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DESCRIPCION
Acido nucleico que codifica un polipéptido implicado en la entrada celular del virus del PRRS

La invencion se refiere a un nuevo polinucleétido que codifica un polipéptido implicado en la entrada celular del virus
del PRRS (PRRSV), a un vector recombinante que comprende dicho polinucleétido, a una célula capaz de expresar
dicho polipéptido, a un método para producir dicho polipéptido, asi como a un cultivo celular y a un nuevo método de
produccién del virus PRRSV.

El sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRS) se reconocié inicialmente en 1987 en los EE. UU. como una
nueva enfermedad del cerdo que provoca insuficiencia reproductiva en cerdas gestantes e insuficiencia respiratoria
en cerdos recién nacidos. La enfermedad fue descrita posteriormente en Europa y Canada. Hasta que se identificd
un agente causal, el sindrome era conocido por varios nombres, tales como la misteriosa enfermedad de los cerdos,
la infertilidad porcina y el sindrome respiratorio, la enfermedad del cerdo azul, el aborto azul, etc.

Un virus ARN de cadena sencilla con envoltura, el virus PRRS, provoca el sindrome. El PRRSV es un miembro de la
familia Arterivirus que incluye el virus elevador de la lactato deshidrogenasa (LDV) de ratones, el virus de la arteritis
equina (EAV) y el virus de la fiebre hemorragica de simios (SHFV).

El tipo celular predominante infectado por PRRSV es el macréfago. El virus se aislo por primera vez en macréfagos
alveolares porcinos (PAM), pero también se ha informado que se replica en monocitos y en células microgliales. El
PRRSV tiene un tropismo restringido para células monociticas/macrofagas tanto in vitro como in vivo.

Actualmente la replicacion del PRRSV solo ocurre en unas pocas lineas celulares establecidas.

Se ha demostrado la replicacion del virus in vitro en lineas celulares establecidas tales como la linea celular de rifién
de mono MA-104, y su clon permisivo MARC-145 (Kim et al., Arch. Virol., 133, 477-483, 1993).

Un procedimiento para cultivar el PRRSV en una linea celular clonada derivada de MA-104, 9009B (designado como
ATCC CRL 11302) se describe en el documento US5510258.

Se ha informado de la falla de replicacién del PRRSV en varias otras lineas celulares.

Se ha investigado el mecanismo que restringe la replicacion del PRRSV en una diversidad de lineas celulares. Se
descubrié que el PRRSV no se podia unir a la mayoria de los tipos celulares testados. Se sugirié que la ausencia de
unioén del PRRSV a las células era uno de los factores determinantes del tropismo celular de PRRSV. Se postulé que
la ausencia de un componente celular especifico podria ser crucial para la entrada del virus, y que la entrada del
virus se produjo por endocitosis mediada por receptor (Kreutz, Virus Research, 53, 121-128, 1998).

La endocitosis mediada por receptor es conocida por otros virus con envuelta. Se ha informado de receptores para
algunos virus. Por ejemplo, los receptores para los diferentes subgrupos de sarcoma aviar y virus de la leucosis
(ASLV) han sido identificados y clonados. (Balliet et al., J. Virol., 73(4), 3054-3061, 1999.) El receptor celular para el
virus de la hepatitis del raton (MHV) también se ha identificado y clonado. Un vector en el que se habia subclonado
el ADNc para el receptor de MHV se utilizé para la expresién del receptor de MHV en células que normalmente eran
resistentes a la infeccion por MHV (linea BHK de fibroblastos de hamster y la linea RD de células de
rabdomiosarcoma humano). Esto fue suficiente para permitir la infeccion de estas células con MHV (Dveksler et al.,
J. Virology, 65(12), 6881-6891, 1991).

También se ha informado de algunos esfuerzos para identificar un receptor del PRRSV. En un intento de identificar
el receptor PAM que puede determinar la susceptibilidad de los macrofagos al PRRSV, se produjeron dos
anticuerpos monoclonales (Mabs), 41 D3 y 41 D5, que bloquearon la infeccion por el PRRSV de PAM. (Duan et al.,
en Coronaviruses and Arteriviruses, editado por Enjuanes et al., Plenum Press, Nueva York, 81-87, 1998).

Con la ayuda de estos MAbs se intentd identificar las moléculas que se utilizan para la unién del virus en la
superficie de PAM.

Utilizando un kit de biotinilacion de proteinas, se marcaron todas las proteinas de membrana, y se
inmunoprecipitaron proteinas del lisado celular biotinilado utilizando los MAbs. Por lo tanto, una proteina marcada
con biotina con un peso molecular de aproximadamente 210 kDa podria visualizarse después de la
inmunoprecipitacion (Duan et al., J. Virol., 4520-4523, 1998); Nauwynck et al., Vte. Res. 31 (2000) 22-22).

Sin embargo, hasta ahora no se ha informado de una caracterizacion del receptor potencial para el PRRSV y su
papel real en el tropismo celular no se ha elucidado.

Como ya se explicd anteriormente, el PRRSV solo puede cultivarse actualmente en un numero limitado de lineas
celulares.
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Con fines de vacuna, seria conveniente que el virus pudiera cultivarse en otras células, ademas del nimero limitado
de lineas celulares disponibles en la actualidad para el cultivo del PRRSV. Solo cambiando el procedimiento de
produccion de las vacunas contra el PRRSV a ofras lineas celulares se puede mejorar la calidad, la cantidad y el
precio de las vacunas contra el PRRSV.

Por lo tanto, existe una necesidad de métodos de cultivo mas eficientes para el virus.

Si de hecho un receptor del PRRSV es el responsable de la especificidad celular Unica del virus, la expresion del
receptor en células que normalmente no son permisivas para el virus puede abrir rutas hacia formas mas eficientes
de cultivo del virus.

Los autores de la presente invencion han logrado aislar una proteina de las membranas de PAM que parece jugar
un papel crucial en la entrada del virus en la célula. Los autores de la presente invencién tuvieron éxito por primera
vez en identificar y aislar la proteina pura en cantidades suficientemente grandes como para que se analizara. Por
medio de un proceso Unico para la identificacion y el aislamiento de la proteina, los autores de la presente invencion
fueron, por lo tanto, los primeros en caracterizar la proteina y dilucidar la secuencia de aminoacidos de la proteina y
la secuencia génica correspondiente.

La secuencia de nucleétidos dilucidada que codifica la proteina, asi como la secuencia de aminoacidos de la
proteina, se compararon con secuencias almacenadas en bases de datos de secuencias.

Sorprendentemente, el supuesto receptor del PRRSV proporcionado por la presente invencion mostré una gran
cantidad de homologia con determinadas proteinas que pertenecen a la familia Siglec. La familia siglec es una
familia de lectinas tipo inmunglobulina (Ig) de unién al acido sialico.

El polipéptido identificado mostré un 69% de identidad en el nivel de aminoacidos y un 75% de identidad en el nivel
de acidos nucleicos con una proteina sialoadhesina de raton de 185 kDa y su correspondiente secuencia génica,
respectivamente (Codigo de Acceso a Genbank: Z36293, registro de proteina anotado SwissProt: Q62230) segun se
describe por Crocker et al., EMBO J., 13(19), 4490-4503, 1994. El polipéptido mostr6, ademas, un 78% de identidad
en el nivel de aminoacidos y un 82% de identidad en el nivel de acidos nucleicos con una proteina sialoadhesina
humana de 200 kDa y su correspondiente secuencia génica, respectivamente (Cdédigo de Acceso a Genbank:
AF230073), segun se describe por Hartnell A. et al., Blood, 97(1), 288-296, 2001.

Las secuencias se compararon con secuencias en las bases de datos utilizando un programa BLAST (BLASTF 2.1.2
[19 oct. 2000]) (Altschul, Stephen F., Thomas, L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang, Webb
Miller y David J. Lipman (1997) "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein database search
programs” Nucleic Acids Res. 25, 3389 - 3402). El programa se utilizo para buscar alineamientos de secuencias.

Las sialoadhesinas de ratén y humanas muestran aproximadamente un 72% de identidad en el nivel de aminoacidos
y aproximadamente un 77% de identidad en el nivel de acidos nucleicos, con la mayor identidad en la region
extracelular, que comprende 17 dominios de Ig en ambas especies. El patron de expresion de sialoadhesina
humana y sialoadhesina de ratdn es similar. Estan ausentes de monocitos y otros leucocitos de la sangre periférica,
pero se expresan fuertemente por los macrofagos tisulares en el bazo, los ganglios linfaticos, la médula ésea, el
higado, el colon y los pulmones.

La sialoadhesina humana (Sn) es una molécula de interaccion celular restringida a macréfagos, que probablemente
esté implicada en interacciones entre macrofagos y células hematopoyéticas en la médula 6sea y posiblemente
también en otras interacciones célula-célula.

La Sn humana es un miembro prototipico de la familia de moléculas de interaccion celular Siglec (lectina tipo Ig de
unioén a acido sialico) y se denominé Siglec-I.

Ademas de Sn, los miembros de la familia Siglec incluyen CD22 (Siglec-2) en células B, CD33 (Siglec-3) en células
mieloides inmaduras y monocitos, y glicoproteina asociada a mielina (MAG) (Siglec-4A) en células de Schwann y
oligodendrocitos, y Siglecs-5, -6, -7, -8 y -9 expresadas en diversos subconjuntos hemopoyéticos. Las funciones
bioldgicas de Sn son poco conocidas.

Basandose en su % de identidad con las sialoadhesinas de raton y humana mencionadas anteriormente, el
polipéptido identificado, que sirve como el receptor para el PRRSV en macréfagos alveolares porcinos, puede ser
una sialoadhesina (Sn) porcina.

La presente invencion, en un aspecto, proporciona un polinucleétido aislado que comprende una secuencia de
acidos nucleicos que codifica un polipéptido porcino que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al
menos un 90% de identidad en toda su longitud con una secuencia de aminoacidos tal como se representa en SEQ
ID NO: 2, o un fragmento funcional de dicho polipéptido de al menos 50 aminoacidos, que tiene las siguientes
caracteristicas:
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dicho polipéptido o fragmento de polipéptido, cuando se expresa en la superficie de una célula, es capaz de hacer
que la célula sea receptiva para el PRRSV,

dicho polipéptido tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 210 kD y
dicho polipéptido es reactivo con Mab 41 D3.

El hibridoma 41 D3 que produce este Mab esta depositado en la CNCM del Instituto Pasteur, Paris, Francia, bajo n°®
de acceso [-2719.

El polinucledtido de acuerdo con la invencion codifica un polipéptido que juega un papel crucial en la entrada del
PRRSYV en las células. Debido a que el polipéptido media en la entrada del virus en las células, se postula que es el
receptor del PRRSV de macrdéfagos alveolares porcinos.

De este modo, con la presente invencioén, se proporcionan polinucleétidos que codifican una proteina de tipo Sn, que
es un miembro de la superfamilia de moléculas de tipo inmunoglobulina con la propiedad de que facilita la entrada
del PRRSV en una célula.

El Mab 41 D3 reconoce especificamente el polipéptido identificado y bloquea la entrada de PRRSV en una célula.
No se observo tincién de inmunofluorescencia de membrana con el MAb 41 D3 en células mononucleares de la
sangre periférica porcina (PBMC), macrofagos peritoneales porcinos (PPM), ST (testiculos porcinos), SK (rifidn
porcino), PK-15 y células MARC-145. De estas células, solo se observé una leve tincion intracelular en algunas
PBMC y PPM.

El polipéptido identificado tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 210 kD. El peso molecular se
determiné en SDS-PAGE utilizando condiciones reductoras. El término "aproximadamente" debe interpretarse en el
sentido de que el peso molecular es superior a 200 kD (marcador mas cercano en el gel) y en el intervalo entre 205
y 225 kD.

La secuencia del polinucleétido, tal como fue dilucidada, por los autores de la presente invencién se representa en
SEQ ID NO: 1. La secuencia del polipéptido codificado por este polinucleétido se representa en SEQ ID NO: 2. La
informacion de secuencia, tal como se proporciona en esta memoria, no debe interpretarse de forma tan restrictiva
como para requerir la exclusion de bases erroneamente identificadas o variaciones que se producen de forma
natural de la secuencia de nucleétidos en la poblacién porcina.

Fragmentos de la secuencia de acidos nucleicos proporcionada que codifica un fragmento funcional del polipéptido
son asimismo parte de la presente invencion. Un fragmento funcional del polipéptido es un fragmento que al menos
representa la parte del polipéptido, que es esencial para que el polipéptido sea capaz de servir como un receptor
para el PRRSV, y puede cumplir esta funcion, por ejemplo, cuando se utiliza solo o fusionado a secuencias
heterdlogas.

Por lo tanto, tales polinucledtidos, que codifican fragmentos funcionales, pueden codificar polipéptidos que son
funcionales per se, o los fragmentos pueden ser funcionales cuando se unen a otros polipéptidos, para obtener
proteinas quiméricas.

Por ejemplo, un polinucleétido que codifica un fragmento funcional de este tipo del polipéptido se puede fusionar a
polinucledtidos que codifican regiones de transmembrana y/o secuencias sefal. Al crear tales proteinas quiméricas,
el sitio funcional puede transferirse a proteinas de la superficie celular mas abundantes, creando células con una
sensibilidad mas alta para el PRRSV. Alternativamente, para potenciar la sensibilidad de las células para el PRRSV,
pueden crearse dominios funcionales multiples en una sola molécula o pueden colocarse espaciadores de longitud
optima entre la region de transmembrana y el sitio de unién del PRRSV funcional.

Los polinucledtidos que codifican fragmentos de los polipéptidos completos, preferiblemente codifican fragmentos
que tienen al menos 50 aminoacidos, mas preferiblemente al menos 100 aminoacidos o al menos 200 aminoacidos
de longitud.

Los polinucleétidos de acuerdo con la invencién también abarcan aquellos polinucleétidos que codifican variantes
del polipéptido identificado. Con las variantes del polipéptido identificado, se quiere dar a entender que los
polipéptidos tienen una actividad de receptor del PRRSV y comprenden variaciones de la secuencia de aminoacidos
identificada, al tiempo que siguen manteniendo las caracteristicas funcionales, ya que todavia juegan un papel en la
entrada viral del PRRSV en las células. Por lo tanto, estas variantes son funcionalmente equivalentes a un
polipéptido con la secuencia de aminoacidos identificada. Estos polipéptidos no abarcan necesariamente la
secuencia de aminoacidos de longitud completa tal como se proporciona en esta memoria.

Las variaciones que pueden ocurrir en una secuencia de aminoacidos pueden demostrarse mediante una o mas
diferencias de aminoacidos en la secuencia global o mediante deleciones, sustituciones, inserciones, inversiones o
adiciones de uno o mas aminoacidos en dicha secuencia. Se han descrito sustituciones de aminoacidos que se
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espera que no alteren esencialmente las actividades bioldgicas e inmunoldgicas. Sustituciones de aminoacidos entre
aminoacidos relacionados o reemplazos que se han producido con frecuencia en la evoluciéon son, entre otros,
Ser/Ala, Ser/Gly, Asp/Gly, Asp/Asn, lle/Val (véase Dayhof, M.D., Atlas of protein sequence and structure, Nat.
Biomed. Res. Found., Washington D.C., 1978, volumen 5, supl. 3). Basandose en esta informacion, Lipman y
Pearson desarrollaron un método para la comparacion de proteinas rapida y sensible (Science, 1985 227, 1435-
1441) y determinaron la similitud funcional entre polipéptidos homologos. Resultara claro que los polinucleétidos que
codifican tales variantes son asimismo parte de la invencion.

