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DESCRIPCION

Procedimientos y composiciones para la vacunacién de animales con antigenos de VSRRP con una inmunogeni-
cidad mejorada.

Declaracion en Relacion con una Investigacion o Desarrollo Financiado por el Gobierno Federal de los Estados
Unidos

La presente invencion se realizé con financiacidn del Gobierno de los Estados Unidos de acuerdo con la National
Research Initiative Competitive Grant N° 2004-01576 del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos y de
acuerdo con el programa COBRE del Instituto Nacional de la Salud del National Center for Research Resources
Proyect N° P20RR15636. El gobierno tiene ciertos derechos respecto a la presente invencion.

Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere en general a composiciones que comprenden antigenos del Virus del Sindrome
Respiratorio y Reproductivo Porcino (VSRRP) con una inmunogenicidad mejorada y a procedimientos para su uso.
Las composiciones y procedimientos descritos en el presente documento dan como resultado respuestas inmunogéni-
cas mejoradas de cerdos a antigenos de VSRRP, proporcionando de este modo una proteccién mejorada de los cerdos
frente a la infeccién por VSRRP.

Técnica relacionada

El VSRRP es un patégeno econdmicamente importante que afecta a cerdos. La infeccion de cerdas multiparas y
cerdas nuliparas con VSRRP puede dar como resultado el fracaso reproductivo. EI VSRRP también causa enferme-
dades respiratorias en cerdos de todas las edades. Es posible vacunar a los cerdos para protegerlos de la infeccién por
VSRRP. Sin embargo, las vacunas actuales disponibles en el mercado (siendo la mayoria vacunas vivas atenuadas) son
algo ineficaces y por lo tanto deberian mejorarse. Los mecanismos inmunolégicos completos de la proteccién frente al
VSRRP no estén claros; sin embargo, se ha demostrado claramente que los anticuerpos neutralizantes contra VSRRP
son fundamentales para esta proteccién. Desgraciadamente, el propio VSRRP (en su forma de tipo silvestre) o las va-
cunas vivas actuales obtenidas a partir del mismo tienen una escasa capacidad para inducir anticuerpos neutralizantes
especificos de virus de una forma oportuna y a niveles eficaces (es decir, protectores).

La Patente de Estados Unidos N° 6.500.662, “Infectious cDNA clone of North American porcine reproductive and
respiratory syndrome (SRRP) virus and uses thereof” (por Calvert y col., 31 de diciembre, 2002) describe el desarrollo
de un clon de ADNc de VSRRP norteamericano infeccioso y su uso como vacuna. Sin embargo, la Patente de Estados
Unidos N° 6.500.662 no desvela vacunas de VSRRP que comprendan antigenos de VSRRP hipoglicosilados.

En otro estudio, se compararon secuencias de la proteina GPS5 (o proteina de la ORFS) de diversas cepas de VSRRP
norteamericano entre si y con el aislado de VSRRP europeo representativo conocido como la cepa Lelystad, poniendo
de manifiesto que los sitios de glicosilacién ligada a N en la Asparagina 44 (N44) y la Asparagina 51 (N51) de la
secuencia consenso de GP5 estaban conservados en todos los aislados de VSRRP examinados (Pirzadeh y col., Can.
J. Vet Res., 1998, 62: 170-177). Sin embargo, el sitio de N-glicosilacién localizado en la Asparagina 31 (N31) de
la secuencia consenso de GP5 estaba ausente en ciertos aislados de VSRRP norteamericanos y estaba ausente en
el aislado de la cepa Lelystad de VSRRP europeo. Se produjeron proteinas de fusién recombinantes GST-GP5 de
cuatro (4) cepas de VSRRP norteamericano y de la cepa Lelystad en E. coli como cuerpos de inclusién insolubles,
se renaturalizaron y se usaron como inmundgenos en conejos. Dichas proteinas recombinantes producidas en E. coli
conservan pero no glicosilan sus sitios de N-glicosilacién nativos.

