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Sammendrag
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"Genomic relationships of the North American isolate of infectious salmon anemia virus (ISAV) to the
Norwegian strain of ISAV." Dis Aquat Organ. 1999 Jan 29;35(2):139-44. Erratum in: Dis Aquat Organ 1999
May 31;36(3):238.

Anvendelse av nukleinsyresekvenser og/eller
aminosyresekvenser for fremstilling av en
vaksine for beskyttelse av fisk mot infeksias
lakseanemivirus. Spesielt inneholder en slik
vaksine minst en nukleinsyresekvens som er

avledet fra ISAV eller syntetiske tilberedte
analoger av disse, eller vesentlig homologe
sekvenser. Disse nukleinsyresekvenser
transkriberes og translateres til peptidsekvenser
som inkorporeres i en vaksinasjonsstrategi for a
indusere en immunrespons mot overflate-
antigener av ISAV og derfor mot ISAV selv.
Derfor beskrives bade anvendelse av en vaksine
mot ISAV, og inkorporering av peptidsekvenser
her i dokumentet.
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Foreliggende oppfinnelse angér en fiskevaksine. Mer spesielt angér oppfinnelsen en
vaksine for 4 beskytte laks mot infeksigs lakseanemivirus.

Infeksigs lakseanemivirus (ISAV) medferer ded av atlantisk oppdrettslaks. Typisk
reduseres akvakulturutbyttet med over 30 %. Folgelig er det behov for en effektiv
vaksine mot ISAV.

Falgende dokumenter omhandler nar beslektet teknikk:

Norsk patent NO 2000 5217 vedrerer infeksios lakseanemi (ISA) forérsaket av et
infeksiost lakseanemivirus (ISAV) som er isolert fra norsk laks, og tilveiebringer
nukleinsyrer som koder for et strukturelt protein 1 (SP-1) av ISAV, samt selve
proteinet;

Krossoy B. et al. “ The putative polymerase sequence of infectious salmon anemia virus
suggests a new genus within Orthomyxoviridae.” J Virol. 1999 Mar 73(3):2136-42 og
Blake S. et al.” Genomic relationships of North American isolate of infectious salmon
anemia virus (ISAV) to the Norwegian strain of ISAV.” Dis. Aquat Organ 1999 Jan 29;
35(2):139-44, Erratum in Dis Aquat Organ 1999 May 31; 36(3):238 tilveiebringer
metoder for 4 isolere og rense ISAV og videre ekstrahere og revers transkribere dets
RNA.

Imidlertid omhandler ingen av dokumentene oppfinnelsen beskrevet heri

Det er en hensikt ifelge foreliggende oppfinnelse & frembringe en vaksine som beskytter
mot ISAV.

Ifelge foreliggende oppfinnelse frembringes det en sammensetning omfattende minst en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO. 2, 4, 6, 7, 8 og 10, der
sekvensen er i stand til 4 indusere en immunrespons.

Foreliggende oppfinnelse frembringer ogsé en sammensetning omfattende minst en
nukleinsyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO. 1, 3, 5 og 9, eller
sekvenser som er minst 90% homologe med disse, der translasjonsproduktet fra nevnte
nukleinsyre er i stand til & indusere en immunrespons.
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Sammensetningen er avledet fra eller basert p infeksigs lakseanemivirus og der nevnte
nukleotid- og/eller aminosyresekvens forirsaker ikke lakseanemi, og er i stand til &
anvendes som eller for tilberedning av vaksine mot ISAV.

Nukleotidsekvensen kan inkorporeres i et plasmid.

Nukleotidsekvensen kan inkorporeres i en egnet ekspresjonsvektor.

Et ytterligere aspekt ifelge oppfinnelsen frembringer anvendelse av en sammensetning
ifelge oppfinnelsen for fremstilling av en vaksine og/eller et terapeutisk medikament for

beskyttelse av fisk mot infeksjon av infeksigs lakseanemivirus.

Typiske nukleinsyresekvenser er ISA2cd (tidligere referert til som pl. 38), ISAlmta
(tidligere referert til som p8.17), ISA3mx (tidligere referert til som p6.28) og ISA4ha.

Fortrinnsvis transkriberes og translateres peptidsekvensene fra enten en, to eller alle
nukleinsyresekvensene; ISA2cd, ISAlmta, ISA3mx eller ISA4ha og inkorporeres inn i
en vaksineringsstrategi tilsiktet & indusere en immunrespons mot et overflateantigen fra

ISAV og falgelig mot selve det infeksiose lakseanemivirus.

Oppfinnelsen omfatter ytterligere en vaksine for & beskytte fisk mot ISAV, der vaksinen
inkluderer en sammensetning ifelge oppfinnelsen.