Polinucledtidos como se definen con la presente invencion también incluyen polinucleétidos que tienen variaciones
en la secuencia de acido nucleico cuando se comparan con la secuencia de acido nucleico identificada o que tienen
sitios polimdrficos. Con polinucledtidos de "variantes" se entiende que difieren de la secuencia de acido nucleico
identificada, pero aun codifican un polipéptido que tiene la misma actividad de receptor de PRRSV que el polipéptido
identificado.

Las variantes pueden ser variantes naturales o no naturales. La variante que se produce de forma no natural se
puede introducir mediante mutagénesis. Las variantes naturales pueden ser variantes alélicas. Una variante alélica
es una de varias formas alternativas de un gen que ocupa un locus en un cromosoma de un organismo. A veces, un
gen se expresa en un determinado tejido como una variante de corte y empalme, dando como resultado un ARNm 5'
o 3' alterado o la inclusidon o exclusién de una o mas secuencias de exon. Se espera que todas estas secuencias, asi
como también las proteinas codificadas por estas secuencias, realicen las mismas funciones o funciones similares y
también formen parte de la invencion.

Una secuencia de ADNc aislada puede ser incompleta debido a la transcripcién incompleta a partir del ARNm
correspondiente, o pueden obtenerse clones que contienen fragmentos del ADNc completo. En la técnica se
conocen diversas técnicas para completar dichas secuencias de ADNc, tales como RACE (siglas inglesas de
amplificacion rapida de extremos de ADNCc).

Los polinucleétidos que tienen una secuencia de acidos nucleicos que es una variante de la secuencia de acidos
nucleicos identificada se pueden aislar mediante un método que comprende las etapas de: a) hibridar un ADN que
comprende toda o parte de la secuencia identificada tal como se refleja en SEQ ID NO: 1, en condiciones rigurosas
contra acidos nucleicos que son ADN (genémico) o ADNc aislado de células porcinas (preferiblemente PAMs) que
expresan altamente el polinucleétido de interés; y b) aislar dichos acidos nucleicos por métodos conocidos por una
persona experta en la técnica.

Las condiciones de hibridacion son preferiblemente muy rigurosas.

El término "riguroso" significa condiciones de lavado de 1 x SSC, SDS al 0,1% a una temperatura de 65 °C;
condiciones altamente rigurosas se refieren a una reduccion en SSC a 0,3 x SSC, mas preferiblemente a 0,1 x SSC.
Preferiblemente, los primeros dos lavados se llevan a cabo dos veces cada uno durante 15-30 minutos. Si existe la
necesidad de lavar bajo condiciones altamente rigurosas, se realiza un lavado adicional con 0,1 x SSC una vez
durante 15 minutos. La hibridacion se puede realizar, p. €j., durante la noche en tampén fosfato 0,5 M, pH 7,5/SDS
al 7% a 65 °C. Dichos métodos de hibridacion se describen en cualquier libro de texto estandar sobre clonacion
molecular, por ejemplo: Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 ed.; eds: Sambrook et al., CSHL press, 2001.

Como alternativa, el método de aislamiento podria comprender una metodologia de amplificacion de acido nucleico
utilizando cebadores y/o sondas derivados de la secuencia de acidos nucleicos proporcionada con la presente
invencion. Dichos cebadores y/o sondas son oligonucleétidos que tienen al menos 15 nucleétidos de longitud, los
oligonucledtidos preferidos tienen aproximadamente 25-50 nucleotidos.

Para testar si los polinucledtidos, cuya secuencia de acidos nucleicos representa una variante de la secuencia de
acidos nucleicos identificada, codifican polipéptidos que estan funcionalmente relacionados con la secuencia
identificada, se pueden utilizar métodos tales como los ejemplificados en los ejemplos. En el ejemplo 6 se describe
cémo se puede expresar una secuencia en células y como las células transfectadas posteriormente pueden testarse
para determinar su susceptibilidad frente a la infeccion por el PRRSV.

Por lo tanto, en un aspecto adicional, la presente invencién proporciona polinucleétidos que comprenden una
secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos que tiene
al menos un 90% de identidad con la secuencia de aminoacidos tal como se representa en SEQ ID NO: 2. Se
prefieren polinucledtidos que codifican polipéptidos que tienen al menos un 95% de identidad con SEQ ID NO: 2 y
mas preferidos son aquellos polinucleotidos que codifican poliproteinas que tienen al menos un 97% de identidad
con SEQ ID NO: 2, en donde aquellos que codifican proteinas que tienen al menos un 98 o 99% son mas preferidos.
Los mas preferidos son polinucleétidos que codifican el polipéptido de SEQ ID NO: 2. Debido a la degeneracion del
cbdigo genético, los polinucledtidos que codifican una secuencia de aminoacidos idéntica o sustancialmente idéntica
pueden utilizar diferentes codones especificos. Todos los polinucleétidos que codifican los polipéptidos segun se
definen arriba se consideran parte de la invencion.
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En particular, polinucleétidos preferidos de acuerdo con la invencién son polinucleétidos aislados que tienen al
menos un 90% de identidad con la secuencia de acidos nucleicos completa de SEQ ID NO: 1. Mas preferidos son
aquellos polinucledtidos que tienen al menos un 95% de identidad, y ain mas preferidos al menos 97,
preferiblemente 98% o 99% de identidad con la secuencia completa de SEQ ID NO: 1. Dichos polinucleétidos
incluyen polinucledtidos que comprenden la secuencia de acidos nucleicos representada en SEQ ID NO: 1. Un
polinucleétido que codifica un polipéptido con una secuencia tal como se representa en SEQ ID NO: 2 puede
comprender la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa en SEQ ID NO: 1. En una realizacién preferida
adicional de la invencién, el polinucleétido consiste en la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa en
SEQ ID NO: 1.

Los polinucledtidos de acuerdo con la invencién pueden ser ADN o ARN, preferiblemente ADN. EI ADN de acuerdo
con la invencién se puede obtener a partir de ADNc. Alternativamente, la secuencia codificante podria ser ADN
gendmico, o podria prepararse utilizando técnicas de sintesis de ADN. Si el polinucleétido es ADN, éste puede estar
en forma de cadena sencilla o de doble cadena. La cadena sencilla podria ser la cadena codificante o la cadena no
codificante (anti-sentido).

También se incluyen dentro de la definicion de polinucledtidos ARNs o ADNs modificados. Se pueden hacer
modificaciones en las bases del acido nucleico y se pueden incorporar bases tales como inosina. Otra modificacion
puede implicar, por ejemplo, modificaciones de la cadena principal.

Con "aislado" se quiere dar a entender que el polinucleétido se aisla del estado natural, es decir, se ha cambiado o
movido desde su entorno natural o ambos. La molécula esta separada y es discreta de todo el organismo con el que
se encuentra la molécula en la naturaleza.

"% de identidad" define la relacion entre dos o mas polinucledtidos o polipéptidos sobre la base de una comparacion
entre sus secuencias alineadas.

La identidad se puede calcular por métodos conocidos. Los porcentajes de identidad, tal como se menciona en esta
memoria, son los que se pueden calcular con el programa GAP, que se ejecuta bajo GCG (Genetics Computer
Group Inc., Madison WI).

Los parametros para la comparacion de la secuencia polipeptidica incluyen los siguientes:

Algoritmo: Needleman y Wunch, J.Mol.Biol., 48, 443-453, 1970.

Como una matriz de comparacion para los alineamientos de aminoacidos, se utiliza la matriz BLOSUM®62 (Hentikoff
y Hentikoff, P.N.A.S. USA, 89, 10915-10919, 1992) utilizando los siguientes parametros:

Penalizacién del hueco: 8

Penalizacion de longitud de hueco: 2

Sin penalizacién para los huecos finales.

Parametros para la comparacion de nucleétidos utilizados:
Algoritmo: Needleman y Wunch (supra).

Matriz de comparacion: coincide = +10, desajuste = 0.
Penalizacion del hueco: 50.

Penalizacion de longitud de hueco: 3.

El ADN de acuerdo con la invencion sera muy Uutil para la expresion in vivo o in vitro del polipéptido codificado en
cantidades suficientes y en forma sustancialmente pura. Cuando los polinucleétidos de acuerdo con la invencién se
utilizan para la expresion del polipéptido codificado, los polinucledtidos pueden incluir, ademas de la secuencia
codificante del polipéptido o fragmento funcional del mismo, otras secuencias codificantes, por ejemplo, secuencias
conductoras o porciones de fusion, tales como secuencias de marcador y similares.

Se puede emplear de manera util una amplia diversidad de combinaciones de células huésped y vehiculos de
clonacién en la clonacion de la secuencia de acidos nucleicos de acuerdo con la invencion. Un polinucleétido de
acuerdo con la invencién puede clonarse en un sistema de expresion apropiado, tal como un sistema de expresion
bacteriano (p. €j., Ecoli DH5a), un sistema de expresion viral (p. €j., Baculovirus), un sistema de levadura (p. €j., S.
Cerevisiae, Pichia) o células eucaridticas (p. €j., células Cos, BHK, MDCK, MDBK, HelLa, PK15). En todos los
sistemas, el polinucleétido se clona primero en un vector apropiado bajo el control de un promotor constitutivo o
inducible adecuado.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere, por lo tanto, a un vector recombinante que comprende un
polinucledétido de acuerdo con la invencion. Vectores adecuados son, por ejemplo, cosmidos, plasmidos bacterianos
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o de levadura, plasmidos de amplia gama de huéspedes y vectores derivados de combinaciones de plasmidos y
fagos o ADN de virus. Los vectores derivados de ADN cromosomico también estan incluidos. Ademas, puede estar
presente un origen de replicacion y/o un marcador de seleccion dominante en el vector de acuerdo con la invencion.
Los vectores de acuerdo con la invencién son adecuados para transformar una célula huésped. Ejemplos de
vectores de clonaciéon adecuados son vectores plasmidicos tales como pBR322, los diversos plasmidos pUC,
pEMBL y Bluescript.

Cuando se utiliza en la expresion del polipéptido o fragmentos funcionales del mismo, un vector recombinante de
acuerdo con la presente invencién, puede comprender, ademas, una secuencia de control de la expresion enlazada
operativamente a la secuencia de acidos nucleicos que codifica la proteina. Enlazada operativamente se refiere a
una disposicion en la que las secuencias de control estan configuradas con el fin de realizar su funcién habitual, al
efectuar la expresion del polinucleétido. Generalmente, dichas secuencias de control de la expresién comprenden
una secuencia promotora y secuencias que regulan la transcripcion y la traduccion y/o potencian los niveles de
expresion. No todas estas secuencias de control necesitan estar presentes en un vector recombinante, siempre que
el polinucledtido deseado sea capaz de transcribirse y traducirse. Por supuesto, el control de la expresion y otras
secuencias pueden variar dependiendo de la célula huésped seleccionada o pueden hacerse inducibles. Dichas
secuencias de control de la expresidon son bien conocidas en la técnica y se extienden a cualquier promotor
eucariota, procariota o viral o sefial de poli-A capaz de dirigir la transcripcion génica.

Ejemplos de promotores utiles son el promotor SV-40 (Science 222, 524-527, 1983), el promotor de metalotioneina
(Nature, 296, 39-42, 1982), el promotor de choque térmico (Voellmy et al., P.N.A.S. USA, 82, 4949-4953, 1985), el
promotor gX del PRV (Mettenleiter y Rauh, J. Virol. Methods, 30, 55-66, 1990), el promotor IE humano del CMV
(documento US 5.168.062), el promotor LTR del virus del sarcoma Rous (Gorman et al., PNAS, 79, 6777-6781,
1982) o factor de elongacion humano 1 alfa o promotor de ubiquitina, etc.

Después de que el polinucleétido se haya clonado en un vector apropiado, la construcciéon puede transferirse a la
célula, a las bacterias o a la levadura sola por medio de un método apropiado, tal como electroporacion, transfeccion
con CaCl2 o lipofectinas. Cuando se utiliza un sistema de expresion de baculovirus, el vector de transferencia que
contiene el polinucledtido puede transfectarse junto con un genoma de baculo completo.

Un virus recombinante, que comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencién, es asimismo parte de la
presente invencion.

Todas estas técnicas son bien conocidas en la técnica y se describen ampliamente en protocolos proporcionados
por fabricantes de materiales biolégicos moleculares (tales como Promega, Stratagene, Clonetech y/o Invitrogen) y
en la bibliografia o libros de texto de referencia, por ejemplo en Rodriguez, R.L. y D.T. Denhadt, edit., Vectors: A
survey of molecular cloning vectors and their, Butterworths, 1988; Current protocols in Molecular Biology, eds.: F.M.
Ausbel et al., Wiley N.Y., 1995; Molecular Cloning: a laboratory manual, 32 ed.; eds: Sambrook et al., CSHL press,
2001 y DNA Cloning, Vol. 1-4, 22 edicion 1995, eds.: Glover y Hames, Oxford University Press).

Las células transformadas con un polinucleétido o un vector de acuerdo con la invencién son asimismo parte de la
presente invencion. Por lo tanto, en otro aspecto, la presente invencién proporciona una célula capaz de expresar un
polipéptido recombinante, caracterizada porque la célula comprende un polinucleétido de acuerdo con la invencién
que codifica el polipéptido recombinante expresado. El término "recombinante" en este contexto se refiere a un
polipéptido que no se expresa en la célula en la naturaleza. Si la célula huésped es de origen porcino, la secuencia
de polinucledtidos puede estar presente en el material gendmico de la célula, pero no se expresa en el tipo particular
de célula porcina en un cerdo. Por lo tanto, una célula huésped que comprende el ADN o el vector de expresion de
acuerdo con la invencién también esta dentro del alcance de la invencion. Las células huésped modificadas
genéticamente se pueden cultivar en medios nutrientes convencionales que pueden modificarse, p. €j., para la
seleccion, amplificacion o induccién de la transcripcidn apropiadas. Las condiciones de cultivo tales como
temperatura, pH, nutrientes, etc., son bien conocidas por los expertos ordinarios en la técnica.

Las células que se transforman con un vector de acuerdo con la invenciéon pueden ser de origen porcino o no
porcino. Las células que son de origen porcino pueden ser células PK 15, células SK o células ST. Las células de
origen no porcino que pueden transformarse para expresar un polipéptido de acuerdo con la invencién son, por
ejemplo, células MDCK, células BHK, células MDBK, células de insectos, células HelLa o células COS.

Una célula transformada de acuerdo con la invencién puede comprender un polinucleétido de acuerdo con la
invencion integrado de manera estable en el material gendmico o como parte de un vector de replicacion autébnoma.

Un cultivo celular que comprende una multitud de células de acuerdo con la invencién es asimismo parte de la
presente invencion. En una realizacién preferida, dicho cultivo celular esta infectado con un PRRSV. El PRRSV
puede ser un virus de tipo salvaje o un virus atenuado. Este Ultimo es particularmente adecuado para la preparacion
de vacunas. Las células de acuerdo con la invencién se pueden utilizar para expresar el polipéptido y el polipéptido
se puede aislar del cultivo celular.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 687 029 T3

En otro aspecto, la presente invencién proporciona, por lo tanto, un método para producir un polipéptido que, cuando
se expresa en la superficie de una célula, es capaz de hacer que la célula sea receptiva al PRRSV, tiene un peso
molecular aparente de aproximadamente 210 kD y es reactivo con MAB 41 D3, que comprende las etapas de:

- cultivar una célula de acuerdo con la invencion, y
- aislar material que contiene polipéptido del cultivo celular.