También se ha demostrado que la inoculacién de cerdos con una vacuna de ADN que comprende la fusiéon de un
promotor de CMV con el gen de GP5 del aislado de VSRRP norteamericano IAF-Klop proporciona proteccién en
animales inmunizados frente a la exposicion a VSRRP (Pirzadeh y Dea, 1998, J. General Virology, 79, 989-999). Este
aislado de gen de GP5 particular codifica una proteina GP5 que contiene los restos Asparagina N31, N44 y N51 que
presumiblemente estdn glicosilados cuando se expresan en cerdos inmunizados con la vacuna de ADN. La vacunacién
de cerdos con GST-GPS5 producida en E. coli, que conserva pero no glicosila los sitios de N-glicosilacién nativos del
gen de GP5 de la cepa IAF-Klop, no protegia los pulmones de los cerdos expuestos a virus.

También se han descrito clones infecciosos de VSRRP europeo que contienen mutaciones que dan como resultado
la expresion de proteinas de VSRRP hipoglicosiladas (Wissink y col., 2004, J. Gen. Virol. 85: 3715-23). Esta referencia
particular informa de que los VSRRP que contienen mutaciones en el resto Asparagina 53 (N53) de la proteina GP(5)
de la cepa Lelystad de VSRRP, que impiden la glicosilacién ligada a N de ese sitio, son infecciosos y pueden producir
particulas de virus de la cepa Lelystad de VSRRP infecciosas. Por el contrario, los VSRRP que contienen mutaciones
en la N46 de la proteina GP(5) de la cepa Lelystad de VSRRP, que impiden la glicosilacién ligada a N de ese sitio, no
son infecciosos y no producen particulas de virus de la cepa Lelystad de VSRRP infecciosas. Wissink y col. especulan
que los sitios de N-glicanos en la proteina GP,, del VSRRP europeo y, por analogia, el sitio N53 de la proteina GP5,
podrian actuar a muchos niveles diferentes en el huésped natural, incluyendo interacciones con receptores o proteccién
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frente al sistema inmune. Kwang y col. (Research in Veterinary Science, vol. 67, n° 2, 1 de enero de 1999) desvelaron
respuestas inmunes celulares y humorales después de procedimientos de inmunizacién con ADN usando las ORF 4,
5, 6y 7 del virus SRRP. Plagemann y col. (Archives of Virology, vol. 147, 1 de enero de 2002) desvela que un epitope
neutralizante de GP5 de VSRRP estaba localizado en un sitio asociado con la unién de N-glicanos y que el sitio estaba
conservado entre aislados europeos y norteamericanos.

En virus distintos del VSRRP, se ha implicado a los restos de glicanos en una diversidad de papeles. La glicosilacion
ligada a N, en general, es importante para un plegamiento, direccionamiento y actividad bioldgica correctos de las
proteinas (Helenius, A. y M. Aebi., Annu. Rev. Biochem. 73: 1019-1049, 2004; Williams, D. B. y Glycoconj J.,
12: iii-iv, 1995; Zhang, y col. Glycobiology 14: 1229-46, 2004). En muchos virus con envoltura, las proteinas de la
envoltura se modifican por adicién de restos de azicares y la glicosilacion ligada a N de proteinas de la envoltura
desempefia diversas funciones de glicoproteinas virales tales como unién a receptor, fusiéon de membrana, penetracién
en células y gemacién de virus (Braakman, I. y E. van Anken, Traffic 1: 533-9, 2000; Doms y col. Virology 193:
545-62, 1993). Estudios recientes han demostrado el papel de la glicosilaciéon ligada a N de la glicoproteina de virus
Hantaan en el plegamiento de proteinas y el transporte intracelular (Shi, X. y R. M., Elliott, J. Virol. 78: 5414-22,
2004), asi como en la actividad bioldgica y la antigenicidad de la proteina hemaglutinina (HA) de virus influenza
(Abe, Y., y col., J. Virol. 78: 9605-11, 2004). Ademds, se ha hecho evidente que la glicosilacién de proteinas de la
envoltura viral es un mecanismo principal para la evasion del sistema inmune y la persistencia usado por varios virus
con envoltura diferentes para escapar, bloquear o minimizar la respuesta de anticuerpos neutralizantes de virus. Se ha
informado de ejemplos de este efecto para el VIS (Reitter, J. N. y col., Nat. Med. 4: 679-84, 1998) y el VIH-1 (Wei,
X. y col., Nature 422: 307-12, 2003), el VHB (Lee, J. y col. Biochem. Biophys. Res. Commun. 303: 427-32, 2003),
virus influenza (Skehel, J. J. y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 1779-83, 1984) y el arterivirus VLD (Chen, Z. y
col. Virology 266: 88-98, 2000).