Karakterisering av de nye sekvenser ifelge oppfinnelsen
De folgende figurer beskriver oppfinnelsen i sterre detalj, der;

Figur 1 er nukleotidsekvensen til ISA2c¢d,

Figur 2 er aminosyresekvensen som er oppnédd fra translasjon av ISA2cd-
nukleinsyresekvensen listet i figur 1,

Figur 3 er nukleotidsekvensen til ISA1mta,

Figur 4 er aminosyresekvensen oppnédd etter transkripsjon av nukleinsyresekvensen
listet i figur 3,
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Figur S er den ngyaktige nukleotidsekvens til ISA3mx,

Figur 6a er aminosyresekvensen (M1) som er translatert fra den uspleisede
nukleinsyresekvens til ISA3mx vist i figur 5,

Figur 6b er aminosyresekvensen (M2) som er translatert fra den spleisede
nukleinsyresekvens til ISA3mx vist i figur 5, og

Figur 6¢c er aminosyresekvensen (M3) som er translatert fra den uspleisede
nukleinsyresekvens til ISA3mx visti figur S.

I tillegg finnes informasjon som detaljerer den spesifikke molekylvekt (MW) og
teoretiske isoelektrisk fokuseringspunkter (pI) under de respektive

aminosyresekvenslistene.

Nukleotid- og aminosyresekvenser vist i figurene er ytterligere representert i de
folgende “’Patent-In ”-genererte sekvenslister der;

SEQ ID NO. 1 er nukleotidsekvensen til ISA2cd som vist i figur 1,
SEQ ID NO. 2 er aminosyresekvensen til ISA2cd, som vist i figur 2,
SEQ ID NO. 3 er nukleotidsekvensen til ISAlmta, som vist i figur 3,
SEQ ID NO. 4 er aminosyresekvensen til ISA1lmta, som vist i figur 4,
SEQ ID NO. 5 er nukleotidsekvensen til ISA3mx, som vist i figur 5,

SEQ ID NO. 6 er den forutsagte aminosyresekvens til det uspleisede produkt av
ISA3mxs, som vist i figur 6a,

SEQ ID NO. 7 er den forutsagte aminosyresekvens til spleiset ISA3mx, som vist
i figur 6b,

SEQ ID NO. 8 er den forutsagte aminosyresekvens til spleiset ISA3mx som vist
i figur 6¢,
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SEQ ID NO. 9 er nukleotidsekvensen til ISA4ha, som tidligere vist i figur 7,
0og

SEQ ID NO. 10 er aminosyresekvensen til ISA4ha, som tidligere vist i figur 8.

De genetiske sekvenser vist for ISA1mta og ISAcd og de uspleisede og spleisede
genetiske sekvenser for ISA3mx er avledet fra klonet cDNA der cDNA-klonene ble
avledet fra det genome materiale til infeksios lakseanemivirus (ISAV). Det klonede
materiale ble sekvensert fra den 5’ endens og den 3’ endens innfoyelsessteder ved
anvendelse av overlappende amplikoner for & produsere en contig.

Paliteligheten til contiget ble bekreftet ved revers transkriptase
polymerasekjedereaksjonsamplifisering (RT-PCR) av amplicons av passende storrelser
fra ISAV-infisert laksevev og vevskulturer. Slike amplicon ble imidlertid oppnddd fra
uinfisert kontrollmateriale, hvilket antyder at det genetiske materiale var av ISAV-
opprinnelse.

De apne leserammer (ORF) ble ferdigstilt ved rask amplifisering av cDNA-endene
(RACE) fra den ufullstendige sekvens fra virusinfisert vevskultur. Korrigeringer ble
utfert for den in vivo transkriberte mRNA som var tydelig fra de opprinnelige klonede
cDNA.

OREF fra ISA2cd har ingen betydelig homologi ved nukleotid- eller aminosyresekvensen
med tidligere anferinger i databaser tilgjengelige ved BLAST. Proteiner med tilsvarende
molekylvekter (Mw) og isoelektriske punkter (pI) inkluderer imidlertid 14
virusproteiner i Swiss-Prot-databasen slik som Hemagglutinin-Neuraminidase.