Células preferidas de acuerdo con la invencion son células que presentan el polipéptido en su superficie. Dado que
el polipéptido juega un papel en la entrada del PRRSV en las células, las células que son capaces de expresar un
polipéptido de acuerdo con la invencion en su superficie se vuelven accesibles al virus PRRSV. Por lo tanto, la
presente invencién permite la infeccion con PRRSV de células que normalmente no son receptivas para el PRRSV.
De esta manera, se proporcionan nuevas rutas para cultivar el PRRSV.

La presente invencién proporciona, por lo tanto, un método para producir PRRSV, en el que un cultivo celular que
comprende células de acuerdo con la invencion se infecta con un PRRSV vy se cultiva, después de lo cual el virus se
puede recoger del cultivo celular. Mientras que el virus, debido a su tropismo celular limitado, podria cultivarse
solamente en células muy especificas, con la presente invencién estan disponibles nuevas rutas de cultivo del virus.
Con la presente invencioén, es posible ahora desarrollar PRRSV en células que se pueden cultivar en medios libres
de compuestos animales, una caracteristica que mejora la calidad de los productos basados en el virus cultivado,
por ejemplo vacuna. También las células que pueden crecer en suspension pueden ahora hacerse susceptibles al
PRRSV, lo que facilita un procedimiento de produccién mas o6ptimo en los fermentadores. Las células pueden
hacerse mas receptivas para el virus y pueden seleccionarse para titulos de produccion de PRRSV mas altos. Una
vez que el virus ha crecido a titulos elevados, puede procesarse segun el uso previsto por medios conocidos en la
técnica. Por ejemplo, los fluidos virales pueden inactivarse, por ejemplo con, p. €j., formalina, BPL, BEA o irradiacion
gamma, para su uso en vacunas. En la alternativa, la cepa viral utilizada en la infeccién puede ser una cepa
atenuada para su uso en la produccién de vacunas vivas atenuadas. Las vacunas se pueden formular por medios
conocidos en la técnica. Habitualmente, esto puede implicar la adicién de un adyuvante y/o un soporte adecuado.

Las lineas celulares que se han vuelto mas susceptibles al virus se pueden utilizar en los tests de deteccién de virus,
mientras que, con los métodos de la técnica anterior, se necesitan PAMs. Las células PAMs son células primarias no
crecientes que deben ser recogidas de cerdos. Se evita el tedioso proceso de recogida de PAMs y se puede obtener
una mayor sensibilidad en dichos sistemas celulares.

Cuando se utilizan células porcinas, estas células pueden transformarse, al igual que otros tipos de células, con un
vector que comprende la informacion genética para el polipéptido. Sin embargo, las células porcinas tienen, en su
material genémico, ya la secuencia de ADN gendmico correspondiente al acido nucleico de la presente invencion.
Pero el gen no se expresa en todas las células porcinas, ya que esta en los macroéfagos alveolares porcinos. Con la
presente invencion, el gen, en forma aislada, y su secuencia, se han elucidado. Ahora que esta disponible esta
informacion, proporcionada con la presente invencion, también se han puesto a disposicion otras rutas (ademas de
la transformacion de la célula con un vector que contiene el gen) para la expresion del gen en células porcinas. La
expresion del gen en células porcinas también se puede lograr "conectando" la expresion del gen ya presente en
células porcinas. Con la presente informacion, se proporciona la secuencia del gen y se puede insertar un promotor
de eleccion delante del coddén de inicio mediante recombinaciéon homologa, seguida de la seleccion de las células
que expresan el gen del receptor. Este promotor puede ser un promotor constitutivo de mamifero (p. €j., HCMV,
SV40 LTR) o un promotor inducible (p. €j., sistema Tet).

Las células que expresan el polipéptido en su superficie también se pueden utilizar en un ensayo de exploracion
utilizado en el rastreo de bancos de compuestos para compuestos que se unen especificamente al polipéptido. Dado
que el polipéptido juega un papel en la entrada de PRRSV en las células, compuestos de este tipo se pueden utilizar
en el tratamiento o la prevencién de una infeccién por el PRRSV.

Compuestos que pueden identificarse con el método de exploraciéon de la invencion pueden derivarse de una
diversidad de fuentes que incluyen bancos de compuestos quimicos o mezclas de compuestos (naturales). El
método de exploracion puede implicar medir la unién de un compuesto candidato al polipéptido, o a células o
membranas que portan el polipéptido, o a una proteina de fusiéon que porta solamente el dominio de unién del
polipéptido de longitud completa. La unién puede medirse directa o indirectamente. La union puede medirse
directamente, por ejemplo, por medio de una etiqueta asociada con el compuesto. La unién también puede medirse
indirectamente. Por ejemplo, medir indirectamente la unién de un compuesto candidato puede implicar competencia
con un competidor (etiquetado). La medicién de la unidon de un compuesto candidato puede, por ejemplo,
determinarse también en un ensayo basado en células, en el que se puede determinar si un compuesto candidato es
capaz de bloquear el virus PRRSV para que no entre en una célula. En ese caso, se puede determinar si, en
presencia del compuesto, las células pueden seguir siendo infestadas con el PRRSV.

Métodos para tratar o prevenir una infeccion por el PRRSV en cerdos inhibiendo la unién del virus PRRSV se
pueden lograr administrando un inhibidor del polipéptido, que bloqueara la entrada del virus a las células. Un
inhibidor de este tipo puede ser un compuesto quimico, que puede ser (un derivado de) un compuesto identificado
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con un método de exploracion. Un inhibidor de este tipo puede ser asimismo otra molécula capaz de unirse al
polipéptido, p. €j., un anticuerpo o fragmento de anticuerpo.

Otro método para inhibir la captacién de virus es cubriendo el virus mediante receptores solubles. De esta forma, se
bloqueara lo adjunto y la posterior entrada del virus en las células. Por lo tanto, el uso del polipéptido en la
fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de la infeccién por el PRRSV en cerdos también
forma parte de la presente invencion.

La composicién utilizada para administrar el inhibidor debe formularse con un soporte farmacéuticamente aceptable,
adaptado a la via de administracion elegida.

FIGURAS:

Figura 1. Expresion de p210 en células PK-15 recombinantes transfectadas de manera estable con el plasmido
pcDNAS3.1D/V5-His-TOPO que contiene el ADNc de p210 (clon 80.2). Se realiz6 una tincién de inmunofluorescencia
indirecta utilizando el MAb 41 D3 (dirigido contra p210) e Ig anti-ratdon de suero de cabra marcada con FITC en
células fijadas con metanol (A) o no fijadas (B). Los macrofagos alveolares porcinos fijados con metanol se tifieron
usando el mismo protocolo y se incluyeron como un control positivo (C).

Figura 2. Co-localizacion de la nucleocapside de PRRSV y p210 en células PK-15 recombinantes que expresan
p210 e infectadas con el virus Lelystad. Una tincion doble de inmunofluorescencia indirecta utilizando el MAb A27
(dirigido contra la nucleocapside de PRRSV) e Ig anti-ratén en suero de cabra marcada con FITC seguido de tincion
con el MAb 41 D3 biotinilado (dirigido contra p210) y estreptavidina marcada con rojo de Texas se realiz6 con
células fijadas en metanol. La imagen (A) muestra la sefial de FITC, la imagen (B) muestra la sefial de rojo Texas y
la imagen (3), obtenida mediante la fusiéon de (A) y (B) da una sefial amarilla cuando (A) y (B) se localizan
conjuntamente.

Figura 3: Secuencia de acidos nucleicos gendmicos (exones) identificada del gen p210 y la secuencia de
aminodcidos codificada.

Figura 4: Secuencia de acidos nucleicos de ADNc identificada de un clon que expresa un receptor de PRRSV p210
funcional y la secuencia de aminoacidos codificada.

EJEMPLOS:

Ejemplo 1: identificacion del receptor de PRRSV

1) Produccién de anticuerpos monoclonales:

Para identificar el receptor que puede determinar el tropismo macrofago del PRRSV, se produjo un anticuerpo
monoclonal (41 D3). Este Mab bloqueé completamente la infeccion de PAM por el PRRSV (Duan et al., J. Virol, 72,
4520-4523, 1998; Duan et al., Adv.Exp. Med.Biol., 440, 81-88, 1998). El Mab 41 D3 redujo la unién del PRRSV a
PAM e inmunoprecipité una proteina de 210 kDa de PAM. Esta proteina se detecté en la membrana celular de PAM
mediante citometria de flujo y microscopia de fluorescencia. La tincion de fluorescencia estaba ausente en las
membranas de células no permisivas para el PRRSV, que incluyen PBMC, macréfagos peritoneales porcinos,
células ST, SK y PK15. Las células de una linea celular permisiva para el PRRSV, MARC-145 también se tifieron
negativamente con Mab 41 D3.

Ejemplo 2: Purificacién de p210

MATERIALES Y METODOS:
1) Purificacion de la membrana de PAM

Se obtuvieron PAM de cerdos Landrace belgas convencionales de 4 a 6 semanas de edad de una piara negativa al
PRRSYV de acuerdo con el método previamente descrito por Wensvoort et al. (VetQ., 13, 121-130, 1991).

PAM se mantuvieron en medio RPMI complementado con suero bovino fetal al 10%, 1% de
penicilina/estreptomicina, y 1% de kanamicina. Veinticuatro horas después de la siembra a una densidad de 50x106
células/175 cm2, medio reciente complementado con 50 U/ml de interferén a porcino recombinante (rPo IFN-af1,
Lefevre et al., J.Gen.Virol.,, 71, 1057-1063, 1990) y PAM se mantuvieron en este medio durante 48-72 horas
adicionales. PAM no adherentes se recogieron en medio por centrifugacion a baja velocidad y PAM adherentes se
desalojaron en PBS mediante agitacion manual. Las células se agruparon, se lavaron tres veces con PBS y se
recogieron por centrifugacion (7 min 700 g 4°C). El sedimento celular se resuspendié en tampén A (Tris-HCI 10 mM
pH 7,4, céctel de inhibidor de proteasa Complete™ (Boehringer)) y se lisé utilizando un homogeneizador Douncer
B1. Los nucleos de las células se sedimentaron por centrifugacion (10 min 800 g 4°C) y el sobrenadante se
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centrifugd adicionalmente (1 h 100.000 g 4°C) para sedimentar la fraccion de membrana. Esta fraccion se
resuspendid posteriormente en sacarosa al 70% en tampén A y se sometié a un gradiente por etapas de sacarosa
del 60%-30%)-0% (1 h 100.000 g 4°C). La interfase de 60-30% se recogid, se diluyé 3 veces en tampon Ay se
sedimento por centrifugacion (1 h 100.000 g 4°C). La fraccion de membrana purificada correspondiente a 3x175 cm2
de PAM se resuspendié en 1 ml de tampdn A y se congel6 a -70°C.

2) Purificacion de p210 mediante inmunoprecipitacion y SDS-PAGE.

La proteina Sepharose-G (100 microlitros, Pharmacia) se incubd durante 1 h a 20°C con 20 pl de suero policlonal
anti-ratéon de conejo (Dako), se lavé con PBS y se incub6é adicionalmente durante 1 h a 20°C con 20 ul de MAb 41
D3. Después de lavar con PBS, se anadieron 400 pl de fraccion de membrana solubilizada y se incubaron durante
16 h a 4°C. La fraccion de membrana solubilizada se obtuvo tratando la fraccién de membrana purificada de PAM
con Triton X-100 al 0,1% en Tris-HCI 25 mM pH 7,4 durante 1 h a 37°C y centrifugando (30 min, 13000 g, 4°C) para
obtener productos no solubilizados en el sedimento. Los inmunocomplejos se lavaron cuatro veces con PBS-
Tween20 al 0,1% y una vez con agua. Para permitir la recuperacion eficiente de p210 y permitir que su
concentracion posterior proporcione un volumen final compatible con SDS-PAGE, se anadié un tampdén Laemmli
modificado (Tris-HCI 15,5 mM pH 6,8, SDS al 1%, 2-mercaptoetanol al 1,25%) a los inmunocomplejos antes de
hervir durante 3 min. Después de centrifugar durante 1 min a 13000 g, el sobrenadante se concentré6 8 veces
utilizando una centrifuga de vacio (Jouan RC 10.10), se afadio glicerol al 10%, y las proteinas se separaron
mediante SDS-PAGE utilizando gel de acrilamida al 7% y condiciones reductoras. La banda de 210 kDa
correspondié a p210. Tres preparaciones de p210 purificadas a partir de 8x175 cm2 de PAM (correspondientes
aproximadamente a la cantidad de PAM extraida de un cerdo) se agruparon y se analizaron mediante
espectrometria de masas.

RESULTADOS:

Se observé que el tratamiento de PAM durante 72 h con interferén porcino dio como resultado una expresiéon en
superficie aumentada de p210 en un factor de 4 aproximadamente, segin se determind mediante analisis FACS
utilizando MAb 41 D3. Se encontré que MAb41D3 es dependiente de la conformacion, porque no se produjo el
reconocimiento de p210 en la transferencia Western en condiciones reductoras. Se encontraron muchas dificultades
con respecto al reconocimiento del antigeno por MAb 41 D3 después de la solubilizacion del detergente. En
consecuencia, las condiciones de solubilizacién e inmunoprecipitaciéon que permiten una recuperacion eficiente de
p210 se determinaron empiricamente. El tipo de detergente (idnico, no idnico), su concentracion, la temperatura de
incubacion, el tampoén de solubilizacién fueron parametros criticos que afectan el reconocimiento de p210 por MAb
41 D3. Otro problema critico fue provocado por la migracién de los anticuerpos en el gel, en condiciones no
reductoras, justo debajo de p210, evitando una separacion eficiente. Después de marcar p210 (véase mas adelante)
e inmunoprecipitacién con MAb 41 D3, los autores de la invencién pudieron determinar el peso molecular aparente
de la glucoproteina reducida y utilizar condiciones reductoras para separarlo de las moléculas de anticuerpo
reducidas. Utilizando las condiciones descritas, pudieron purificar 2-4 pmoles de p210 que fueron necesarios para
realizar la secuenciacion interna.

Ejemplo 3: Andlisis de la secuencia de proteinas.

Se realizo la digestion triptica en gel durante la noche en la banda de proteina de 210 kDa escindida en presencia de
urea 2M, Tris-HCI 0,1 M pH 8,2. Los péptidos resultantes se extrajeron y se prepararon para cargarlos en una
columna corta de fase inversa (1 mm D.l. x 100 mm - C18) en un sistema de fase mévil de TFA agua/acetonitrilo al
0,1% (v/v). Los péptidos eluidos se recogieron automaticamente en 18 fracciones de 50 ul. Se tomaron partes
alicuotas de 0,5 ul de cada una de las fracciones y se mezclaron con 0,5 ul de solucién de matriz (una relacion de
acido ciano-4-hidroxi cinamico/2,5-dimetilbenzoico "A en peso) y se analizaron por el modo reflectrén. Los péptidos
se pudieron detectar solo en las fracciones 16 y 17. La espectrometria de masas Maldi-Tof revel6 en la fraccion 16
péptidos con masas moleculares monoisotépicas de 956,1 Da, 1676,34 Da, 1853,51 Da, 1870,57 Da y en la fraccion
17, 1790,47 Da, respectivamente. Se agruparon las fracciones 7 a 14 y las fracciones 15, 17 y 18. Las fracciones
agrupadas y la fraccion 16 se liofilizaron. La cromatografia capilar se realizé en una columna de fase inversa
PepMap C18 (0,3 mm D.I. x 250 mm) en un sistema de fase movil de agua acido férmico/acetonitrilo al 0,05% (v/v) a
un caudal de aproximadamente 3 microlitros/min. Los péptidos eluidos se recogieron manualmente en fracciones de
2 a 5 microlitros. Se cargaron partes alicuotas de picos relevantes en agujas recubiertas de oro y se sometieron a
nanoproyeccion ESI-TOF-MS. Los iones mas intensivos fueron seleccionados para la fragmentacion.