Sumario de la invencion

La presente invencién se desarroll6 a la vista de los problemas anteriores. Se demuestra que las variantes hipogli-
cosiladas de una proteina de superficie principal de VSRRP GP5 aumentaba el nivel de anticuerpos neutralizantes de
VSRRP producidos por cerdos inmunizados respecto a los niveles de anticuerpos neutralizantes producidos por cerdos
inmunizados con GPS5 de tipo silvestre (wt) o glicosilada.

La presente invencidén proporciona primero una composicién que comprende un polinucledtido que codifica una
variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hiploglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N
correspondiente a la asparagina 51 o a la asparagina 34 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 esta
inactivado, para su uso en un procedimiento de generacion de una respuesta inmune mejorada en un cerdo contra un
antigeno de virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP). El polinucleétido puede comprender
una molécula de ARN de VSRRP infecciosa o una molécula de ADN que codifique una molécula de ARN de VSRRP
infecciosa. La molécula de ARN de VSRRP infecciosa puede ser un derivado de VSRRP norteamericano o un deri-
vado VSRRP europeo. Como alternativa, este polinucleétido puede comprender una molécula de ADN en la que un
promotor activo en células de mamifero se une operativamente a dicho polinucleétido que codifica una proteina GP5
hipoglicosilada. Este promotor es un promotor de CMV en ciertas realizaciones preferidas de la invencién. Como al-
ternativa, el polinucle6tido puede ser un vector viral. Los vectores virales representativos que pueden usarse incluyen
vectores de virus vaccinia, vectores de virus herpes simple, vectores de adenovirus, vectores de alfavirus y vectores
del virus de la GET.

Pueden usarse una diversidad de tipos y fuentes de secuencias de VSRRP para obtener el polinucleétido que
codifica una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacién
ligada a N correspondiente a la asparagina 34 o a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID
N°: 1 estd inactivado. En ciertas realizaciones de la invencion, se obtiene un polinucleétido que codifica una variante
polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada por sintesis directa, mutagénesis de una secuencia de nucleétidos de
GP5 aislada de VSRRP norteamericano o mutagénesis de una secuencia de nucleétidos consenso de GP5 de VSRRP
norteamericano. La secuencia de nucledtidos de GP5 aislada de VSRRP norteamericano puede seleccionarse del grupo
de nucledtidos que codifican las proteinas GP5 de las SEC ID N°: 1, SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC
ID N°: 5, SEC ID N 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, SEC ID N°: 9, SEC ID N° 10, SEC ID N°*: 11, SEC ID
N°: 12 y SEC ID N° 13. La secuencia de nucleétidos consenso de GP5 de VSRRP norteamericano codifica una
proteina GP5 consenso que tiene una identidad de al menos el 85% con la SEC ID N°: 14. En otras realizaciones de
la invencidn, el polinucleétido que codifica una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada se obtiene
por sintesis directa, mutagénesis de una secuencia de nucleétidos de GPS5 aislada de VSRRP europeo o mutagénesis
de una secuencia de nucleétidos consenso de GP5 de VSRRP europeo. La secuencia de nucleétidos de GP5 aislada de
VSRRP europeo codifica una proteina GP5 que tiene una identidad de al menos el 85% con la SEC ID N°: 15.