ORF fra ISA1mta er ogsa uten noen betydelig homologi med tidligere karakteriserte
proteiner anfort i de granskbare BLAST-databaser. Det er imidlertid av interesse at den
kjennetegnes ved en molekylvekt og et isoelektrisk punkt (68-69 kDa og pl 8,2) som
nesten er identiske med et av de mest dominerende virusproteiner identifisert ved
todimensjonal elektroforese. Proteinet synes & vare fullstendig assosiert med
membranene til de ISAV-infiserte vevskulturer. Dersom ORF gir et slikt protein vil det
vurderes som verdifullt ved enhver vaksineringsstrategi for & redusere nivaet av ISAV-
infeksjon i enhver lakseliknende art.
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I sekvensene vist for ISA3mx, har videre den uspleisede ORF (basis for den forutsagte
aminosyresekvens M1) ikke noen betydelig homologi p# nukleotid- eller
aminosyresekvensniva med de tidligere anferinger i databaser tilgjengelige ved BLAST.
Proteiner med tilsvarende molekylvekter og isoelektrisk fokuseringspunkter omfatter
imidlertid ulike virus”coat” og kappeproteiner listet i Swiss-Prot-databasen. Begge de
forutsagte M1- og M2-proteiner (oppnadd fra ORF etter spleising av
nukleotidsekvensen) er forutsagt & veere membranassosierte proteiner og dersom ORF
kodet av ISA3mx gir slike proteiner vil den anses som verdifull ved enhver
vaksineringsstrategi for & redusere nivaet av ISAV-infeksjon i en hvilken som helst
lakseliknende art.

Den forutsagte proteintranslasjon av M3 (vist i figur 6¢ og tilherende sekvensliste) viser
homologi med et paromyxovirusfusjonsprotein assosiert med cellemembranen og antatt
4 veere involvert i celleadhesjon. I lys av denne viste homologi er M3 potensielt
verdifull i enhver vaksineringsstrategi tilsiktet 4 redusere nivéet av ISAV-infeksjon 1
enhver lakseliknende art.

Den ytterligere sekvens relatert til ISA4ha-nukleotidsekvensen ble oppnadd ved hjelp
av den folgende fremgangsmate. ISA4ha-proteinet ble pavist ved polyklonale antistoffer
etterfulgt av hybridisering. Proteinet er vist & forckomme i to alternative former. Disse
to alternative former er av ulik sterrelse, og kan sees der proteinene dyrkes ved hjelp av
ulike cellelinjer, for eksempel she og chse.

Ettersom disse to alternative former begge var pavisbare ved antistoff og varierte i
sterrelse avhengig av hvordan de ble dyrket, er proteinet potensielt en god kandidat for
virulens.

Proteinet ble isolert og sekvensert, og resulterte i en produksjon av et 24
aminosyrefragment. Nar denne sekvensen ble anfort til de granskbare BLAST-databaser
viste den likheter med sekvensene til britiske og norske stammer av ISAV.

Deretter ble primere utformet basert pa den oppnddde aminosyresekvens, sammen med
henvisning til sekvensene kjent fra tilsvarende britiske og norske stammer.

Primeme ble deretter anvendt i polymerase-kjedereaksjon for & amplifisere det relevante
DNA-fragment, som deretter ble sekvensert og translatert til aminosyrekoding.
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Listene over den &pne leseramme oppnddd ifelge foreliggende oppfinnelse har sarlig
kommersiell verdi av folgende arsaker:

1. Det er tilstrekkelig grunn til 4 tro at nukleotidet tilsvarende
aminosyresekvensene er av ISAV-opprinnelse. Derfor kan deres inkorporering i
nukleinsyrevaksiner ha en innvirkning pé reduksjon av mortalitet pa atlantisk
oppdrettslaks fordrsaket av ISAV som tidligere uttrykt, typisk kan inntektene fra
akvakultur reduseres med over 30 %.

2. Karakterisering av genproduktet vil foret til identifisering av nekkelelementer

i patogenesen av infeksjon og til design av mer neyaktige diagnostiske tester som ogsé
vil stette de epidemiologiske studier som dokumenterer utberedelsen av ulike stammer
av sykdommen.

Nukleotidsekvensene ISA1mta, ISA2cd, ISA3mx, ISA4ha og assosierte derivater av
disse ber nar de translateres til proteinsekvenser som er sammensatt av enten identiske
eller ekvivalente aminosyrer, indusere en respons mot vertens immunsystem. Dette
prinsipp kan videre utvides til & omfatte disse proteiner i diagnostiske tester og
vaksinasjonsprosedyrer.
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Patentkrayv

1.

Sammensetning, karakterisert ved atden omfatter minst en
aminosyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO. 2, 4, 6, 7, 8 og 10, der
sekvensen er i stand til 4 indusere en immunrespons.

2.

Sammensetning, karakterisert ved atdenomfatter minst en
nukleinsyresekvens valgt fra gruppen bestdende av SEQ ID NO. 1, 3, 5 og 9, eller
sekvenser som er minst 90% homologe med disse, der translasjonsproduktet fra nevnte
nukleinsyre er i stand til & indusere en immunrespons.

3.
Sammensetning ifelge krav 2, karakterisert ved at nukleinsyresekvensen
inkorporeres i et plasmid.

4.