RESULTADOS:

Se determind la secuencia de aminoacidos de 7 péptidos (Tabla 1). Después de busquedas en bases de datos de
proteinas (BLAST 2.0.9., Altschul et al., Nucleic Acids Res., 25, 3389-3402, 1997) con la secuencia de aminoacidos
de estos péptidos, las identidades de secuencia que varian desde 75% a 91% a sialoadhesina de raton (Crocker et
al., EMBO J., 13, 4490-4503, 1994) se encontraron con los péptidos 1-5. No se observé homologia significativa con
ninguna proteina para los péptidos 6 y 7. Claramente, p210 es el ortélogo porcino de la sialoadhesina de raton.
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Tabla 1: Secuencia de los péptidos derivados de p210 y comparacion con sialoadhesina de raton.

Péptido |Secuencia de los péptidos de Secuencia deducida de Secuencia de sialoadhesina de
p210 ADN ratén

PEP1 FSWYR FSWYL FSWYL

PEP2 |PPAQLQLIHR PPAQLRLLHG PPAQLQLFHR

PEP3 |ASSTAASVP ASSTAASVP ASSTEASVP

PEP4 |WLQEGSAASLSF WLQEGSAASLSF WLQEGPASSLQF

PEP5 |DAVLBSFWDSR DAVLSSFWDSR DAVLSSFRDSR

PEP6 |ALLLGQVEQR ALLLGQVEQR /

PEP7 | QATLTTIMOSGLGR QATLTTLMDSGLGR /

Ejemplo 4: Caracterizacion bioguimica de p210.

MATERIALES Y METODOS

Para caracterizar p210, las proteinas de superficie de 7 x 106 células PAM se marcaron por biotinilacion utilizando el
protocolo recomendado (protocolo D 2, mddulo de biotinilacion de proteina ECL, RPN2202, Amersham). El
sedimento celular se lisé6 en 100 pl de Tris 25 mM pH 7,4, Triton-X-100 al 0,1% y coctel de inhibidor de proteasa
Complete™ durante 1 h a 37°C. Después de la centrifugacion (30 min, 13000 g, 4°C), se afadieron 30 ul de
sobrenadante a 20 yl de proteina G-sefarosa preincubados con 2 pl de Mab 41 D3 y se incubaron durante 2 h a
20°C. Los inmunocomplejos se lavaron cuatro veces con PBS-Tween20 al 0,1% y una vez con agua.
Posteriormente, se realizaron tratamientos con endoglicosidasas H y F, neuraminidasa, O-glicosidasa (Boehringer) y
heparinasa | (Sigma). Se realizaron tratamientos con EndoF (16 h a 37°C) después de la desnaturalizacion utilizando
el kit de desglucosilacion endoF (Boehringer, n® de cat. 1836552) y 2,5-4 U de endoF (Boehringer, n° de cat. 1 365
169) o sin pre-desnaturalizcion, en PBS. El tratamiento con endoH (16 h a 37°C) se realizé en NaAc 50 mM pH 5,5,
SDS al 0,02%, 2-mercaptoetanol 0,1M y 10mU de endoH (Boehringer 1088726). El tratamiento con neuraminidasa
(16 h a 37°C) en NaAc 50 mM, pH 5,5, CaCl2 4 mM, BSA 100 pg/ml, neuraminidasa 2mU (Boehringer 1080725),
seguido de incubacion de 2mU de O-glucosidasa (Boehringer 1347101) en PBS durante 16 h a 37°C. También se
realizd una digestion combinada de endoglicosidasas utilizando endoF (2,5U), neuraminidasa (2mU) y O-
glucosidasa (2mU) en PBS durante 16 h a 37°C. La digestion con heparinasa | (Sigma H2519) se realiz6 a 37°C
durante 16 h en PBS utilizando 5 U de la enzima, como en Keil et al., 1996, J. Virol. 70, 3032-3038. La transferencia
Western se llevo a cabo segun lo recomendado (Amersham), excepto que la etapa de deteccion se realizo utilizando
reactivo DAB (Sigma) (Sambrook J. et al., Molecular Cloning: a Laboratory manual, 22 ed. Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989).

RESULTADOS:

MAb 41 D3 no se pudo unir a p210 en una transferencia Western en condiciones reductoras. Por lo tanto, los
autores de la invencion marcaron p210 con biotina, y después de la inmunoprecipitacion con MAb 41 D3, se realizo
un experimento de transferencia Western utilizando estreptavidina conjugada con peroxidasa de rabano picante. Se
realizaron diferentes tratamientos en p210 inmunoprecipitado, marcado con biotina.

1) migracion en condiciones reductoras y no reductoras:

En presencia de 2-mercaptoetanol, el p210 biotinilado migré como una unica banda de 220 kDa. En condiciones no
reductoras, se observé una banda difusa principal que migra como una proteina de 180 kDa junto con una banda
menor de peso molecular aparente mucho mas alto. Como no se pudieron detectar otras proteinas, los autores de la
invencion sugirieron que p210 se produjo como un multimero (banda menor, probablemente un dimero) y un
monoémero (banda principal) que se enlazaron mediante puentes disulfuro intermoleculares, dando como resultado
una unica banda después de la reduccion. Ademas, los datos también sugieren la presencia de puentes disulfuro
intramoleculares, ya que la proteina reducida migré mucho mas lentamente que el monémero no reducido.

2) Tratamiento con endoglicosidasa H, F y heparinasa |

Para analizar la glicosilacion de p210, los autores de la invencién trataron la proteina inmunoprecipitada con
endoglicosidasas H (endoH) o F (endoF). La falta de sensibilidad a endoH sugirid6 que p210 no contenia glicanos
hibridos o de manosa alta y que los n-glicanos presentes en p210 eran del tipo complejo. Se observd un
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desplazamiento importante de aproximadamente 30 kDa en presencia de endoF, produciendo una proteina de 180
kDa en condiciones reductoras. En condiciones no reductoras, observaron un desplazamiento en el peso molecular
tanto del dimero como del monémero, dando como resultado la aparicion de dos bandas de alta movilidad. Estos
resultados indicaron que p210 estaba muy modificado con glucanos enlazados a N y proporcionaban una indicacion
adicional de que el dimero era un complejo de p210.

Debido a que se demostré que la unidon de PRRSV a células MARC se inhibié cuando estas células se trataron con
heparinasa I, también se evalud la sensibilidad a la heparinasa | de p210. No se observé desplazamiento en SDS-
PAGE, lo que indica la ausencia de restos tipo heparina sensibles a heparinasa | en p210.

3) Tratamiento con O-glicosidasa y Neuraminidasa

p210 inmunoprecipitado se traté con Neuraminidasa para detectar la presencia de residuos de acido sialico. No se
observo desplazamiento en SDS-PAGE, lo que indica la falta de cantidades importantes de residuos de acido sialico
en p210. Ademas, el tratamiento posterior con O-glicosidasa no dio como resultado un desplazamiento del peso
molecular aparente, lo que indica la falta de O-glicanos sensibles a la escision por O-glicosidasa en p210.

Ejemplo 5: Clonacién y secuenciacién del ADNc de p210.

El ADN se preparé a partir de sangre entera de cerdo tal como se describe en Innis et al. (en PCR protocols. A guide
to methods and applications., Academic Press Inc., Harcourt Brace Jovanovich, Publishers, 1990) y sirvi6 como
objetivo inicial para experimentos de PCR utilizando oligonucleétidos no degenerados basados en los péptidos 3 y 4.
Los cédigos del nucleotido degenerado en los cebadores se eligieron de forma similar a la secuencia de nucleétidos
correspondientes a los péptidos p210 en ratéon (niumero de acceso: EMBL Z36293) o en ser humano (nimero de
acceso: EMBL AL 109804). Dos cebadores derivados de raton (directo 5 TCCTCAACTGCAGCCTCTGT e inverso 3'
AGTGAGGCAGCCGTTCCCTC) amplificaron un fragmento de 340 nt correspondiente al extremo del exén 14, un
intron, y el exén 15 del gen de sialoadhesina de raton.

Oligonucledtidos porcinos especificos se derivaron de esta primera secuencia y se utilizaron para rastrear un banco
de BAG de cerdo (Rogel-Gaillard et al., Cytogenet Cell genet., 85, 205-211, 1999) mediante PCR. Se pudo
seleccionar un clon (BAC634C10) y se utilizd para un analisis adicional de la secuencia del gen p210 de cerdo.
Utilizando técnicas estandares, se obtuvo informacion de la secuencia del exén 4 al 18 del gen p210.

Para determinar la secuencia de los exones 1-4 y los exones 18-21 se realizé6 una RACE 5'y 3' utilizando ARN de
macrofago alveolar de cerdo total de acuerdo con las instrucciones del fabricante (GibcoBRL, protocolos RACE para
ADNCc rico en GC).

Para el 5' RACE se sintetizd el ADNc de la primera cadena utilizando un cebador inverso derivado del exon4 (5'
TCTGGTCTTTGAGCTTCGTC 3') y TdT con cola de dCTP. La sintesis de la segunda cadena se realiz6 utilizando el
cebador de anclaje abreviado 5-RACE suministrado y un cebador anidado derivado del exon4 (5'
ACCTGAGGGTTGCTGCTATT 3'). Se realizé una PCR semianidada utilizando el cebador de amplificacion universal
abreviado (AUAP) suministrado y un cebador anidado derivado también del exén 4 (5 'cacctggcagctgagggtgaccagatc
3").

Para el 3' RACE se utilizé el cebador adaptador suministrado para preparar el ADNc de la primera cadena y un
cebador directo derivado del exén 18 (5' GACGCCCACCATGACTGIIIIG 3') junto con el cebador AUAP suministrado
para la PCR semianidada.

La secuencia de ADN completa de los exones correspondientes a la secuencia codificante de p210 se ensamblé a
partir de los datos de PCR, RT-PCR, 5'RACE y 3'RACE (Figura 3 y SEQ ID 1-2).

Para la secuenciacion del ADNc de p210 y la clonacién en un vector de expresion eucariético, se aisldé en primer
lugar el ARN total de los macrofagos.

Para aislar el ARN total y para obtener cantidades 6ptimas del ARN que codifica p210, se lisaron 5x107 macréfagos
directamente en el recipiente de cultivo y se extrajo el ARN utilizando el kit Rneasy (Quiagen). La primera cadena se
hizo utilizando RNasa H-Transcriptasa inversa Superscript 1l (GibcoBRL) y nonameros aleatorios 2,5 yM (Sigma)
siguiendo las instrucciones del fabricante (GibcoBRL). Para la PCR, se mezclaron 0,4 uM de cebador directo 5'
CACCATGGACTTCCTGCTCCTGCTCCTC 3'y 0,4 uM de cebador inverso 5' CTTGGGGTTTGAAGCTAGGTCATAA
3' con 200 pM de cada ANTP, 1 U de ThermalAce DNA polimerasa y tampén de reaccion ThermalAce (Invitrogen). El
ciclo térmico se realiz6 de la siguiente manera: 3 min a 95°C y luego 30 ciclos de {20 s a 95°C, 30 s a 65°C y 5,3 min
a 74°C} y finalmente 10 min a 74°C. Utilizando estos parametros, se amplificé el ADNc de p210 total de 5,2 kb. El
ADN amplificado se purificd a partir de un gel de agarosa (GeneClean) y TOPO se clond en el vector de expresion
eucariético (Invitrogen) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la transformacion (cepa TOP10
de E. coli, Invitrogen), se seleccionaron 9 colonias para la presencia del gen clonado en la orientacion esperada. En
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este vector, la secuencia codificante se expresa como una proteina sin fusiéon del promotor de CMV. Finalmente, se
secuencio el clon que producia un gen p210 funcional y se determiné la secuencia de ADNc del gen p210 (Figura 4).

Ejemplo 6: Transfeccion de células PK-15 vy detecciéon de la expresion del receptor p210 de PRRSV vy cultivo de
PRRSV.

Se transfectaron células PK-15 al 50% de confluencia con plasmido pcDNA3.1D/V5-His-TOPO purificado que
contenia el ADNc de p210 utilizando la técnica de fosfato de calcio (kit de transfeccion CellPhect, Pharmacia). Las
células transfectadas se tripsinizaron 72 h después de la transfeccion y se cultivaron en presencia de 1 mg/ml de
geneticina (GibcoBRL). Diez dias después de la adicidn de la geneticina, se aislaron colonias de células resistentes
a la geneticina utilizando papeles de filtro 3MM estériles empapados en tripsina. Después del cultivo de estas
colonias durante 2 semanas adicionales en presencia de geneticina, se verificd la expresion de p210 recombinante.

Para verificar la expresion de p210, las células se fijaron con metanol durante 10 min a 4°C, se rehidrataron en PBS
y se incubaron durante 1 h a 37°C con MAb p210 (ascitis diluida 1/300 en PBS suplementado con suero de cabra
descomplementado al 10%). Después de lavar con PBS, las células se incubaron durante 1 h a 37°C con una Ig
anti-ratén en suero de cabra marcado con FITC (Molecular Probes) diluido 1/100 en PBS complementado con suero
de cabra descomplementado al 10%. Después de lavar con PBS y agua, las células se secaron y se observaron
bajo un microscopio de fluorescencia.

Se detectd una tincidn positiva de grupos de células en monocapas derivadas de las transfecciones realizadas con 3
de los 9 plasmidos seleccionados.

Para evaluar la expresion superficial de p210, se utilizd el mismo protocolo de tincién que el descrito anteriormente,
excepto que las células no se fijaron, el PBS se reemplazo por medio de cultivo (MEM sin aditivos), se afiadié azida
sodica al 0,1% a los anticuerpos y se realizaron etapas de incubacion a 4°C para bloquear la endocitosis de
anticuerpos. De los 9 plasmidos utilizados, solo 1 mostré expresion en superficie de p210 en grupos de células.

Para verificar si la expresion de p210 haria que la célula fuera permisiva para el PRRS, las células se infectaron en
un volumen de cultivo minimo con diferentes cepas de PRRSV a una multiplicidad de infeccién de 0,1
TCID50/célula. Después de 1 h de incubacion, se afiadié medio de cultivo y las células se incubaron a 37°C durante
20 h mas. Después de lavar con PBS, las células se fijaron con metanol, se lavaron con PBS y se incubaron durante
1 h a 37°C con MAb A27 especifico para PRRSV (sobrenadante de hibridoma complementado con suero de cabra
descomplementado al 10%). Después de lavar con PBS, las células se incubaron durante 1 h a 37°C con Ig anti-
ratbn en suero de cabra marcada con FITC (Molecular Probes) complementada con suero de cabra
descomplementado al 10%. Después de lavar con PBS y agua, las células se secaron y se observaron bajo un
microscopio de fluorescencia (filiro FITC). Después, las células se lavaron en PBS y se incubaron durante 1 h a 37°C
con Mab 41 D3 biotinilado en PBS. Después de lavar con PBS, las células se incubaron durante 1 h a 37°C con
estreptavidina marcada con rojo Texas (Molecular Probes) diluida en PBS. Después de lavar con PBS y agua, las
células se secaron y se observaron bajo un microscopio de fluorescencia (filtro Texas-Red).