Pueden usarse una diversidad de procedimientos de inactivacion de sitios de glicosilacién ligada a N especificos
para poner en practica eficazmente el procedimiento de la presente invenciéon. Un procedimiento preferido de inac-
tivacion de un sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la asparagina 51 consiste en sustituir el codén de
asparagina con un codén que codifica un aminodcido distinto de asparagina. Este codén de sustitucion puede codi-
ficar un resto alanina o glutamina. En realizaciones mas preferidas, ambos de dichos sitios de glicosilacién ligada a
N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1
estan inactivadas. En otras realizaciones, el sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 34 esta
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inactivado. Este sitio de glicosilacién ligada a N de la asparagina 34 puede inactivarse por sustitucién de un codén
que codifique dicha asparagina 34 con un codén que codifique un aminodécido distinto de asparagina. El codén que
codifica otro aminodcido puede codificar un resto alanina o glutamina. En otras realizaciones preferidas, ambos sitios
de glicosilacion ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia
pueden inactivarse por sustitucion de los codones que codifican la asparagina 34 y la asparagina 51 con codones que
codifiquen un aminoécido distinto de asparagina. Ambos codones que codifican la asparagina 34 y la asparagina 51
pueden sustituirse con codones que codifiquen un resto alanina o glutamina para inactivar esos sitios de glicosilacion.
Como alternativa, ambos codones pueden sustituirse con codones que codifiquen un resto alanina para inactivar ambos
sitios de glicosilacion. Como alternativa, uno de los sitios de glicosilacién ligada a N se inactiva por sustitucién de un
codén que codifica dicha asparagina 34 o dicha asparagina 51 con un codén que codifica un aminodcido distinto de
asparagina, mientras que el otro sitio de glicosilacion ligada a N se inactiva por otras técnicas.

En realizaciones preferidas, la invencién emplea una molécula de ARN de VSRRP infecciosa que es un derivado
de VSRRP norteamericano que codifica una proteina variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada en
la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 34 o a la asparagina 51 de una
proteina GP5 de referencia de 1a SEC ID N°: 1 estd inactivado. En realizaciones mds preferidas, ambos de dichos sitios
de glicosilacion ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia
de la SEC ID N°: 1 estdn inactivados. Ambos sitios de glicosilacién ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a
la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia pueden inactivarse por sustitucién de los codones que codifican la
asparagina 34 y la asparagina 51 con codones que codifiquen un aminodcido distinto de asparagina. Ambos codones
que codifican la asparagina 34 y la asparagina 51 pueden sustituirse con codones que codifiquen un resto alanina o
glutamina para inactivar esos sitios de glicosilacién. Como alternativa, ambos codones pueden sustituirse con codones
que codifiquen un resto alanina para inactivar ese sitio de glicosilacién.

Para poner en practica la invencién, la composicién que contiene un polinucleétido se administra por inyeccién
subcutdnea, inyeccion intravenosa, inyeccidn intradérmica, inyeccion parenteral, inyeccion intramuscular, inyeccién
sin aguja, electroporacién, administracién por via oral, administracién intranasal, administracién oronasal o cualquier
combinacién de las mismas. La composicién administrada puede comprender ademds un vehiculo terapéuticamente
aceptable. Este vehiculo terapéuticamente aceptable se selecciona del grupo constituido por una proteina, un tampon,
un tensioactivo y un polimero de polietilenglicol, o cualquier combinacién de los mismos.

La composicién administrada puede comprender ademds un adyuvante. Este adyuvante puede ser hidréxido de alu-
minio, Quil A, una suspensién de gel de altimina, aceites minerales, glicéridos, dcidos grasos, subproductos de dcidos
grasos, micobacterias y oligodesoxinucleétidos CpG o cualquier combinacién de los mismos. La composicién admi-
nistrada también puede comprender un segundo adyuvante tal como interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL4, IL-5, IL6, IL-12,
interferon gamma (IFN-g), factor de necrosis tumoral, MDP (dipéptido de muramilo), complejo inmunoestimulante
(ISCOM) y liposomas.

La respuesta inmune mejorada de un cerdo contra un antigeno de VSRRP puede comprender una produccién
aumentada de anticuerpos neutralizantes de VSRRP por dicho cerdo. La produccién aumentada de anticuerpos neu-
tralizantes de VSRRP se observa tipicamente tras la inmunizacién del cerdo por los procedimientos y composiciones
de la presente invencién. La respuesta inmune mejorada puede obtenerse en una cerda multipara, una cerda nulipara,
un verraco o un cochinillo.

La invencién también proporciona una composicién que comprende una variante polipeptidica de GPS de VSRRP
hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 y a la aspa-
ragina 34 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado, para su uso en un procedimiento de
generacion de una respuesta inmune mejorada en un cerdo contra un antigeno del virus del sindrome respiratorio y re-
productivo porcino (VSRRP). La proteina variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada puede producirse
mediante los mismos polinucleétidos usados en los procedimientos descritos anteriormente en sistemas de expresion
bacterianos, de levaduras o mamiferos.