Sammensetning ifelge krav 2, karakterisert ved at nukleinsyresekvensen er
inkorporert i en ekspresjonsvektor.

5.

Anvendelse av en sammensetning ifelge hvilket som helst av kravene 1-4 for
fremstilling av en vaksine og/eller et terapeutisk medikament for beskyttelse av fisk mot
infeksjon av infeksigs lakseanemivirus.

6.

Vaksine, karakterisert ved atden omfatter sammensetningen ifalge hvilket
som helst av kravene 1-4.
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Figur 1: ISA2cd-nukleotidsekvens
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Figur 2: ISA2cd-aminosyresekvens

1 11 21 31 41 51
I ! I ! ! !
1 MDNLRECINR KRRLLALPDV PETSDAFLSD LRHLYMCVAF CDQHKTTGDE SRFTNLELLD 60
61 QDBALGAQRA FEAKHGIKGG SLGDVLDHEL KKVIEFTFTS GSLYIAEQRK RKTQADSIIV 120
121 CVSEGLNDFS VSHGVLDMGL VETGVNAVRD FCTONGIPMK INQVGSTRTP TPISTCKISE 180
181 QITRQINSTI TERKMETVLA AIAIKPELKL TQKGCRPCKE LEDENILWMD PQFCEIDESF 240
24]1 PYRGGEPYGNF LQELLLTTIND VETNGKDREE VVKKILDNKA FTVESGECII TLPDKMTCFG 300
301. EQEKKRPATI DEVRTAGERF EQSVKPKTQR YGRLSDKWME LEK.FI!’TASK TEVDTFLSVG 360
361 'I.'BRLESVGVC VGALHRATIT RIIRPMIQGG KCWGMMFEKTK SRMG.DTEKBG YCHAIIFGKG 420
421 EDXSGONKMT ‘MMGKTVHWHL RVVKSKGDWM AQQLCANKSR IWEHDPELVT EGVTVLMTPF 480
481 SQKIATISRW RAMRLDSMFH VSSAWHHSPA CEAASAMLRK FVEIVHAINQ KRDWGVVGSM 540

541 EDMVKEVEEI GEHLQTACDF RVYNMCKALY QKIAVSTQ

Molekylvekt: 65336.10
Teoretisk pl: 6,94
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Figur 3: ISAS1mta-nukleotidsekvens
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Figur 4: ISA 1mta-aminosyresekvens
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Figur 5: ISA3mx-nukleotidsekvens
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Figur 6a: Forutsagt aminosyresekvens av uspleiset (M1) produkt av ISA3mx

MSGFNLEVMVPEQGGKVVFSLTETGSCVSFYGDDEPGEGSCELASENMDFPSCPLGNGDD 60
FCLSLALSTMRWSGMTKRNNFMDRFIGSFVHCTPVMIWSYGNLSKKSHHKMVCHTCPDEY 120
KFSDKDEMQGYYEGCLEASTDIFLDELATVVTGGFFPVGLKGSWGG\NYLKYVRYAGLAG 180
SSGFIVNQRFYDRAQNKTGSRVVSMVEMDGDGLSFIYEKPSVYHSDGCTGSAARFWKRDH 240
NERAGVELRAGLHFRM 256
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Molekylvekt: 28,498
Teoretisk pl: 5,38



Figur 6b: Forutsagt aminosyresekvens av spleiset (2) produkt av ISA3mx

MSGFNLEVMVPEQGGKVVFSLTETGSCVSFYGDDEPGGFFPVGLKGSWGGSYLKYVRYAG 60
PLAGSSGFIVNQRFYDRAQNKTGSRVVSMVEMDGDGLSFIYEKPSVYHSDGCTGSAARFW 120
KRDHNERAGVELRAGLHFRM 140

0 Molekylvekt: 15,357
Teoretisk pl: 6,82



Figur 6c: Forutsagt aminosyresekvens av spleiset (M3) produkt av ISA3mx

MNLLLLLQVASFLSDSKVPGEDGTSSTSGMLDLLRDQVDS! SINDSTTEPKTRLOPGLYP 60
WLKWTETAYRSSTRSLASTIVMGALGQOQRGSGNGITMRELELSLGLDFTSECDWLKTCYV 120
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Molekylvekt: 14,888
10 Teoretisk pl: 4,65



Figur 7: USA4ha-nukleotidsekvens
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Figur 8: ISA4ha-aminosyresekvens
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Trp
Phe
70