Células infectadas positivas se observaron solo en células transfectadas con p210, en donde p210 se mostraba en
la superficie de las células. Ademas, todas las cepas de virus incubadas en esta célula (cepa LV, VR2332 y dos
cepas de PRRSV de tipo salvaje de Bélgica) pudieron infectar la célula que expresa p210.

Ejemplo 7: Transfeccion de la linea celular humana HEK293T, deteccién de la expresion del receptor de PRRSV
p210 y cultivo de PRRSV.

Células HEK293T se transfectaron al 25% de confluencia con el plasmido QiagenpcDNA3.1 D/V5-His-TOPO
(Invitrogen) que contenia el ADNc de p210 utilizando la técnica de fosfato de calcio (kit de transfeccion Cellphect,
Amersham Pharmacia Biotech). Dieciséis horas después de la transfeccion, las células se inocularon con el PRRSV
de tipo americano VR-2332 (cultivadas en células Marc-145), con el PRRSV de tipo europeo virus Lelystad
(cultivadas en macréfagos alveoalares porcinos) y con el aislado belga 94V360 (cultivado en células Marc-145).
Ocho horas después de la infeccion, las células se fijaron con metanol durante 10 minutos a 4°C, se rehidrataron en
PBS, y tanto las células infectadas como las células que expresaban p210 se identificaron utilizando una tinciéon de
inmunofluorescencia doble. Para detectar la infeccion por PRRSV, las células se incubaron durante 1 hora a 37°C
con Mab A27 (sobrenadante de cultivo diluido 1/100 en PBS) que reconoce la proteina de la nucleocapside de
PRRSV. Las células se lavaron con PBS y se incubaron con suero anti-ratén de cabra marcado con FITC diluido
1/100 en PBS. Las células HEK293T que expresan la proteina p210 se detectaron incubando las células durante 1
hora a 37°C con Mab 41 D3 biotinilado (ascitis diluida 1/200 en PBS), que se dirige contra la proteina p210. Después
de lavar con PBS, las células se incubaron adicionalmente durante 1 hora a 37°C con estreptavidina Texas Red,
diluida 1/50 en PBS. Finalmente, las células se lavaron con PBS y se montaron en una solucién de glicerina
tamponada que contenia DABCO al 2,5% (Janssen Chimica). Las células infectadas con PRRSV (verde) y las
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células que expresaban p210 (rojo) se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia. Las células HEK293T
transfectadas se podian infestar tanto con el tipo americano como con los dos tipos europeos del PRRSV.
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REIVINDICACIONES

1. Un polinucledtido aislado que comprende una secuencia de acidos nucleicos que codifica un polipéptido que
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un 90% de identidad en toda su longitud con una
secuencia de aminoacidos tal como se representa en SEQ ID NO: 2, o un fragmento funcional de dicho polipéptido
de al menos 50 aminoacidos, teniendo dicho polipéptido las siguientes caracteristicas:

- dicho polipéptido o fragmento de polipéptido, cuando se expresa en la superficie de una célula, es capaz de
hacer que la célula sea receptiva para el PRRSV,

- dicho polipéptido tiene un peso molecular aparente de aproximadamente 210 kD y

- dicho polipéptido es reactivo con MAB 41 D3 depositado en la CNCM del Instituto Pasteur, bajo el n° de
acceso 1-2719.

2. Un polinucleétido de acuerdo con la reivindicacién 1, que codifica una secuencia de aminoacidos que tiene un
100% de identidad a lo largo de toda su longitud con una secuencia de aminodacidos tal como se representa en SEQ
ID NO: 2.

3. Un polinucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, teniendo dicho polinucleétido al menos
90% de identidad a lo largo de toda su longitud con la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa en SEQ
ID NO: 1.

4. Un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes, teniendo dicho polinucleétido un
100% de identidad a lo largo de toda su longitud con la secuencia de acidos nucleicos tal como se representa en
SEQ ID NO: 1.

5. Un polinucledtido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4, que comprende con la secuencia de
acidos nucleicos tal como se representa en SEQ ID NO: 1.

6. Un vector recombinante, que comprende un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

7. Un vector recombinante de acuerdo con la reivindicaciéon 6, que comprende un polinucleétido de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-5, enlazado operativamente a una secuencia de control de la expresion.

8. Un virus recombinante, que comprende un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

9. Una célula que comprende un vector de expresion, caracterizada por que dicho vector de expresion comprende
un polinucledtido segun se describe en cualquiera de las reivindicaciones 1-5.

10. Un método para producir un polipéptido, codificado por un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1-5. Que comprende las etapas de:

- cultivar células de acuerdo con la reivindicacion 9 o células infestadas con un virus recombinante de
acuerdo con la reivindicacion 8, y

- aislar material que contiene polipéptido del cultivo celular.

11. Un cultivo celular, que comprende una multitud de células de acuerdo con la reivindicacion 9.
12. Un cultivo celular de acuerdo con la reivindicacion 11, infestado con un virus PRRS.

13. Un método para producir PRRSV, que comprende las etapas de

- infestar un cultivo celular de acuerdo con la reivindicaciéon 11 con un PRRSV,
- cultivar las células, y

- recoger el virus del cultivo celular.

14. Uso de una célula transformada con el polinucleétido de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
5, en la fabricacién de una vacuna para la prevencion de una infeccion por el PRRSV en cerdos.

15. Uso de un polipéptido codificado por un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en
la fabricaciéon de un medicamento para el tratamiento o la prevencion de una infeccion por el PRRSV en cerdos.
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FIGURA 1
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FIGURA 2
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FIGURA 3
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A A ERRMOQI K ETIHTLOQV QY AP K G

730 750 770

GTGGAGATCCTTTTCAGCCACTCCGGACGGAACGTCCTTCCAGGTGATCTGGETCACCCTC

————————— B e e e et

CACCTCTAGGAAAAGTCGGTGAGGCCTGCCTTGCAGGAAGGTCCACTAGACCAGTGGGAG

vV E I L F S HS GRN VL P GD L V T L
790 810 830

AGCTGCCAGGTGAATAGCAGCAACCCTCAGGTCAGTTCCGTGCAGTGGGTCAAGGATGGG

TCGACGGTCCACTTATCGTCGTTGGGAGTCCAGTCAAGGCACGTCACCCAGTTCCTACCC
S C Q VNS S NP QV S S V Q W V KD G
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850 870 890

ACGAAGCTCAAAGACCAGAAACGTGTACTGCAGTTGCGCCGGGCAGCCTGGGCTGATGCT
————————— B ettt e R N ettt
TGCTTCGAGTTTCTGETCTTTGCACATGACGTCARACGCGGCCCGTCGGACCCGACTACGA
T K L K D Q KRV L Q L R R A A WA ATUDA

910 930 950
GGCGTCTACACCTGCCAAGCCGGGAATGCCETGEGCTCTTCAGTCTCACCCCCGGTCAGC
————————— B ettt e e
CCGCAGATGTGGACGGTTCGGCCCTTACGGCACCCGAGAAGTCAGAGTGGGGGCCAGTCG

G v YT COQAGNA AV GS S VS P P V 8

970 990 1010

- CTCCACGTCTTCATGGCTGAGGTCCAGGTAAGCCCTGTGGEGCTCCATCCTGGAGAACCAG

————————— Rt e e R Tt 3
GAGGTGCAGAAGTACCGACTCCAGGTCCATTCGGGACACCCGAGGTAGGACCTCTTGGTC
L H V F MAEVYV QV S PV G S I L EN Q
1030 1050 1070
ACGGTGACGCTGGCCTGCAATACACCTARGGAAGCGCCCAGCGAGCTGCGCTACAGCTGG
————————— et e et L e L LRt
TGCCACTGCGACCGGACGTTATGTGGATTCCTTCGCGGGTCGCTCGACGCGATGTCGACC
T v T L A CN TP KEA AP S EULRY S W
1090 1110 1130
TACAAGAACCACGCCCTGCTGGAGGGCTCTCACAGCCGCACCCTCCGGCTGCACTCAGTT
--------- et e L LT
ATGTTCTTGGTGCGGGACGACCTCCCGAGAGTGTCGCCGTGGGAGGCCGACGTGAGTCAA
Y X N HALLEG G SHGSRTULU RTULUHETSYV
1150 1170 1190

ACCAGGGCGGATTCGGGCTTCTACTTCTGCGAGGTGCAGAACGCCCGGGGCAGAGAGCGC

TGGTCCCGCCTAAGCCCGAAGATGAAGACGCTCCACGTCTTGCGGGCCCCETCTCTCGCG
T R A DS G F Y F CE YV Q N ARGT RER

1210 1230 1250
TCTCCCCCTGTCAGCEGTGGTGGTCAGCCACCCACCCCTCACCCCGGACCTAACTGCCTTC

AGAGGGGGACAGTCGCACCACCAGTCGGTGGGTGGGGAGTGGECCCTGGATTGACGGAAG
s P PV S VVV S H?PPILTUPDULTATF
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1270 1290 1310
CTGGAGACACAGGCGGGGCTGGTGGGCATCCTCCAATGCTCTGTGGTCAGCGAGCCCCCA
————————— B et et T e R T ettt
GACCTCTGTGTCCGCCCCGACCACCCGTAGGAGGTTACGAGACACCAGTCGCTCGGGGGT
L ET QA GLV GGI L Q C S V V S E P P

1330 1350 1370

GCTACTCTGGTGTTGTCACACGGGGGCCTCATCTTGGCCTCTACCTCCGGGGAGGGTGAC

CGATGAGACCACAACAGTGTGCCCCCGEGAGTAGAACCGGAGATEGAGGCCCCTCCCACTG
ATL VL 8§ HG GL I L A ST S GE G D

1390 1410 1430
CACAGCCCACGCTTCAGTGTCGCCTCTGCCCCCAACTCCCTGCGCCTGGAGATTCAAGAC

GTGTCGGETGCGAAGTCACAGCGGAGACGGGGGTTGAGGGACGCGGACCTCTAAGTTCTG
H S PR F S VA S A PN SLRULETI QD

1450 1470 1490
CTGGGGCCAACAGACAGTGGGGAATACATGTGCTCAGCCAGCAGTTéTCTTGGGAATGCG

GACCCCGGTTGTCTGTCACCCCTTATGTACACGAGTCGGTCGTCAAGAGAACCCTTACGC
L G P T DS GEJYMOCSAS S S L G N A

1510 1530 1550
TCCTCCACCCTGGACTTCCATGCCAATGCAGCCCGCCTCCTCATCAGCCCAGCAGCAGAG

AGGAGGTGGGACCTGAAGGTACGGTTACGTCGGGCGGAGGAGTAGTCGGGTCGTCGTCTC
S 8 T L D FHADNAAMRTILTLTIS P A A E

1570 1590 1610
GTGGTGGARGGGCAGGCGGTCGACACTGAGCTGCAGGAGCAGCCTGAGCCTGATGCCTGAL

CACCACCTTCCCGTCCGCCACTGTGACTCCGACGTCCTCGTCGGACTCGGACTACGGACTG
vV VvV E G Q AV TUL S CR S S L S L M P D

1630 1650 1670
ACCCGTTTTTCCTGGTACCTGAACGGGGCCCTGATTCTCGAGGGGCCCAGCAGCAGCCTC

TGGGCAAAAAGGACCATGGACTTGCCCCGGGACTAAGAGCTCCCCGGGTCGTCGTCGGAG
T R F §$ WY L N GAULTIIDLEGUP S S S L
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1690 1710 1730
CTGCTCCCAGCAGCCTCCAGCACAGATGCCGGCTCATACCACTGCCGGGCCCAGAACAGC
————————— it bt e L o
GACGAGGGTCGTCGGAGGETCGTGTCTACGGCCGAGTATGEGTGACGGCCCGEGTCTTGTCG
L L P A A S STD AG S YHT CIRA AUOQN S

1750 1770 1790

CACAGCACCAGCGGGCCCTCCTCACCTGCTGTTCTCACCGTGCTCTACGCCCCACGCCAG

GTGTCGTGETCGCCCGGEAGGAGTGGACCACAAGAGTCGCACGAGATGCEEGGTCCGEGTC
H S TS s G P S S P AV L TV L Y A P R Q

1810 1830 1850
CCCGTGTTCACTGCCCAGCTGGACCCTGATACTGCAGGAGCTGGEGCCGGACGCCAAGGT

GGGCACAAGTGACGGGTCGACCTGGGACTATGACGTCCTCGACCCCGGCCTGCGGTTCCG
PV FTAQULDUPDTAGA AU GAGT ROQG

1870 1890 i 1910
CTCCTCTTGTGCCGTGTGGACAGCGACCCCCCAGCCCAGCTGCAGCTGCTCCACAGGGGC

GAGGAGAACACGGCACACCTGTCGCTGGGEGEGTCGEGGTCGACGTCGACGAGGTGTCCCCG
L L. L ¢ RV DSDUPPAQUL QUL L HR G

1930 1950 1970
CGTGTTGTGGCCTCTTCTCTGTCATCGGGGGGCGEGCTGCTGCACCTGCGGAGGCTGTTTC

GCACAACACCGGAGAAGAGACAGTACCCCCCCGCCCACGACGTGGACGCCTCCGACARAG
RV v ASsSSL SW GGG GCCCTOCGG CF

1990 2010 2030
CACCGCATGAAGGTCACCAAAGCACCCAACCTACTGCGTGTAGAGATCCGAGACCCGGTG

GTGGCGTACTTCCAGTGGTTTCGTGGGTTGGATGACGCACATCTCTAGGCTCTGGGCCAC
HR MK YV T KA PNULILIRVYVETIIRD?PV

2050 2070 2090
CTGGAGGATGAGGGTGTGTACCTETGCGAGGCCAGCAGCGCCCTGGGCAACGCCTCCGCC
--------- B et e e it

GACCTCCTACTCCCACACATGGACACGCTCCGGTCGTCGCGGGACCCGTTGCGGAGGCGG
L EDE GV YL CEAS S AL GUDNA AS A
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2110 2130 2150
TCTGCAACCTTGGATGCCCAGGCCACTGTCCTGGTCATCACACCGTCACACACGCTGCAG
--------- B i S e Suntadetale bt el debol bbbttt b 2160
AGACGTTGGAACCTACGGGTCCGGTGACAGGACCAGTAGTGTGECAGTGTGTGCCGACGTC
s A TDLDAOQA ATV L YV I TU®PSHTTUL Q

2170 2190 2210
GAAGGCATTGAAGCCAACCTGACTTGCAACGTGAGCCGTGAAGCCAGCGGCCCTGCCAAL
————————— o o oo e eemefo—————— - 2220
CTTCCGTAACTTCGGTTGGACTGAACGTTGCACTCGGCACT TCEGTCGCCEGGACGGTTG
E G I EANULTOCNV S REA AS G P AN

2230 2250 2270

TTCTCCTGGTTCCGAGATGGGGCGCTATGGGCCCAGGGCCCTCTGCGACACCGTGACGCTG

——————— B e e e e it 2280

AAGAGGACCAAGGCTCTACCCCGCGATACCCGGGTCCCGGGAGACCTGTGGCACTGCGAC
F S W F R DG ALWAOQG P LD TV T L

©2290 2310 2330

CTACCTGTGGCCAGAACTGATGCTGCCCTCTATGCTTGCCGCATCGTCACCGAGGCTGGT
————————— B e itk e o L it 2340
GATGGACACCGGTCTTGACTACGACGGGAGATACGAACGGCGTAGCAGTGGCTCCGACCA