La presente invencién también proporciona composiciones que comprenden un polinucledtido que codifica una
variante polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacién
ligada a N correspondiente a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado,
y un vehiculo terapéuticamente aceptable. En ciertas realizaciones, las composiciones comprenden polinucleétidos
en los que ambos sitios de glicosilacién ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de la
SEC ID N°: 1 estdn inactivados. En realizaciones preferidas, esta composicién puede comprender una molécula de
ARN de VSRRP norteamericano infecciosa o una molécula de ADN que codifique una molécula de ARN de VSRRP
norteamericano infecciosa. En otras realizaciones, el polinucleétido comprende una molécula de ADN en la que un
promotor activo en células de mamifero se une operativamente a dicho polinucleétido que codifica dicha variante
polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada. En ciertas realizaciones preferidas, este promotor
es un promotor de CMV. En otras realizaciones mds, el polinucledtido de la composiciéon comprende un vector viral.
Los vectores virales que pueden usarse en la composicién pueden ser uno cualquiera de un vector de virus vaccinia,
un vector de virus herpes simple, un vector de adenovirus, un vector de alfavirus o un vector del virus de la GET.

En los polinucledtidos de la composicién, un sitio de glicosilacién ligada a N se inactiva por sustituciéon de un
codén que codifica dicha asparagina 51 con un codén que codifica un aminodcido distinto de asparagina. El codén
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que codifica un aminodcido distinto de asparagina codifica un resto alanina o glutamina. En otras realizaciones de
esta composicion, un sitio de glicosilacion ligada a N adicional se inactiva por sustituciéon de un codén que codifi-
ca la asparagina 34 con un codén que codifica un aminodcido distinto de asparagina. Este codén que codifica otro
aminodcido puede codificar un resto alanina o glutamina. Se proporcionan por lo tanto mediante esta solicitud com-
posiciones preferidas que comprenden polinucleétidos que codifican una proteina variante polipeptidica de GP5 de
VSRRP norteamericano hipoglicosilada, en la que ambos de dichos sitios de glicosilacion ligada a N correspondientes
a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de virus norteamericano de la SEC ID
N°: 1 estdn inactivados. Ambos de dichos sitios de glicosilacion ligada a N pueden inactivarse por sustitucion de los
codones que codifican dicha asparagina 34 y dicha asparagina 51 con codones que codifiquen un aminodcido distinto
de asparagina. Estos codones que codifican un aminoacido distinto de asparagina pueden codificar un resto alanina o
glutamina.

El vehiculo terapéuticamente aceptable usado en la composicién puede ser una proteina, un tampon, un tensioactivo
y un polimero de polietilenglicol, o cualquier combinacién de los mismos. La composicién comprende ademads al
menos un adyuvante. Este adyuvante puede ser hidréxido de aluminio, Quil A, una suspensién de gel de alimina,
aceites minerales, glicéridos, acidos grasos, subproductos de dcidos grasos, micobacterias y oligodesoxinucleétidos
CpG o cualquier combinacién de los mismos. La composicién puede comprender ademds un segundo adyuvante
seleccionado del grupo constituido por interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL4, IL-5, IL6, IL-12, interfer6n gamma (IFN-g),
factor de necrosis tumoral, MDP (dipéptido de muramilo), complejo inmunoestimulante (ISCOM) y liposomas.

También se proporciona mediante la presente invencién una composicién que comprende una variante polipep-
tidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacion ligada a N
correspondiente a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado, y un vehicu-
lo terapéuticamente aceptable. En realizaciones preferidas, los sitios de glicosilacién ligada a N correspondientes tanto
a la asparagina 34 como a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estan inactivados.
La proteina variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada puede producirse mediante los mismos polinu-
cleétidos usados en los procedimientos descritos anteriormente en sistemas de expresion bacterianos, de levaduras o
mamiferos.