Ala
Lys
Ala
Sef
Ala

150

Ile

Glu

Ala

Thr Tyr
Thr Ala

Thx Ser
40

val Glu
58S

Leu Glu
Val Ala
Glu Ala
Gly Gly

120

Asn Met
135

Leu Thr
Trp Gln

Asp Gly

Asp Val
200

Ser

Thr

25

Leu

Leu

Glu

Ala

Ala

105

Ser

Ala

Thr

Asn

Lys
185

Thr

10

Phe

10

Lys

Leu

Asp

Glu

Ala

80

Ala

Gly

Tyxr

Phe

Gly
170

Arg

Lys

Asp

Ser

Gln

Gln

Lys

75

Ile

Asn

Leu

Asn

Phe

155

Gln

Gln

Leu

Val Arg
Gly Ile
Lys Ala

45
Asp Val
60
Met Lys

Glu Arg

Ile Glu

Val Asp

125
Leu Ser
140
Ser Ala

Ala Ile

Thr Arg

Asn Val
205

Asp
Lys
30

Phe

Tyr

Asp

Sex

Met

110

Asn

Leu

Ile

Ile

Thr
190

Val

Asn

15

Ile

Ala

Val

Met

Val

95

Ala

Arg

Phe

Leu

Arg

175

Gly

Thr

Thr

Ser

Gly

Ser
80

Glu
Gly
Arg
Ile
Ser

160

Ile

Gly

Ala



Asn

Ala
225
Gly
Ile

Lys

Glu

Lys
Cys

Pro
385
Leu

F'Arg

vVal

Gly
210

Phe

Sex

Met

Met

Gly
290

Gly

o)
F
!

Ile

Thr

370

Pro

Ala

Glu

Ala

Lys

Arg

Lys

Lys

Met

275

Ala

vVal

@
r-d
<

Arg

Ser

355

Ser

Ile

Met

Ala

Arg
435

Val

Gln

Ala

Ser

260

Arg

Asn

Ala

3
o}
hH

340

Asp

Phe

Ser

Asp

Lys

420

Thr

Lys

Ser

Thr

245

Val

Thr

Ile

Leun

Gly

Leu

Ser

Phe

405

Leu

Cys

Gln Val

215

Arg
230

Pro

Glu Ser

Leu Ser
Asn

Gly

Ser
295

Pro

Leu

x}
]
N
-
5
_\
1)

Thr Glu

Glu Asn

Ile asp

37s

Leu Meﬁ

380

Met Lys
Lys

Val Ala

Val

Glu

Lys

Ser

Ala

Phe

280

Lys

Met

P
’ -t
U]

