALNOMTRE

L R L L Y

TRy RXEA T I IV DA A AN AR TGNV T SE RS VSRGTAXLAWLVEARFLE
T RYANEAI IV AR S AANS ENVT GRS PVSAGTANTAWLYERATLE

L e e L L S R T T P T

FVCR L L S AW Y MR T G RV VAL Y THES PG RIIPQLYCS YW
FVERV I LG SR oW Y MR TRV I VRS Y THGE FEITPQLVDS YGWN

IV MRS G VOV T YA SR L OTLLCDIGE S 555ALVESRRTIRVIIMVICHL
MR Y IV TR P S IO CT T L L IGE S S5 5ASVIEART IRV ENVIORL

EErTEETTEFTTTFTETSNETTSFTTFARROTTSCSOTERISTAETSETRTITEOOTTRTEE Y&

BAGPREFCVEVL FYMIHVIZMELLRAYEIELVANTLEANE TRIM YWY
ARG AL VRV P YMPRVIIMILLORATCOELVAND LI ANS TEINYWY

LR e R R e R P R e r e e ]

R ASENVVE VNI SOVLLGRME KA TWRE AQY IS SVNLGICTRAAVERPLL
AR SGNVVEEVENT SV LG AME X R TWRE P YESOVNL I5CTRAVERFLL

R
A A A RS b L A R A A RN AL R L A RE N R A LEERERELERELELERESENE RS

N TERINNRI ARSIy S TWHE DENS PYRTWNYESS Y OVRPTESASSL
N BRI TR L AR Y TWEE S INE FYRTWNYEGSYIVRITGIAS5L

RERERAar R N RS R TRF RSN RS SRR AR TR T T TR E SR

VNGV AL LS NN T I TR T TMAM T T T FIGQOAVIRIAVITHAPERFIGA
FNGYVRL LS KN T I TV T THAMT XTTFTGROAVIREVOTKAPEPFIGY

L L R L L L L L R T g

VR TNW LA F L AR R P AMC SRS T T AKVNSRAALGAM S EQNSWR
VLN TTNWL N AT AR RS AMO SR E S P AMVESNAALGAMTZEQNCHR

EEERELE LR R L R R L R R e L LR LR A R LN

SARCAVCOPKIWEINV LI AT AHLAGECHTC T YNMMGKAZ KX PGEFGKANG

FIGURA 1D

47



FLA

I
TLA

cI

T

c:
LA

ES 2327217 T5

SAREAVEDPKFWEMVDZIREAZLRGICHTCIYNMMGKRAEKKPGEFGKAKS

[ E LR R R R RS R RN EE EEREREREER NN N NN R R N N R gy

SARIWIMWLGAATLITZALGTLNZ DAWLGRXNSGOGVESLGLOKLGYILA
SRAIWIMWLGAR T L EFSALGILNIDEWLGRXNSGGSVEGLGLOKLEYILE

L LR R N L Ll L L e L L R L R R L R L R Y

EVGTRPGOKIYADDTAGWDTRITAADLENZAKVLELLCGERRALARALILE
EVGTRPGIKIYADDTAGWOTAITRADLENCAKVLELLDGEERALRSAIIE

(TR R LA E R E RN Y R R R R R IR R Y E L R L L R

LTYREXVVEVMRPRADGRTVMOVISAZDQRGSGOVVTYALNT FTNLAVQL
LTYANKVVEVMAPAADGRTVMEVISRIDQRGSGQVVTYALNT I TNLAVQL

LE R A L N L B AR B BB L N R AR REREERERZSELSSERENESENELENLELSES L BELLESRLE]