La presente invencién también proporciona polinucleétidos aislados que codifican una variante poilpeptidica de
GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente
a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado. En ciertas realizaciones, se
proporcionan polinucleétidos en los que ambos sitios de glicosilacion ligada a N correspondientes a la asparagina 34
y ala asparagina 51 estdn inactivados. En realizaciones preferidas, este polinucleétido aislado puede comprender una
molécula de ARN de VSRRP norteamericano infecciosa o una molécula de ADN que codifica una molécula de ARN
de VSRRP norteamericano infecciosa. En otras realizaciones, el polinucledtido aislado comprende una molécula de
ADN en la que un promotor activo en células de mamiferos se une operativamente a dicho polinucleétido que codifica
dicha variante polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada. En ciertas realizaciones preferidas,
este promotor es un promotor de CMV. En otras realizaciones mas, el polinucledtido aislado comprende un vector
viral. Los vectores virales que pueden usarse en la composicién pueden ser uno cualquiera de un vector de virus
vaccinia, un vector de virus herpes simple, un vector de adenovirus, un vector de alfavirus y un vector del virus de la
GET.

En los polinucleétidos aislados, un sitio de glicosilacién ligada a N se inactiva por sustitucion de un codén que
codifica dicha asparagina 51 con un codén que codifica un aminoécido distinto de asparagina. El codén que codifica
un aminodcido distinto de asparagina codifica un resto alanina o glutamina. En otras realizaciones preferidas, un sitio
de glicosilacion ligada a N adicional se inactiva por sustitucién de un codén que codifica la asparagina 34 con un
codén que codifica un aminodcido distinto de asparagina. Este codén que codifica otro aminodcido puede codificar un
resto alanina o glutamina. Por lo tanto, se proporcionan polinucleétidos preferidos que codifican una proteina variante
polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada en la que ambos de dichos sitios de glicosilacién
ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de una proteina GP5 de referencia de virus
norteamericano de la SEC ID N° 1 estdn inactivados. Ambos de dichos sitios de glicosilacion ligada a N pueden
inactivarse por sustitucion de los codones que codifican dicha asparagina 34 y dicha asparagina 51 con codones que
codifiquen un aminoécido distinto de asparagina. Estos codones que codifican un aminoécido distinto de asparagina
pueden codificar un resto alanina o glutamina.

La invencién también proporciona un polipéptido aislado que es una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP
norteamericano hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la aspara-
gina 51 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado. La proteina variante polipeptidica de
GP5 de VSRRP hipoglicosilada aislada puede producirse mediante los mismos polinucleétidos usados en los proce-
dimientos descritos anteriormente en sistemas de expresion bacterianos, de levaduras o mamiferos, y purificarse por
cromatografia u otras técnicas.

Caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencién, asi como la estructura y el funcionamiento de
diversas realizaciones de la presente invencion, se describen en detalle a continuacién con referencia a los dibujos
adjuntos.
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Breve descripcion de los dibujos

Los dibujos adjuntos, que se incorporan en y forman parte de la memoria descriptiva, ilustran las realizacio-
nes de la presente invencidn y, junto con la descripcidn, sirven para explicar los principios de la invencion. En los
dibujos:

La Figura 1 ilustra la expresion transitoria de las proteinas GPS y M de VSRRP. A. Representacion esquemética
de la construccidn bicistrénica que muestra las regiones codificantes de GP5 y M flanqueando el IRES (IE) del virus
de la encefalomiocarditis. Las regiones codificantes estdn bajo el control del promotor de la ARN polimerasa de T7
(rectangulo negro), presente inmediatamente cadena arriba de la regién codificante de GP5. La flecha doblada mues-
tra la posicidn y la direccién de la transcripcion por la ARN polimerasa de T7 desde el vector. B. Expresion de las
proteinas GP5 y M en células transfectadas con el vector bicistrénico. Las células con transfeccion simulada (carril 1)
o transfectadas con pldsmido (carriles 2-7) se radiomarcaron como se describe en los Materiales y Procedimientos, se
inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-Gp5 (carriles 1-5) o anticuerpo anti-M (carriles 6-7). Las proteinas inmuno-
precipitadas se dejaron sin tratar (-) (carriles 1, 2, 6 y 7) o se trataron (+) con Endo H (carril 3), PNGasa F (carril 4)
y se analizaron por electroforesis. El carril 5 contiene proteinas inmunoprecipitadas de células transfectadas tratadas
(+) con tunicamicina. Se muestra la movilidad de las proteinas con respecto a su masa molecular relativa (Mr) en
kilodaltons.