Glu

Lys

360

Pro

Met

Asn

Gly

Val
440

Val Asn

Arg Ser

Sex
250

Ile

Asp Gln

265

Asn Ala

Leu

Tyr

Gln
345

Phe Gln

Pro Arg

Tyr Ile

Gly Glu

410

Val Asn
425

Ser Met

11

Leu

Asp

235

Agn

Leu

Ser

Arg

Arg

Thr

Gln

395

Asp

Ser

Val

Asn
220

Asp
Tyr Arg
Gln Cys
Phe

Ala

Thr
285

Tyr

His Met

300

Arg

Eal
224
G

Leu

Ile Met

365

Thr
380

Lys

Glu Gly

Ala Cys

Thr Phe

Ala Thr

445

Leu

Lys

Met

Pro

270

Thr

Arg

Lys

Ser
350

Asp

Cys

Asn

Thr
430

Ala

Lys

Gly

Ala

255

Gly

Leu

Asn

aAsn

i Lve

335

Ala
Thr
Phe
Ser
Ile

415

Met

Phe

Ala

Gln

240

Leu

Val

Ala

Cys

Serxr

320

Val

Leu

Leu

Ile

val
400
Cys

Ser

Cys



gser Ala Asp Ile Ile Glu Asn Ala Val Pro Gly Ser Glu Arg Tyr Arg
450 455 460

ger Asn Ile Lys Ala Asn Thr Thr Lys Pro Lys Lys Asp Ser Thr Tyr
465 470 475 480

Thr Ile Gln Gly Leu Arg Leu Ser Asn val Arg Tyr Glu Ala Arg Pxo
485 490 495

Glu Thr Ser Gln Ser Asn Thr Asp Arg Ser Trp Gln Val Asn Val Thr
500 505 510

Bsp Ser Phe Gly Gly Leu Ala Val Phe Asn Gln Gly Ala Ile Arg Glu
515 520 525

Met Leu Gly Asp Gly Thr Ser Glu Thr Thr Ser val Asn Val Arg Ala
530 535 540

Leu Val Lys ATg Ile Leu Lys Ser Ala Ser Glu Arg Ser Ala Arg Ala
545 550 555 560

val Lys Thrx phe Met Val Gly Glu Gln Gly Lys Serxr Ala Ile Val Ile

-re
565 570 gy

ser Gly Val Gly Leu Phe Ser Ile Asp Phe Glu Gly Val Glu Glu Ala
580 585 590

¢lu Arg Ile Thr Asp Met Thr Pro Glu Ile Glu Phe Asp Glu Asp ASsSp
595 600 605

G¢lu Glu Glu Glu Asp Ile Asp Ile

610 615
«¢210> 5
<211> 1050
<212> DNA

<213> Salmon Anaemia Virus

<400> 5

atgtctggat ctaacctcga ggtaatggtg ccggaacaag gaggaaaagt ggtcttcag
c
60

cttactgaaa cggggtcatg tgtctcgttt tacggagatg atgaaccagg tgaagggtc
c

120

12



tgcgaacttg
c
180

ttctgtctgt
[o]
240

ttcatggaca
t
300

ggaaatttgt
c
360

aagttcagtg
t
420

gacattttcc
o

480

aaaggttcct
a
540

tcaagtggat
C
600

agggttgtat
t

660

agegtctacce
c
720

aatgagagag
a
780

aacttgttat

cctctgaaaa

cgctggegcet

gattcattgg

ccaagaaaag

acaaggacga

ttgatgaact

ggggaggatg

tcattgtcaa

ccatggttga

atagtgatag

ctggagttga

gtaaacaaga

catggatttt

aagcacaatg

aagttttgtt

ccatcacaaa

gatgcaggga

tgectactgtt

gtacctcaag

tcaacgatte

aatggacgga

gtgcactggg

gcttagggct

attttgtgtt

ccaagttgtc

agatggtctg

cactgtacac

atggtttgecc

tactatgagyg

gttacaggtg

tacgtcaggt

tacgacagag

gacggcttat

tcagcagcga

ggacttcact

tttgtcagaa

13

ctctggggaa

ggatgaccaa

cagtgatgat

acacttgccc

gatgtctaga

gcttettteeo

atgctggacc

cccaaaacaa

cgttcatcta

ggttctggaa

tcagaatgtg

aaagaaattqg

tggagatga

gagaaacaa

ctggtcgta

agacgagta

ggcttctac

tgtcggact

tcttgeggg

gactggatc -

cgagaagcce

acgggatca

attggttga

ctgtaaaca



t
840

ggaagttgaa aaattcattt gtaatgagaa ctaaagatgt ctttgtgttc aaattttaa
c

900

taatgacaat atatgaaata tgtcgtacat ggtgttgatg ataattttta aaacgaaaa

g
960

gagaattttt actaaaataa aaaaaaaata aaaaaaaaaa aaaagaaaaa Adadaaaaaaa
a

1020
aaaaaaagtc gacatcgata cgecgtggtca

1050

<210> 6
<211> 2586
<21Z> PRT
¢<213> Salmon Anaemia Virus
<400> 6

Met Ser Gly Phe Asn Leu Glu Val Met Val Pro Glu Gln Gly Gly Lys

1 5 10 15

Val Val Phe Ser Leu Thr Glu Thr Gly Ser Cys Val Ser Phe Tyr Gly

20 25 30

Asp Asp Glu Pro Gly Glu Gly Ser Cys Glu Leu Ala Ser Glu Asn Met
35 40 45

Asp Phe Pro Ser Cys Pro Leu Gly Asn Gly Asp Asp Phe Cys Leu
50 55 60

Ser

Leu Ala Leu Ser Thr Met Arg Trp Ser Gly Met Thr Lys Arg Asn

Asn