L P V. AR TDAA ALY ACTRTIV TEA G

2350 2370 2390

GCTGGCCTCTCCACCCCTGTGGCCCTGAATGTGCTCTATCCCCCCGATCCTCCAAAGTTG
--------- B e e e i ettt bbb b el 2400
CGACCGGAGAGGTGGGGACACCGGGACTTACACGAGATAGGGGGGCTAGGAGGTTTCAAC

A G L 8§ TPV AL NV L Y P P D PP K L

2410 2430 2450

TCAGCCCTCCTGGACGTGGACCAGGGCCACACGGCTGTGTTCGTCTGTACTGTGGACAGT
————————— B e e e e 2460
AGTCGGGAGGACCTGCACCTGGTCCCGGTGTGCCGACACAAGCAGACATGACACCTGTCA

S AL L. D VD QGHTTA AV F V.C TV D 8

2470 2490 2510
CGCCCTCTTGCCCAGTTGGCCCTGTTCCGTGGEGAACACCTCCTGGCCGCCAGCTCGGCA
————————— e e Sabainiedai il bbbl S 2520

GCGGGAGAACGGGTCAACCGGGACAAGGCACCCCTTGTGGAGGACCGGCEGETCGAGCCGT
R P L A QL AL FRGEUHTULULAA AS S A

23
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2530 2550 2570
CTCCGGCTCCCCCCTCGTGGCCGCCTCCAGGCCAARGCCTCGGCCAACTCCTTGCAGCTA

GAGGCCGAGGGGGGAGCACCGGCGGAGGTCCEGETTTCGEAGCCGGTTGAGGAACGTCGAT
L R L P PR GRIL QAU KA ASA ANS UL QL

2590 2610 2630
GAGGTCCGAGACTTGAGCCTTCGCGGGACTCTGGCAGCTACCACTGTGAGGCCACCAACATC

CTCCAGGCTCTGARCTCGGAACCCCTGAGACCGTCGATGGTGACACTCCGETGGTTGTAG
E v R DL S L GDb S G S Y HCEM ATNTI

2650 2670 2690
CTTGGATCAGCCAACACTTCTCTTACCTTCCAGGTCCGAGGAGCCTGGGTCCGEGTGTCA

GAACCTAGTCGGTTGTGAAGAGAATGGAAGGTCCAGGCTCCTCGGACCCAGGCCCACAGT
L ¢ 8 ANTSL TVF QV RG AWV R V 8

2710 2730 2750
CCGTCGCCTGAGCTCCAGGAGGGCCAGGCTGTGGTCCTGAGCTGCCAGGTACCCATAGGGE

GGCAGCGGACTCGAGGTCCTCCCGGTCCGACACCAGGACTCGACGGTCCATGGGTATCCC
P 8 P EL Q E G Q AV YV L S COQV P I G

2770 2790 2810
GTCCTGGAGGGGACCTCATATCGTTGGTATCGGGATGGCCAGCCCCTCCAGGAGTCCACT

CAGGACCTCCCCTGGAGTATAGCAACCATAGCCCTACCGGTCGGGGAGGTCCTCAGGTGA
VL E G T S Y RWUYRDGOQPUL Q E S T

2830 2850 2870
TCGGCCACGCTCCGTTTTGCAGCCATAACTCTGAGCCAGGCTGGAGCCTACCATTGCCAA
————————— e i e N ettt S
AGCCGGTGCGAGGCAAAACGTCGGTATTGAGACTCGGTCCGACCTCGGATGGTAACGGTT
S A T L RVFAATITILS QA GA Y HC Q

2890 2910 2930

GCCCAAGCTCCAGGCTCAGCCACCACGGACCTGGCTGCCCCTGTCAGCCTCCACGTGACC

CGGGTTCGAGGTCCGAGTCGGTGGTGCCTGGACCGACGCGGACAGTCGGAGGTGCACTGG
A Q A PGS ATTDILAA APV S L HV T
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2950 2970 2990
TACGCACCTCGCCAGGCCACACTCACCACCCTGATGGACTCAGGCCTCGGGCGACTGGGL

ATGCGTGGAGCGGTCCGGTGTGAGTGGTGGGACTACCTGAGTCCGGAGCCCGCTGACCCG
Y A P R QA TULTTTU LMDS G L G R L G

3010 3030 3050
CTCCTTCTGTGCCGTGTGAACAGTGACCCTCCTGCCCAGCTCCGACTGCTCCATCGGGAGC
————————— e et e it &
GAGGAAGACACGGCACACTTGTCACTGGGAGGACGGGTCEAGECTGACGAGGTACCCTCG
L L. L ¢ RV NSDUPPAOQDLIRTILILH G S

3070 3090 3110
CGCCTCGTGGCCTCTACTCTACAAGGTGTGGAGGAGCTTGCAGGCAGCTCTCCCCGCCTA
————————— et R et ettt RS
GCGGAGCACCGGAGATGAGATGTTCCACACCTCCTCGAACGTCCGTCGAGAGGGGCGGAT
R L v A §$s T L Q GV EEULAG S S P R L

3130 3150 3170

CAGGTGGCCACAGCCCCCAACACGCTGCGCCTGEAGATCCACAACGCAGTCCTGGAGGAT

GTCCACCGGTGTCGGGGGTTGTGCGACGCGGACCTCTAGGTGTTGCGTCACGACCTCCTA
Q v AT AP DNTILRULE I HNAU Y L E D

3190 3210 3230

GAAGGCGTCTACACCTGCGAGGCCACCAACACCCTGGGTCAGACCTTGGCCTCCECCGCT

CTTCCGCAGATGTGGACGCTCCGGTGGTTGTGGGACCCAGTCTGGAACCGGAGGCGGCGG
E G VY T CEATNTULGOQTL A S A A

3250 3270 3290
TTCGATGCCCAGGCTATGAGAGTGCAGGTGTGGCCCAATGCCACCGTGCAAGAGGGGCAG

ARGCTACGGGTCCGATACTCTCACGTCCACACCGGGTTACGGTGGCACGTTCTCCCCGTC
F D AQAMZ BRVYVYQV W?PNA ATV QE G Q

3310 3330 3350
CTGGTGAACCTGACCTGCCTTGTATGGACCACGCACCTGGCCCAGCTCACCTACACGTGG

GACCACTTGGACTGGACGGAACATACCTGGTGCETGGACCGGGTCGAGTGGATCTGCACC
L vV N L T CDL VW T TTHULAAOQULTY T W
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3370 . 3390 3410
TACCGAGACCAGCAGCAGCTCCCAGGTGCTGCCCACTCCATCCTCCTGCCCAATGTCACT

ATGGCTCTGGTCGTCGTCGAGGGTCCACGACGGCTGAGGTAGCGAGCGACGGGTTACAGTGA
Y R D Q Q Q L P GAAHSTIILIDLPNUVT

3430 3450 3470
GTCACAGATGCCGCCTCCTACCGCTGTGGCATATTGATCCCTGGCCAGGCACTCCGCCTC

CAGTGTCTACGGCGGAGGATGGCGACACCGTATAACTAGGGACCGETCCGTGAGGCGGAG
vV T p A A S Y RCGIUL I PGQAULTRUL

3490 3510 3530
TCCAGACCTGTCGCCCTGGATGTCCTCTACGCACCCCGCAGACTGCGCCTGACCCATCTC

AGGTCTGGACAGCGGGACCTACAGGAGATGCGTGEGGGCGTCTGACGCGGACTGGGTAGAG
S R P V A L DV L YAUPIRI RUILIRTILTHTL

3550 3570 3590
TTGGAGAGCCGTGGTGGGCAGCTGGCCGTGGTGCTGTGCACTGTGGACAGTCGCCCAGCT

ARCCTCTCGGCACCACCCGTCGACCGGCACCACGACACGTGACACCTGTCAGCGGGTCGA
L E S R GG QL AV VL CTV DS R P A

3610 3630 3650
GCCCAGCTGACCCTCAGCCATGCTGGCCGCCTCCTGGCCTCCTCAACCGCAGCCTCTGTC

CGGGTCGACTGGCAGTCCGGTACGACCGGCGGAGGACCGGAGGAGTTGGCGTCGGAGACAG
A QL T L S HAGIRULULASSTA AW AS V

3670 3690 3710
CCCAACACCCTGCGCCTGGAGCTGTGGGAGCCCCGGCCCAGTGATGAGGGTCTCTACAGC

GGGTTGTGGGACGCGGACCTCGACACCCTCGGGGCCGGGTCACTACTCCCAGAGATGTCG
P N TL RL EL WEPRP S DEUGTUL Y S

3730 3750 3770
TGCTCGGCCCGCAGTCCTCTEGGCCAGGCCAACACATCCCTGEGAGCTGCCGCTAGAGGGC
————————— B it e

ACGAGCCGGGCGTCAGGAGACCCGGTCCGGTTGTGTAGGGACCTCGACGCCGATCTCCCG
c $S AR S PL G QANTSUL EL RUDL E G
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3790 3810 3830
GTGCAGGTGGCACTGGCTCCATCGGCCACTGTGCCGGAGGGGGCCCCTGTCACAGTGACC

CACGTCCACCGTGACCGAGGTAGCCGGTGACACGGCCTCCCCCGGGGACAGTGTCACTGG
vV Q v AL AP S ATV PEGA AUPUV TV T

3850 3870 3890
TGTGAAGACCCTGCTGCCCGCCCACCCACTCTCTATGTCTGGTACCACAACAGCCETTGG

ACACTTCTGGGACGACGGGECCEGTCGETGAGAGATACAGACCATGETGTTGTCGGCARCC
C EDPAARPPTULYV WY HNS R W

3910 3930 3950
CTGCAGGAGGGGTCGGCTGCCTCCCTCTCGTTTCCAGCGGCTACACGGGCTCACGCGGGL

GACGTCCTCCCCAGCCGACGGAGGGAGAGCAAAGGTCGCCEATGTGCCCGAGTGCGCCCG
L Q EG S A A S L S8 F P A ATIRAUHAOCG

3970 3990 , 4010
GCCTATACCTGCCAGGTCCAGGATGCCCAGGGCACACGCATCTCCCAGCCCGCAGCACTE

CGGATATGGACGGTCCAGGTCCTACGGGTCCCGTGTGCGTAGAGGGTCGGGCGTCGTGAC
A Y T CQ VvV Q DAQGTU RTI S QP A AL

4030 4050 4070

CACATCCTCTATGCCCCTCGGGATGectgtcctttectecttectgggactcaagggecage

GTGTAGGAGATACGGGGAGCCCTACgacaggaaaggaggaagaccetgagttecceggteg
H I L YAUPIRDA AV L S S F WD S R A S

4090 4110 4130
cctatggecgtggtacagtgecactgtggacagegagecacctgecgagatgaccectgtee

ggataccggcaccatgtcacgtgacacctgtegecteggtggacggectctactgggacagg
P M AV V QCTVDSEZ®PPAEMMTL S

4150 4170 4190
catgatggcaaggtgctggccaccagecatggggtccacggettagecagtggggacaggce

gtactaccgtteccacgaccggtggtcecggtaccecaggtgecgaatcgtcacecectgtecg
H DG K VL AT S HGV HGUL AV G T G
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4210 4230 4250
catgtccaggtggcecegcaacgccctgeagetgegggtgeagaatgtgeectcacgtgac

gtacaggtccaccgggegttgegggacgtegacgeccacgtettacacgggagtgeactg
HV Q0 VA RIDNALGQTILT RVYOQNU VP S R D

4270 4290 4310
aaggacacctacgtctgcatggaccgcaactecttgggectcagtcagecaccatggggcag

ttcctgtggatgcagacgtacctggegttgaggaaccegagtcagtegtggtacceagte
K DT YV CMDU RNGSTULGS YV S TMG Q

4330 4350 4370
ctgcagecagaaggtgtgcacgtggtagectgagecagggetggatgtgectgaaggcaca

gacgtcggtettcecacacgtgecaccategacteggteccgacctacacggactteegtgt
L Q P E GV HV VAEPGULDV P EGT

' 4390 4410 4430
gcgetgaacctgagetgtegectecctagtggeectgggecacataggcaactccacettt

cgcgacttggactcgacageggagggatcaccgggacecegtgtateegttgaggtggaaa
A L NL 8 C RL P S G P GHTIGNSTTF

4450 4470 4490
gettggttecggaacggteggecagetacacacagagtetgtgeccacecttaccttecace

cgaaccaaggccttgecageegtegatgtgtgtectecagacacgggtgggaatggaagtgg
A W FRDNGIRQLHTTES YV PTTULTTVF T

4510 4530 4550
catgtggcececgegeccaagetggettgtaccactgecaggetgagetecccgeegggget

gtacaccgggecgegggttegaccgaacatggtgacggtecgactegaggggeggeccega
HV A R AQ A GL Y HCOQAUETL P A G A

4570 4590 4610
gccacctcetgetecagtettgeteegggtgetctacececteccaagacgeccaccatgact
————————— R it e e S DD s

cggtggagacgaggtcagaacgaggcccacgagatgggagggttcectgegggtggtactga
AT S A PV L L RV L Y P P KT P TMT
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4630 4650 4670
gtttttgtggagceccgagggtggcatccagggecattetggactgecgagtggacagtgag

caaaaacacctcgggcteccaccgtaggteccgtaagacctgacggetcacctgteacte
vV F V E P E G G I Q G I L D CUR VD S E

4690 4710 4730
ccectagecagectgacectecacctgggeagteggetggtggectccagecagectcag

ggggatcggtcggactgggaggtggacecgteagecgaccaceggaggteggteggagtc
P L A8 L T L HL G S R L V A S S Q P 0Q

4750 4770 4790
gctgecceectgecaageegceacatcegegtetcagecagteccaatgeCTTGCGAGTGGAC

cgacggggacggtteggegtgtaggegeagagtcggtcagggt tacgGAACGCTCACCTG
A A P A K P HI RV S A S PNAULUR V D

4810 4830 4850
ATGGAGGAGCTGAAGCCCAGTGACCAGGGGGAGTATGTGTGCTCGGCCTCCAATGCCCTG

TACCTCCTCGACTTCGGGTCACTGGTCCCCCTCATACACACGAGCCGGAGGTTACGGGAC
M E E L K P S D QG E Y V C 8§ A S N AL

4870 4890 4910
GGCTCTGCCTCTGCTGCCACCTACTTCGGAACCAGAGCCCTGCATCGCCTGCATCTGTTC

CCGAGACGGAGACGACGGTGCATGAAGCCTTGGTCTCGGGACGTAGCGGACGTAGACARG
G S A S A A TYPF GT®RALUHIRILUHETILF

4930 4950 4970
CAGCACCTTCTCTGGTTCCTGGGGCTGCTGGCGAGCCTCCTCTTCCTACTGTTGGGCCTG

GTCGTGCAAGAGACCAAGGACCCCGACGACCGCTCGGAGGAGAAGGATGACAACCCGGAC
Q H L L WPF L GL L A S L L F L L L G L

4990 5010 5030
GGGGTCTGGTACGCCTGGAGACGGGGAAATTTTTACAAGCTGAGAATGGGCGAATATTCA

CCCCAGACCATGCGGACCTCTGCCCCTTTAAAAATGTTCGACTCTTACCCGCTTATAAGT
G VW Y A WU R®RGNV F Y KL RMGE Y 8
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5050 5070 5090
gtagagatggtatctcggaaggaaaccacgcagatgtccactgaccaggaagaagttact

catctctaccatagagecttectttggtgegtctacaggtgactggtecttctteaatga
vV EMV SR KETTOQMSTDQEE VT