La Figura 2 ilustra el andlisis de glicosilaciéon de WT-GP5 y sus mutantes usando un pldsmido bicistrénico. A. Se
muestra una representacion esquemdtica del vector bicistronico y de la GP5 de VSRRP con los tres supuestos sitios
de glicosilacion en las posiciones aminoacidicas 34, 44 y 51. B. Diversos mutantes usados en el presente estudio.
C. Expresiéon de GP5 wt y mutante y su sensibilidad a Endo H. El experimento se realiz6 como se describe en la
leyenda de la Figura 1, las proteinas se inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-GP35, se digirieron con Endo H (+) o
se dejaron sin digerir (-) y se analizaron por electroforesis. Las proteinas GP5 mutantes se muestran mediante puntas
de flecha. Se muestra a la derecha la movilidad de las proteinas con respecto a su masa molecular relativa (Mr) en
kilodaltons.

La Figura 3 ilustra la caracterizacién de virus mutantes que codifican una GP5 mutante. A. Cinética de crecimiento
en una sola etapa de VSRRP wt (FL-12) y diversos VSRRP mutantes en células MARC-145. Se infectaron células en
placas de seis pocillos con VSRRP a una MOI de 3, se recogieron los sobrenadantes de cultivo a los tiempos indicados
después de la infeccion y se determinaron los titulos de virus. Se muestra el promedio de los titulos con su desviacién
tipica (barras de error) de tres experimentos independientes. B. Morfologia de placas de virus mutantes. Las flechas sin
relleno y puntas de flecha muestran placas que estdn menos claras. C. Trans-complementacion para recuperar VSRRP
mutantes. Andlisis cuantitativo de la recuperacién de virus mutante a partir de células que expresan proteina GP5
wt. Se muestra el promedio de la produccién de virus de tres experimentos independientes con su desviacidn tipica
(representada mediante barras de error).

La Figura 4 ilustra un examen de la GPS5 incorporada en viriones mutantes y sintetizada en células infectadas
por virus mutante. A. Los viriones radiomarcados de sobrenadantes de cultivo de células infectadas se sedimentaron,
se inmunoprecipitd la proteina GPS5, se traté con (+) o sin (-) Endo H y se analizé por electroforesis. La GP5 con
y sin digestiéon con Endo H en los carriles 1 y 2 se muestra mediante llaves blancas. B. Se radiomarcaron células
infectadas con diversos virus mutantes, se inmunoprecipité la GPS, se traté con (+) o sin (-) Endo H y se analiz6 por
electroforesis. La GP5 con y sin digestién con Endo H en los carriles 2 y 3 se muestra mediante llaves blancas. La
movilidad de las proteinas con respecto a su masa molecular relativa (Mr) en kilodaltons se muestra en el lado derecho
de cada panel.

La Figura 5 ilustra un alineamiento de secuencias de aminoédcidos N-terminales de GPS de VSRRP norteamericano
con la secuencia N-terminal de referencia de GP5 de VSRRP norteamericano (SEC ID N°: 1; cepa NVSL 97-7895).
Se muestran los primeros 60 amino4cidos N-terminales de un alineamiento de las proteinas de 200 aminodcidos. Los
sitios de glicosilacion ligada a N de la asparagina 34 “NSS” y de la asparagina 51 “NGT” de las proteinas se muestran
en negrita. Otros sitios de glicosilacion ligada a N localizados entre los restos 29 y 35 de la proteina GP5 de referencia
estdn subrayados.

La Figura 6 ilustra un alineamiento de la secuencia de aminodcidos N-terminal de GP5 de VSRRP europeo con
la secuencia N-terminal de referencia de GPS de VSRRP norteamericano (SEC ID N°: 1; cepa NVSL 97-7895). Se
muestra un alineamiento de la proteina GP5 completa de proteinas de aproximadamente 200 aminoacidos en el que el
sitio de glicosilacion ligada a N de la asparagina 51 “NGT” se muestra en negrita (es decir, la asparagina 53 de la SEC
ID N°: 195).