65 70 75

80

Phe Met Asp Arg Phe Ile Gly Ser Phe Val His Cys Thr Pro Val

Met
85 90 95

Ile Trp Ser Tyr Gly Asn Leu Ser Lys Lys Ser His His Lys Met val

14



Cys

Gln

Asp
145
Lys
Pro
Arg
Asp
Sexr
225

Asn

His

Gly
130

Glu

Gly-

Leu

Ala

Gly
210

Asp

Glu

<210>
<21l>
<212>
<213>

<400>

Met Ser Gly Phe Asn Leu Glu

1

val

Asp Asp

Gly Gly

Val

Thr
115

Tyr
Leu
.Ser
Ala
Gin

195

Asp

7
140
PRT

100

cys

Tyr

Ala

Trp

Gly

180

Asn

Gly

Cys

Ala

Pro

Glu

Thx

Gly

165

Serxr

Lys

Leu

Thr

Gly
245

Asp
Gly
val
150
Gly
Ser

Thx

Ser

Gly ¢

230

val

Glu

Cys
135

val

Trp

Gly

Gly

Phe

215

Glu

Salmon Anaemia Virus

7

Phe Ser Leu Thr Glu

35

20

5

-

Glu Pro Gly Gly, Phe

Ser Tyr Leu Lys Tyr

Tyr

120

Leu

Thr

Tyx

Phe

Sex

200

Ile

Ala

Leu

Val

Thr

Phe

40

val

Lys

Glu

Gly

Leu

Ile
185

Arg

Tyx

Arg

Met

Gly

Pro

Arg

15

Phe Ser
Ala Ser

Gly Phe
155

Lys Tyrx
170

val Asn
val val
Glu Lys
Arg Phe

235

Ala Gly
250

Val Pro
10
Ser Cys

val Gly

Tyr Ala

Asp

Thr

140

Phe

val

Gln

sex

Pro
220

Trp

Leu

Glu

val

Leu

Lys

125

Asp

BPro

Arg

Arg

Met

205

Ser

Lys

His

Gln

Ser

Lys
45

Gly Pro

110

Asp

Ile

Val

Tyy

Phe

190

Val

Val

Arg

Phe

Gly
Phe
30

Gly

Leu

Glu

Phe

Gly

Ala

175

Tyr

Glu

Tyr

Asp

Arg
255

Gly
15
Tyx

Ser

Ala

Met
Leu
Leu
160
Gly
Asp
Met
His
His
240

Met

Lys

Gly

Txp

Gly



50

Ser Ser Gly Phe Ile Val

65

70

Lys Thr Gly Ser Axrg val

85

Leu Ser Phe Ile Tyr Glu

100

Thr Gly Ser Ala Ala Arg

115

Gly Val Glu Leu Arg Ala

130
<210>
<21ll>

<212>
<213>

<4~

Met Asn
1

Lys val
Leu Leu
Glu Pro

50
Thr Glu
65
~Val Met

Met Arg

Asp Trp

8
146
PRT

55

Asn

Val

Lys

Phe

Gly
135

Salmon Anaemig Virus

2
=

Leu Leu

Pro Gly
20

Arg Asp
35

Lys Thr

Thr Ala

Gly Ala

Glu Leu

100

Leu Lys

Leu
G;u
Gln
Arg
Tyr

Leu
85

Glu

Thr

Len

Asp

Val

Leu

Arg

70

Gly

Leu

Cys

Leu

Asp

Asp

55

Ser

Gln

Ser

Tyr

Gln

Ser

Pro

Trp

120

Leu

Gln

Thr

Ser

40

Pro

Ser

Gln

Leu

Val

Arg Phe

Met Vval
90

Ség Val
105

Lys Arg

His Phe

Val ala
10

Ser Ser
25

Leu Ser

Gly Leu
Thr aArg

Arg Gly
S0

Gly Leu
105

Asn Lys

16

Tyr
75

Glu

Tyr

Asp

Arg

Ser

Thr

Ile

Tyr

Ser

75

Ser

Asp

Asn

60

Asp Arg

Met Asp

His Ser

His Asn

125

Met
140

Phe Leu
Ser Gly
Asn Asp

45

Pro Trp
60

Leu Ala
Gly Asn

Phe Thr

Phe val

Ala

Gly

Asp

110

Glu

Ser
Met
30

Ser

Leu

Ser

Gly

Ser

110

Phe

Gln
Asp
95

Gly

Arg

Asp
15

Leuy
Thr
Lys

Thr

Ile
°es

Leu

Asn
80

Gly

Cys

Ala

Sexr

Asp

Thr

Trp

Ile
80

Thr

. Cys

Ser



115

120

125

Glu Lys Glu Ile Ala Val Asn Met Glu Val Glu Lys Phe Ile Cys Asn

130

Glu Asn
145

<210> 9
<21l1l>
<212>
<213>

<400> 9
cagtcgtcta
a

60

tcaatcaagyg
a
120

ayoocaagaac
a
180

ccaacctact
c
240

taacgacgtg
t
300

gggagcatgt
g
360

actgattggg
a
420

ccctactatt
(o}
480

1033
DNA
Salmon Anaemia

tgtcttagaa

gtgaaccaac

gGGaatuyic

acaaagtata

atcataccga

cgaggagatg

agaacagatg

gtagtagttg

135

Virus

accatcctga

agtctcttga

ggattctata

cgtcaatgac

taagagtgac

ccttaacagg

gactaaatgg

caccacctgy

tctggttaca

cattggtaca

actagacaat

accaaccttc

attttctgta

aatgtcagga

17

140

ataggtgact

aacttcaagg

aggttcaoaa

aacgactgeca

gtggcaaggg

gtgggagcag

aaggtgctga

atctacaagg

cccgaageg

gaattctac

o b
grgathtagt

ctgagggcce

acctgtacce

ctgagcttg

ctttcaaca

tctgcattg



tgcetcecttet
c

540
tcctcectgaga
)