5110 5130 5150
ggaatcggtgatgatgcgggctctgtgaaccaggeggeatttgatectgeccacetetgt

ccttagccactactacgccegagacacttggteegeegtaaactaggacgggtggagaca
G I 6 DDA GSVNOQ AATFTDU?PA AMHTLC

5170 5190
gaaaacacacagtctgtGaaaagcacagtctga
————————— Fommmmmmmemgmmmmmmm-—g— -~ 5103

cttttgtgtgtcagacaCttttegtgtcagact
E N T Q S V K S T V *
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FIGURA 4

10 30 50
atggacttectgctectgetectectectggettcatecgetectagecaggectggecteg

tacctgaaggacgaggacgaggaggaggaccgaagtaggcgagatcgteceggaceggage
M D FL L L L L L L A S S AL A GL A S

70 90 110
tggacggtttccaaccccgagaccgtgcagggecatcaagggctectgectecatcatcecee

acctgccaaaggttggggetctggcacgtcecgtagttceccgaggacggagtagtagggg
W T VS NPETUVQ GI KGS CDL I I P

130 150 170

tgcacctteggetteecggecaacgtggaggtgecccatggeatcacagecatetggtac

acgtggaagccgaagggceggttgcacctecacggggtacegtagtgteggtagaccatyg
¢c T F G F P ANV E YV P H GTI T ATI WY

190 210 230
tatgactactcaggcaagcgcctggtagtgagccacteccaggaacccaaaggtggtggag

atactgatgagtccgttcgeggaccatcacteggtgaggtecttgggtttccaccaccte
Yy D Y S G K RL VV S HSURNUP K V V E

250 270 290
aaccacttccaagaccgggcectgotgt tgGEECAGETTGAGCAGAGGACGTGCAGCCTG

ttggtgaaggttctggecccgggacgacaacCCCGTCCAACTCETCTCCTGCACGTCGGAC
N H F Q D RALULIULG QU YV EQRTTC S L

310 330 350
CTGCTGAAGGACCTGCAGCCCCAGGACTCGGGCTCCTATAACTTCCGCTTTGAGATCAGC

GACGACTTCCTGGACGTCGGGGTCCTGAGCCCGAGGATATTCGAAGGCGAAACTCTAGTCG
L L K b L Q P Q DS G S YNV FRF E I S

370 390 410
GAGGGCAACCGCTGGTCAGATGTCARAAGCGCACAGTTGTCACCGTGACAGAGETGCCCAGC

CTCCCGTTGGCGACCAGTCTACAGTTTCCGTGTCAACAGTGGCACTGTCTCCACGGGTCG
E G NRWSDV KGTTVV TV TEV P S
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430 450 470
GTGCCCACCATTGCCTTGCCAGCCAAGCTGCATGAGGGCATGCGAGGTGGACTTCAACTGC

CACGGGTGGTAACGGAACGGTCGGTTCCGACGTACTCCCGTACCTCCACCTGAAGTTGACG
v P TTIAULUPAI KILUHEGMEVDFNUC

490 510 530

TCCACTCCCTATGTGTGCCCGACGGAGCCEGTCAACCTACAGTGEGCAAGGCCAGGATCCC
————————— e T it
AGGTGAGGEATACACACGGGCTGCCTCEECCAGTTGGATGTCACCETTCCGETCCTAGGGE
s T P Y Vv C P TE P YV NILQWQ G Q D P

550 570 590

ACCCGCTCCGTCACCTCCCACCTCCAGAAGCTTGAGCCCTCGGGCACCAGCCACATGGAG
————————— e T R e L LR T TP
TGGGCGAGGCAGTGGAGGGTGCGAGETCTTCGAACTCGGGAGCCCGTGGTCGETGTACCTC
T R S V T S HL Q KL EP S G T S HME

610 630 650
ACCCTGCACATGGCCCTGTCCTGECAGGACCATGGCCGGATCCTGAGCTGCCAGGTCTCA
--------- B e e e s
TGGGACGTGTACCGGGACAGGACCGTCCTGGTACCGGCCTAGGACTCGACGGTCCAGAGT
T L HM AL S WQ D HGURTIULSCOQV S

670 690 710
GCAGCCGAACGCAGGATGCAGAAGGAGATTCACCTCCAAGTGCAGTATGCCCCCAAGGGT
————————— e e e e RS
CGTCGGCTTGCGTCCTACGTCTTCCTCTAAGTGGAGGTTCACGTCATACGGGGGTTCCCA
A A ERRMOQI KETIHTULOGQV QY A P K G

730 750 770
GTGGAGATCCTTTTCAGCCACTCCGGACGGAACGTCCTTCCAGGTGATCTGGTCACCCTC
--------- et e et L LT
CACCTCTAGGAAAAGTCGGTGAGGCCTGCCTTGCAGGAARGGTCCACTAGACCAGTGGGAG
VETITULVF S HS GRNUV L P GDUILV TL

790 810 830

AGCTGCCAGGTGAATAGCAGCAACCCTCAGATCAGTTCCGTGCAGTGGGTCAAGGATGGG

TCGACGGTCCACTTATCGTCGTTGGGAGTCTAGTCAAGGCACGTCACCCAGTTCCTACCC
s ¢ Q VNS S NUPOQTI S SsS V QW V KD G
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850 870 890
ACGAAGCTCAAAGACCAGAAACGTGTACTGCAGTTGCGCCGGGCAGCCTGGGCTGATGCT

TGCTTCGAGTTTCTGGTCTTTGCACATGACGTCAACGCGGCCCETCGGACCCGACTACGA
T K L K DQ KR VL QLU RURAA ATWA ATD A

910 930 950
GGCGTCTACACCTGCCAAGCCGGGAATGCCGTGGGCTCTTCAGTCTCACCCCCGGTCAGC

CCGCAGATGTGGACGGTTCGECCCTTACGGCACCCGAGAAGTCAGAGTGEEGGCCAGTCG
G VY T C Q A GNAVY G S SV S P P V 8

970 990 1010
CTCCACGTCTTCATGGCTGAGGTCCAGGTAAGCCCTGTGGGCTCCATCCTGGAGAACCAG

GAGGTGCAGAAGTACCGACTCCAGGTCCATTCGGGACACCCGAGGTAGGACCTCTTGGTC
L H V F MAEVQV S PV G S I L ENOQ

1030 1050 1070
ACGGTGACGCTGGCCTGCAATACACCTAAGGAAGCGCCCAGCGAGCTGCGCTACAGCTGG
--------- T D R e
TGCCACTGCGACCGGACGTTATGTGGATTCCTTCGCGGGTCGCTCGACGCGATGTCGACC
T v T L A CN TP K EAUP S ETUL R Y S W

1090 1110 1130

TACAAGAACCACGCCCTCCTGGAGGGCTCTCACAGCCGCACCCTCCGGCTGCACTCAGTC

ATGTTCTTGGTGCGCGAGGACCTCCCGAGAGTGTCGGCETGEGAGGCCGACGTGAGTCAG
Y K N H AL L EGS HS RTIDLRULHS V

1150 1170 1190
ACCAGGGCGGATTCGGGCTTCTACTTCTGCGAGGTGCAGAACGCCCGGGGCAGAGAGCGL

TGGTCCCGCCTAAGCCCGAAGATGAAGACGCTCCACGTCTTGCGGGCCCCETCTCTCGCG
T R A DS G F Y F CEV QN ARG GT RE R

1210 1230 1250
TCTCCCCCTGTCAGCGTGGTGGTCAGCCACCCACCCCTCACCCCGGACCTAACTGCCTTC
————————— R it L e et

AGAGGGGGACAGTCGCACCACCAGTCGGTGGGTGCGGAGTGGGGCCTGCGATTGACGGAAG
s P PV SV VYV S H P PL TP DULTAF

33

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



1261

1321

1381

1441

1501

1561

1621

ES 2 687 029 T3

1270 1290 1310
CTGGAGACACAGGCGGEEGCTGGTGGGCATCCTCCAATGCTCTGTGGTCAGCGAGCCCCCA
--------- B et e e
GACCTCTGTGTCCGCCCCGACCACCCGTAGGAGGTTACGAGACACCAGTCGCTCGGGGGT
L ETQQ AGLV GILQQC SV VvV S E P P

1330 1350 1370

GCTACTCTGGTGTTGTCACACGGGGGCCTCATCTTGACCTCTACCTCCGAGGAGGGTGAC

CGATGAGACCACAACAGTGETGCCCCCGGAGTAGAACTGGAGATGGAGGCTCCTCCCACTG
A T L VL $§$ HG GL I L TS TS EE G D

1390 1410 1430
CACAGCCCACGCTTCAGTGTCACCTCTGCCCCCAACTCCCTGCGCCTGGAGATTCAAGAC

GTGTCGGGTGCGAAGTCACAGTGGAGACGGGGGTTGAGGGACGCGGACCTCTAAGTTCTG
H S PR F S VTS AUPNDNSULIRILETIOQTD

1450 1470 1490
CTGGGGCCAACAGACAGTGGGGAATACATGTGCTCAGCCAGCAGTTCTCTTGGGAATGCG

GACCCCGGTTGTCTGTCACCCCTTATGTACACGAGTCGGTCGTCAAGAGAACCCTTACGC
L ¢6G P T DS GEYMTCS S AS S S L GN A

1510 1530 1550
TCCTCCACCCTGGACTTCCATGCCAATGCAGCCCGCCTCCTCATCAGCCCAGCAGCAGAG

AGGAGGTGGGACCTGAAGGTACGGTTACGTCGGGCGGAGGAGTAGTCGGGTCGTCGTCTC
S s T L D F HADNAARTULULTI S P A A E

1570 1590 1610
GTGGTGGAAGGGCAGGCGGTGACACTGAGCTGCAGCGAGCAGCCTGAGCCTGATGCCTGAC

CACCACCTTCCCGTCCGCCACTGTGACTCGACGTCCTCGTCGGACTCGGACTACGGACTG
Vv EGQAVYVTL S CURS S L 88 L MP D

1630 1650 1670
ACCCGTTTTTCCTGGTACCTGAACGGGGCCCTGATTCTCGAGGGGCCCAGCAGCAGCCTC

TGGGCAARAAGGACCATGGACTTGCCCCGGGACTAAGAGCTCCCCGGGTCGTCGTCGGAG
T R F $ W Y L N GGA LI L EGUPS S S L
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1650 1710 1730
CTGCTCCCAGCAGCCTCCAGCACAGATGCCGGCTCATACCACTGCCGGGCCCAGAACAGC
--------- B bt e Rty
GACGAGGGTCGTCGGAGGTCGTGTCTACGGCCGAGTATGGTGACGGCCCGGGTCTTGTCG
L L P A A S S TDAGS S Y HUCIRA AAGQN S

1750 1770 1790

CACAGCACCAGCGGGCCCTCCTCACCTGCTGTTCTCACCGTGCTCTACGCCCCACGCCAG

GTGTCGTGGTCGCCCEGGAGGAGTGGACGACAAGAGTGGCACGAGATGCGEGGTGCGGTC
H S TS GG P S S PAV LTV L Y APIRDQ

1810 1830 1850
CCCGTGTTCACTGCCCAGCTGGACCCTGATACTGCAGGAGCTGGGGCCGGACGCCAAGGL
————————— B ettt e e i d
GGGCACAAGTGACGGGTCGACCTGGGACTATGACGTCCTCGACCCCGGCCTGCGGTTCCG
P VvV F TAQLDUPDTA AT GA AGA AU GROQG

1870 1890 1910

CTCCTCTTGTGCCGTGTGGACAGCGACCCCCCAGCCCAGCTGCAGCTGCTCCACAGGGGL

GAGGAGAACACGGCACACCTGTCGCTGGGGGGTCGGGTCCGACGTCGACGAGGTGTCCCCG
L L L ¢ RV D SDUPUPAOQUL QL L HUR G

1930 1950 1970
CGTGTTGTGGCCTCTTCTCTGTCATGGGGGGGCGGCTGCTGCACCTGCGGAGGCTGTTTC

GCACAACACCGGAGAAGAGACAGTACCCCCCCGCCGACGACGTGGACGCCTCCGACAAAG
R VvV VA S S L 8 WG GOCTCTOCOGOGTCF

1990 2010 2030
CACCGCATGAAGGTCACCAARGCACCCAACCTACTGCGTGTAGAGATCCGAGACCCGGTG
--------- it e e e e N
GTGGCETACTTCCAGTGGTTTCGTGCETTGGATGACGCACATCTCTAGGCTCTGGGCCAL
H R M KV T KAUPNILUDLRVYV EI RDUP YV

2050 2070 2090

CTGGAGGATGAGGGTGTGTACCTGTGCGAGGCCAGCAGCACCCTGGGCAACGCCTCCGCC

GACCTCCTACTCCCACACATGGACACGCTCCGGETCGTCGTGGGACCCGTTGCGGAGGCGG
L EDE GV YL CEAUS S TDL GNA A S A
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2110 . 2130 2150

TCTGCAACCTTGGATGCCCAGGCCACTGTCCTGGTCATCACACCGTCACACACGCTGCAG
————————— e e i e e il el bl alebeda b e T 2160
AGACGTTGGAACCTACGGGTCCGGTCGACAGGACCAGTAGTGTGGCAGTGTGTGCGACGTC

s A TL DA QATV VL V I TUP S HTTUL Q

2170 2190 2210
GAAGGCATTGAAGCCAACCTGATTTGCAACGTGAGCCGTGAAGCCAGCGGCCCTGCCAAL
--------- B i e e 2220
CTTCCGTAACTTCGGTTGGACTAAACGTTGCACTCGGCACTTEEGTCGCCGGCGACGRTTG
E ¢ I EANULTI CNV S REW ASGUP AN

2230 2250 2270

TTCTCCTGGTTCCGAGATGGGECGCTATGGGCCCAGGGCCCTCTGGACACCGTGACACTG

——————— e Aalainieieie ittt et dle it Attt & 2280

AAGAGGACCAAGGCTCTACCCCGCGATACCCGGGTCCCGGGAGACCTGTGGCACTGTGAC
F S WFRDGALWAOQGU?PULDTUV TL

2290 2310 2330

CTACCTGTGGCCAGAACTGATGCTGCCCTCTATGCTTGCCGCATCGTCACCGAGGCTGGT
————————— B et e e et S~ i 231
GATGGACACCGGTCTTGACTACGACGGGAGATACGAACGGCGTAGCAGTGGCTCCGACCA

L P VAR TDAALY YA AT CRTIUVTE A G

2350 2370 2390

GCTGGCCTCTCCACCCCTGTGGCCCTGAATGTGCTCTATCCCCCCGATCCTCCARAGTTG
————————— B i e e e 3 2400
CGACCGGAGAGGTGGGGACACCGGGACTTACACGAGATAGGGGGGCTAGGAGGTTTCAAC

A G L S8 TP VALNUV LY P PDUPP KL

2410 2430 2450

TCAGCCCTCCTGGACGTGGACCAGGGCCACACGGCTGTGTTCGTCTGTACTGTGGACAGT
--------- T L EEEEEE TEL LT EETE I 1))
AGTCGGGAGGACCTGCACCTGGTCCCGGTGTGCCGACACAAGCAGACATGACACCTGTCA