VAMMEGZGVIGPODVERLTHGRIFKVRTAWLTENGIERLEAMAVSGDDCVY
VRMMEGEZGVIGPODVEXL TKGKGPKVRTWLFENGEERLSAMAVSGDDCVV

[ X L LR L N R LR ERLES L L RRELIELEELESEEES ISR ERESELE S L ERE S R 2 22

XPLODAFATSLEFLNAMSKVAKDIQIWKPSTSWYDWQQVPFCENESTELL
K2LDoATATSLETLNAMSXVEXSIQIWK S TEWYDWQQVP FCSNEFTILE

(A EER L ER AL RS AR EERE S S EEEREN LSS EESEIE S EERES R 2 3}

MKDGRTLVVPCRGIDELVERARI EFGAGWNVRDTACLAKS YAQMWLLLYT
MXOGRTLVVPCRCGLOILVGARRI S PGAGWNVADTACLAKSYAQMWLLL {2

L T Y T LT

ERRCLALMANA LG VNNV S TG R T TWS T EACSTWMT TS OMLIVHNAYW
ERRDLALMANR I CSAV PVNWV I TSAT TWS I EAGGINN T TZOMLSVINRVW

L E P T R R N T P T P T T Y R RN E R LY X

IIENEWMEDKT 2V WE DV VBRI DIWCGE L IGTAARATHAENIQVAT
ILENEWM I O T VI WSOV Y SEsE I DIWCGSLICTFARRIWAINICVAL

LT
LA R R L LA R L L2 2 L 821 [ E L E SRR N FEREES L EESEEREE N R L2 R E AR KL

NOVRAIIGOCKYVOYMSSLERYZDTTLVILTVL
NQVRAIZGOIXYVDYMESLKAYECTTLVEDTVL

LE R A A A N L E R B L EBREEDRERENN XX LE R R X X N N J

FIGURA 1E

48



UFF/g de cerebro

ES 2327217 T5

Viabilidad (%)

L3 ¥ L] L 1] L i

i£3456?8910111
dia después de la inoculacion

2 13

FIGURA 2
0 ,1 (3 ratones/tiempo)
] !
ID ' -
7.
10 e
104
10°+
1044 .
4 »
3
10 3
10 Ii - . = .
lﬂ‘ L] I Ly T T
1 3 5 7 9
dia después de la inoculacién
FIGURA 3

49

ZE
0,70 EZ*:
Ew
=1 “ L]
2
F050 R,
ugg
- 0,40 3:3
=
030 3
28
w53
0,10
0,00

umbral de detecciéon



ES 2327217 T5

B O nan SE[nY)

1o1juao)

F WEnNoIa

BZ 0anay mu_-.rnlul_

seLrewrad man.....:.mﬂ

VO

U gy 3p opeaaepy

(ayur)
ojuamingag

<

3

(] 3

1oxuao)

141

0g

9%

69

50



ES 2327217 T5

S WHNOIa

(7

9P

ug1222fut ap Y p7
‘I'm) [ 1S-86-S1 8da)D

[013U0)

51



ES 2327217 T5

Ratones
Lineas consanguineas de laboratorio:

BALB/c, C57BL/6, DDK, 129, C4H y DBA/1

sensibles a la infeccién por el virus WN
Ratones silvestres:

SEG/Pas (Mus spretus), MAL/Pas, MBT /Pas (Mus m. musculus)
resistentes a la infeccion por el virus WN

Generacion de ratones de primer retrocruzamiento (BC1)
o"MAL/Pas 2C57BL/G

Progenitores IMBT/Pes - QBALBI
[ |
ﬂ i
F1 &F1 +CSTBLIG
2 BALB/c
l |
1
| ] I |
a)BCI  bH)BCl1  ¢BCl &) BCI
BCI (CSTBL/6 (C57BL/6 (BALB/c (BALB/c
X x x X
MAD MET) MAD MBT)
Virus

Inyeccion del virus West Nile (WN)
Ratones de 5 semanas de edad
Observacion de ratones durante los 14 dias después de la infeccién

Genotipado de los alelos Fiv
marcadores que flanquean al locus Fiv en el cromosoma 5 del ratén

FIGURA 6
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Progenitores de la generacion del primer reirocruzamiento (BC1)

No.3 No.l07 No27 No.154 No.222 No.244 No.14§ No31
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Fenotipo Supervivientes] Muertos Total
Fiv*
Resistente 108 0 108 (55%)
(FW/FIV)
Sensible 21 74 95 (45%)
(FIWV/FIN')
Total 129 (66%) 74 (34%) 203

* un alelo Flvr es suficiente para otorgar la resistencia

Figura 10
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