600
aggaacaaag
a

660
tatcaaaaga
a

720
tcettectgat
a

780
ggcactgaca
a

8B40
cagttgtecct
a

900
aataatgaga
c

960
agacgtaaac
t

1020
gggagtggca
1033

<210> 10
<211> 344
<212> PRT
<213>

ggaaacgtag

ttcgacaact

aacaaatgtg

aacattgagt

gggtttgatt

tgtccaggtyg

aaacttgtga

gagctagaag

aacagagtag

ggt

gcggagtcaa

tcaaaggaca

tcatacttag

tggatgagta

ctcttecacgg

tagattggga

aagaatttga

cacaaaagga

atgctattcc

Salmon Anaemia Virus

cttggtgaac

gatctacgtg

atcttctagc

cgttgacaca

ctctgetteg

cagaattgat

ccaaacaggg

gatgattggt

accacagett

18

ggatgcggat

tcagacacct

aatgctecctt

ccaaacactg

attagaactt

gcagcttcat

cteggaaaca

aaacttggca

agcaacatct

acttcagcg

ttgaagtca

tgtgtacac

ggggcgtatc

ttttaacag

gcgagtatg

cagatactc

gaaacatta

tecatcteta



<400>

10

Ser Arg Leu Cys

1

Ser

Thxr

Lys

Lys

65

Asn

Asp

Phe

Thr

vVal

145

Ala

Tyxr

Val

Leu

Ile
225

Arg

Asn

Gln

50

Tyr

Asp

Leu

Gly

130

Val

Ser

Phe

Ser

Arg

210

Glu

Ser

Phe
35

~Met

Arg

val

Tyr

Gly

115

Phe

Gly

Serxr

Ser

Asp

195

Ser

Leu

Asp

20

Lys

Ser

Ile

Ile

Leu

100

Ser

Leu

Gly

Ala
180
Thr

Ser

Asp

Leu

Gln

Gly

Gly

Leu

Ile

85

Gly

Val

Asn

Asn

165

Pro

Phe

Ser

Glu

Arg

Ser

Ile

Arg

Tyx

70

Pro

Ala

Lys

Gly

150

vVal

Leu

Glu

Asn

Tyr
230

Asn

Arg

Leu

Phe

55

Ile

Thr

Cys

Val

135

Met

Gly

Arg

Val

Ala
215

Val

His

Val

Gln
40

Pro

Gly

Ser

Arg

Gly

120

Leu

Ser

Gly

Phe

Arg
200

Pro

Asp

Pro

Asn
25

Ala

Ser

Thr

Met

Gly

105

Leu

Thr

Gly

Val

Asp

185

Gly

Leu

Thr

19

Asp
10

Gln

Lys

Asp

Asn

Thr

30

Asp

Ile

Phe

Ile

Asn

170

Asn

Thr

Cys

Pro

Thr

Gln

Asn

Trp

Asp

75

Leu

vVal

Gly

Asn

Tyr

155

Leu

Phe

Lys

Thr

Asn
235

Thr

Ser

Gly

Tyx

60

Cys

Asp

Arg

Arg

Asn

140

Lys

Val

Lys

Asn

His

220

Thr

Trp

Leu

Asn

45

Gln

Thr

Asn

Val

Thr

125

Pro

val

Asn

Gly

Lys

205

Ile

Gly

Ile

Asp
30

Gly
Pro
Glu
Val
Thr
110
Asp
Thx
Cys

Gly

Gln
190

Cys

Lys

Gly

Gly
15
Leu

Leu

Thr

Ala
95

Pro
Ala
Ile

Ile

Cys
175
Ile
Val

Arg

Val

Val

Met

Thr

Pro

80

Arg

Thxy

Leu

Val

Ala

160

Gly

Tyr

Ile

Asn

Tyx
240



Pro

Phe

Asp

Phe

Leu
305

Phe

Ser

Leu

Ala

Asp

290 -

Glu

VvVal

Ile

Asp

Thx

Ala

275

Gln

Ala

Asn

Ser

Gly

Glu

260

Ser

Thr

Gln

‘Asn

Met
340

Phe
245

Ala

Cys

Gly

Lys

Arg

325

Gly

Asp

Leu

Glu

Leu

Glu

310

val

val

Ser

Thr

Tyr

Gly

295

Met

Asp

Ala

Leu

Cys

Asp

280

Asn

Tle

Ala

Gly

Pro
265
Ser
Thr

Gly

Ile

20

Gly
250

Gly

Cys

Asp

Lys

Pro
330

Ser

Val

Pro

Thr

Leu

315

Pro

Ala

Asp

Lys

Gln

3a0

Gly

Gln

Ser

Trp

Leu

285

Ile

Arg

Leu

Ile

Asp

270

vVal

Met

Asn

Ser

Arg

255

Arg

Lys

Arg

Ile

Asn
335

Thr

Ile

Glu

Glu

Thr

320

Ile
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