S AL L D VDOQGHTA AWV F V CTV D 8

2470 2490 2510
CGCCCTCTTGCCCAGTTGGCCCTGTTCCGTGGGGAACACCTCCTGGCCGCCAGCTCGGCA
————————— B it e i e il J 2520

GCGGGAGAACGGGTCAACCGGCACAAGGCACCCCTTGTGCGAGGACCGGCGETCGAGCCGT
R P L A Q L AL F RGEHULUL AAS S A

36



2521

2581

2641

2701

2761

2821

2881

ES 2 687 029 T3

2530 2550 2570
CTCCGGCTCCCCCCTCGTGGCCGCCTCCAGGCCAAAGCCTCGGCCAACTCCTTGCAGCTA
--------- e T e R 3
GAGGCCGAGGGGGGAGCACCGGCGGAGGTCCGGTTTCGGAGCCGGTTGAGGAACGTCGAT
L R L P P R GRLQAI KA AS S ANSTULOQDL

2590 2610 2630

GAGGTCCGAGACTTGAGCCTTGGGGACTCTGGCAGCTACCACTGTGAGGCCACCAACATC

CTCCAGGCTCTGAACTCGGAACCCCTGAGACCGTCGATGGTGACACTCCGGTGETTGTAG
E V R DL S L G D S G S Y HCEM ATNI

2650 2670 2690
CTTGGATCAGCCAACACTTCTCTTACCTTCCAGGTCCGAGGAGCCTGGGTCCEGGTGTCA
————————— e e D et Y
GAACCTAGTCGGTTGTGAAGAGAATGGAAGGTCCAGGCTCCTCGGACCCAGGCCCACAGT
L G 8 AN T S L TV F Q VR GAWV R V 8

2710 2730 2750

CCGTCGCCTGAGCTCCAGGAGGGCCAGGCTGTGGTCCTGAGCTGCCAGGTACCCATAGGG

GGCAGCGGACTCGAGGTCCTCCCGGTCCGACACCAGGACTCGACGGTCCATGGGTATCCC
P $ P EL Q EGQAYV VL S CQV P I G

2770 2790 2810
GTCCTGGAGGGGACCTCATATCGTTGGTATCGGEATGGCCAGCCCCTCCAGGAGTCCACT

CAGGACCTCCCCTGGAGTATAGCAACCATAGCCCTACCGETCGGGGAGGTCCTCAGGTGA
VL EGT S ¥ RWYRDGOQUPUL QE S T

2830 2850 2870
TCGGCCACGCTCCGTTTTGCAGCCATAACTCTGAGCCAGGCTGGAGCCTACCATTGCCAA

AGCCGEGTGCGAGGCAARACGTCGGTATTGAGACTCGGTCCGACCTCGGATGGTAACGGTT
s A TL RV FAATITULS QAGA AZYHTCDQ

2890 2910 2930
GCCCAAGCTCCAGGCTCAGCCACCACGGACCTGGCTGCCCCTGTCAGCCTCCACGTGACT
--------- i e e i atatt ¥

CGGGTTCGAGGTCCGAGTCGGTGGTGCCTGGACCCACGGGGACAGTCGGAGGTGCACTGG
A Q AP GSATTDULAA APV S L HV T
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2950 2970 2990
TACGCACCTCGCCAGGCCACACTCACCACCCTGATGGACTCAGGCCTCGGGCGACTGGGC

ATGCGTGGAGCGGTCCGGTGTGAGTGGTGGGACTACCTGAGTCCGGAGCCCGCTGACCCG
Y A PR QATILTTTUILMDSGUL GR L G

3010 3030 3050
CTCCTTCTGTGCCGTGTGAACAGTGACCCTCCTCGCCCAGCTCCGACTGCTCCATGGGAGC

GAGGAAGACACGGCACACTTGTCACTGGGAGGACGEGTCGAGGCTGACGAGGTACCCTCG
L L L ¢CR VDN SDUPUPAQLU RUILULUHG S

3070 3090 3110
CGCCTCGTGGCCTCTACTCTACAAGGTGTGGAGGAGCTTGCAGGCAGCTCTCCCCGCCTA

GCGGAGCACCGGAGATGAGATGTTCCACACCTCCTCGAACGTCCGTCGAGAGGGGCGGAT
R L v A S TUDL Q GV EEULAGS S P R L

' 3130 3150 3170

CAGGTGGCCACAGCCCCCAACACGCTGCGCCTGGAGATCCACAACGCAGTGCTGGAGGAT

GTCCACCGGTGTCGGGGGTTGTGCGACGCGGACCTCTAGGTGTTGCGTCACGACCTCCTA
Q v A T A PNTULIRULETIHNA AVTILE D

3190 3210 3230
GAAGGCGTCTACACCTGCGAGGCCACCAACACCCTGGGETCAGACCTTGGCCTCCGCCGCC

CTTCCGCAGATGTGGACGCTCCGGTGGTTGTGGCACCCAGTCTGGAACCGGAGGCGECGE
E GV Y TOCEA ATNTTLGOQTTU LA ASAA

3250 3270 3290
TTCGATGCCCAGGCTATGAGAGTGCAGGTGTGGCCCAATGCCACCGTGCAAGAGGGECAG

AAGCTACGGGTCCGATACTCTCACGTCCACACCGGGTTACGGTGGCACGTTCTCCCCGTC
F DA QAMU®RVYV Q VWP N ATV Q E G Q

3310 3330 3350
CTGGTGAACCTGACCTGCCTTGTATGGACCACGCACCTGGCCCAGCTCACCTACACATGG

GACCACTTGGACTGGACGGAACATACCTGGTGCGTGGACCGGETCGAGTGGATGTGTACC
L v N L T CUL VW TTHUDLA AU QU LTY T W
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3370 3390 3410
TACCGAGACCAGCAGCAGCTCCCAGGTGCTGCCCACTCCATCCTCCTGCCCAATGTCACT

ATGGCTCTGGTCGTCGTCGAGGGTCCACGACGGGTGAGGTAGGAGGACGGGTTACAGTGA
Y R D Q Q QL P GA AHS I L L PNV T

3430 3450 3470
GTCACAGATGCCGCCTCCTACCGCTGTGGCATATTGATCCCTGGCCAGGCACTCCGCCTC

CAGTGTCTACGGCGGAGGATGGCGACACCGTATAACTAGGGACCCGTCCGTCGAGGCGCAG
v T b A AS Y RCGIILTIPGOQATLURDL

3490 3510 3530
TCCAGACCTGTCGCCCTGGATGTCCTCTACGCACCCCGCAGACTGCGCCTGACCCATCTC

AGGTCTGGACAGCGGGACCTACAGGAGATGCETGEGGCAETCTGACGCGGACTGGGTAGAG
S R P V AL DV LY APWIRU RILUZRILTHIL

3550 3570 3590
TTGGAGAGCCGTGGTGGGCAGCTGGCCGTGETGCTGTCGCACTETGGACAGTCGCCCAGCT

AACCTCTCGGCACCACCCGTCGACCGGCACCACGACACGTGACACCTGTCAGCGGGTCGA
L E S R 666G Q L AV VL CTV DS R P A

3610 3630 3650
GCCCAGCTGACCCTCAGCCATGCTGGCCGCCTCCTGGCCTCCTCAACCGCAGCCTCTGTC

CGGGTCGACTGGGAGTCGGTACGACCGGCGGAGGACCGGAGCAGTTGGCGTCGGAGACAG
A QL T L S HAGIRULULASSTAA AS SV

3670 3690 3710
CCCAACACCCTGCGCCTGGAGCTGTGEGGAGCCCCGGCCCAGTGATGAGGGTCTCTACAGC

GGGTTGTGGGACGCGEACCTCGACACCCTCGGGGCCGGGTCACTACTCCCAGAGATGTCG
P N TLRUL EUL WU EPIRUP S DEGTUL Y S

3730 3750 3770
TGCTCGGCCCGCAGTCCTCTGGGCCAGGCCAACACATCCCTGGAGCTGCGECTAGAGGGC

ACGAGCCGGGCGTCAGGAGACCCGGTCCGGTTGTGTAGGGACCTCGACGCCGATCTCCCG
CcC S AR S PL GQANDNTSL EL R L E G
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3790 3810 3830
GTGCAGGTGACACTGGCTCCATCCACCACTGTGCCGGAGGGGGCCCCTGTCACAGTGACC

CACGTCCACTGTGACCGAGGTAGCTGGTGACACGGCCTCCCCCGGGGACAGTGTCACTGG
v Qg v TL AP STTV P EGAUP YV TV T

3850 3870 3890
TGTGAAGACCCTGCTGCCCGCCCACCCACCCTCTATGTCTGGTACCACAACAGCCGTTGG

ACACTTCTGGGACGACCGGCGEGTGGETGGCGAGATACAGACCATGEGTGTTGTCGGCAACC
C EDPAARPPTUL Y YV W Y HNS R W

3910 3930 3950
CTGCAGGAGGGGTCGGCTGCCTCCCTCTCGTTTCCAGCGGCTACACGGGCTCACGCGGGL
————————— et et T et 3
GACGTCCTCCCCAGCCGACGGAGGGAGAGCAAAGGTCGCCGATGTGCCCGAGTGCGCCCG
L Q E G S A ASL SV F P AATIRAUHAG

3970 3990 4010
GCCTATACCTGCCAGGTCCAGGATGCCCAGGGCACACGCATCTCCCAGCCCGCAGCACTG
————————— B e EE LS TP
CGGATATGGACGGTCCAGGTCCTACGGGTCCCGTGTGCGTAGAGGGTCGGGCGTCGTGAC
A Y T COQV QDAOQGTRTISOQ?PAATL

4030 4050 4070

CACATCCTCTATGCCCCTCGGGATGetgtectttectecttetgggactcaagggecage

GTGTAGGAGATACGGGGAGCCCTACgacaggaaaggaggaagaccctgagttecceggteg
H I L YAPRUDAVYV L S S F WD S R A S

4090 4110 4130
cctatggcegtggtacagtgecactgtggacagegagecacctgecgagatgaccetgtec
————————— B il e e et
ggataccggcaccatgtcacgtgacacctgtcegeteggtggacggetctactgggacagg
P M AV YV QCTVD S E P P A EMTTUL S

4150 4170 4190

cgtgatggcaaggtgctggecaccagecatggggeccacggettagcagtggggacagge

gcactaccgttccacgaccggtggteggtacceegggtgecgaategtcaccectgteeg
R D G K VvV L A TS HGAHRGTLA AV G T G
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4210 4230 4250
catgtccaggtggcccgecaacgccctgcagetgegggtgcagaatgtgeectecacgtgac

gtacaggtccacegggegttgegggacgtegacgeccacgtcttacacgggagtgcactyg
H VvV Q VvV ARNAL Q L RV Q NV P S R D

4270 4290 4310
aaggacacctacgtctgcatggccogeaactecttgggetecagtcagcaccatggggeag
————————— e T R it Rt R LT T TS
ttcctgtggatgcagacgtaccgggegttgaggaaccegagtcagtegtggtacceegte
K DT Y VCMARNGST LGS SV S TMG Q

4330 4350 4370

ctgcagccagaaggtgtgcacgtggtagecgagecagggetggatgtgeccgaaggeaca

gacgtceggtcetteocacacgtgcaccateggeteggteccgacctacacgggetteegtgt
L Q P E GV H YV V A EP GL DV P E G T

4390 4410 4430
gcgetgaacctgagetgtegectcectagtggecectgggecacatgggecaactecacettt

cgcgacttggactcgacageggagggatcaccgggaccecgtgtaccegttgaggtggaaa
A L N L $ CR L P S G P G HMUGNS T F

4450 4470 4490
gcttggtteeggaacggteggcagctacacacagagtctgtgeccacecttaccttcacce

cgaaccaaggccttgecagecgtcgatgtgtgtectcagacacgggtgggaatggaagtgyg
A W FRDNGROQILHTE SV P TUL TV F T

4510 4530 4550

catgtggcecegegeccaagetggettgtaccactgecaggetgageteecegeegggget
————————— B e e L D e e T ]
gtacaccgggegegggttecgaccgaacatggtgacggtecgactcgaggggcggececga
HV A RAQAGILYHZ COQAZETLPAG A

4570 4590 4610
gccacctetgctecagtettgeteegggtgetctaccetcccaagacgeccaccatgact
————————— R et T et e L DL TP T Ty

cggtggagacgaggtcagaacgaggcccacgagatgggagggttetgegggtggtactga
A T S APV L L RV L Y PP KTUPTMT
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4630 4650 4670
gtttttgtggagccegagggtggecatccagggcattectggactgeecgagtggacagtgag
————————— B it e e e e e 3
caaaaacacctcgggcteccaccgtaggtcecegtaagacctgacggeteacctgteacte
vV F V E P E G G I Q9 G I L D C R VD S E

4690 4710 4730

ccectagecagectgacectecacctgggecagteggetggtggectccagecageecceag

ggggatcggtcggactgggaggtggaceegtcagecgaccaceggaggteggteggggte
P L A §S L T L H L G S RUL YV A S S Q P Q

4750 4770 4790
getgcecctgecaagecgcacatcegegtetcagecagteccaatgeCTTGCGAGTGGAC

cgacggggacggttcggegtgtaggegcagagtecggteagggt tacgGAACGCTCACCTG
A A P A KPHTIRVSASZPNA AILTZ RIUVYVD

4810 4830 4850
ATGGAGGAGCTGAAGCCCAGTGACCAGGGGGAGTATGTGTGCTCGGCCTCCAATGCCCTG

TACCTCCTCGACTTCGGGTCACTGGTCCCCCTCATACACACGAGCCGGAGGTTACGGGAT
M E EL K P S D Q GEY V CS A SN AL

4870 4890 4910
GGCTCTGCCTCTGCTGCCACCTACTTCGGAACCAGAGCCCTGCATCGCCTGCATCTGTTC

CCGAGACGGAGACGACGGTGGATGAAGCCTTGGTCTCGGGACGTAGCGGACGTAGACAAG
G §$ A8 A ATJYVF GTIRALUHI®RTLUEHETILF

4930 4950 4970
CGGCACCTTCTCTGGTTCCTGGGGCTGCTGGCGAGCCTCCTCTTCCTACTGTTGGGCCTG

GCCGTGGAAGAGACCAAGGACCCCGACGACCGCTCGGAGGAGAAGGATGACAACCCGGAC
R H L L W FL GL L AS L L F L L L G L

4990 5010 5030
GGGGTCTGGTACGCCTGGAGACGGGGAAATTTTCACAAGCTGAGAATGGGCGAATATTCA

CCCCAGACCATGCGGACCTCTGCCCCTTTAAAAGTGTTCGACTCTTACCCGCTTATAAGT
G VW Y A WU RIRGNUVFHKULIRMMGE Y 8
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5050 5070 5090

gtagagatggtatctcggaaggaaaccacgcagatgtccactgaccaggaagaagttact
————————— B e i e ettt 3 5100
catctctaccatagagccttectttggtgegtctacaggtgactggtecttettcaatga

V EMV S R KETTOQMS TDOQEE V T

5110 5130 5150

ggaatcggtgatgatgecgggetctgtgaaccaggeggecatttgatecctgeccacectetgt
--------- e i L i e i L L L L P 5160
ccttagccactactacgcccgagacacttggtecgecgtaaactaggacgggtggagaca

G I GD DAGSVNOQAATFUDUPA AHTLC

5170 5190
gaaaacacacagtctgtGaaaagcacagtctga
--------- Fmmmmmmmmepmmme———-—p.—-— 5193

cttttgtgtgtcagacaCttttcgtgtcagact
E N T Q S V K 8 T VvV *
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