Descripcion detallada de las realizaciones preferidas
Definiciones

La expresién “vehiculo aceptable”, como se usa en el presente documento, se refiere a un vehiculo que no es
perjudicial para los demds ingredientes de la composicién y que no es perjudicial para el material al que se va a
aplicar. La expresion “vehiculo terapéuticamente aceptable” se refiere a un vehiculo que no es perjudicial para los

demas ingredientes de la composicién y que no es perjudicial para el ser humano u otro destinatario animal de la
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misma. En el contexto de los demds ingredientes de la composicién, “no perjudicial” significa que el vehiculo no
reaccionard con ni degradard los demds ingredientes ni interferird de otro modo con su eficacia. La interferencia con
la eficacia de un ingrediente no incluye la simple dilucién del ingrediente. En el contexto del animal, “no perjudicial”
significa que el vehiculo no causa lesiones ni es letal para la planta o animal.

El término “adyuvante”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier material usado junto con un
antigeno que aumenta la capacidad de ese antigeno para inducir una respuesta inmune.

La “administracion”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier medio para proporcionar un
polinucleétido, un polipéptido o composicién de los mismos a un sujeto. Los ejemplos no limitantes de medios de
administracién incluyen la inyeccién subcutdnea, inyeccidn intravenosa, inyeccion intradérmica, inyeccion parenteral,
inyeccidn intramuscular, inyeccion sin aguja, electroporacién, administracién por via oral, administracién intranasal,
administracién oronasal o cualquier combinacién de las mismas.

El término “antigeno”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier entidad que induzca una
respuesta inmune en un huésped.

La expresion “secuencia consenso”’, como se usa en el presente documento, se refiere a una secuencia de aminoa-
cidos, de ADN o ARN generada por alineamiento de dos o mds secuencias homdlogas y de la que se obtiene a nueva
secuencia que representa la secuencia comun de aminoécidos, ADN o ARN.

La expresion “variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada”, como se usa en el presente documento,
se refiere a proteinas GP5 de VSRRP en las que la secuencia de aminoacidos original o no variante que comprende uno
0 mas sitios de glicosilacion ligada a N se ha modificado para reducir el nimero de sitios de glicosilacion ligada a N
en la proteina variante de GP5 resultante. De acuerdo con esta definicion, la expresién de una proteina GP5 original o
no variante en E. coli para producir una proteina GP5 con la secuencia original de GP5 que contenga el mismo niimero
de sitios de glicosilacién no daria como resultado la produccién de una variante polipeptidica de GPS de VSRRP
hipoglicosilada.

La expresion “respuesta inmune”, como se usa en el presente documento, se refiere a la produccion de anticuerpos
y/o células (tales como linfocitos T) que se unen, degradan o inhiben de otro modo un antigeno particular. Expresiones
relacionadas tales como “una respuesta inmune mejorada” se refieren al uso de los procedimientos y composiciones
que dan como resultado cualquier mejora medible en la respuesta de un huésped inmunizado contra un antigeno. Por
ejemplo, las mejoras medibles en una respuesta inmune incluyen, pero sin limitacién, una produccién aumentada de
anticuerpos neutralizantes (es decir, titulos de anticuerpos aumentados) respecto a los niveles de produccién observa-
dos en animales de control que se han inmunizado con antigenos que carecen de las modificaciones estructurales que
proporcionan una respuesta inmune mejorada.

La expresién “molécula de ARN infecciosa” se refiere a una molécula de ARN que codifica todos los elementos
necesarios para la produccién de un virién funcional cuando se introduce en una célula huésped permisiva.

La expresion “clon infeccioso”, como se usa en el presente documento, se refiere a una molécula de ADN que
codifica una molécula de ARN infecciosa.

La expresion “VSRRP norteamericano”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier VSRRP
que comprende secuencias polinucleotidicas asociadas con aislados de VSRRP norteamericanos tales como, pero sin
limitacién, la cepa NVSL 97-7895 (Truong y col., Virology, 325: 308-319 y referencias contenidas en la misma) o las
cepas IAF-Klop, MLV, ATCC VR-2332, ATCC VR-2385, IAF-BAJ, IAF-DESR, IAF-CM, IAF 93-653, IAF 93-2616,
IAF 94-3182, IAF 94-287 descritas en Pirzadeh y col. Can. J. Vet Res, 62: 170-177 y referencias contenidas en la
misma). Para la presente invencion, los VSRRP que comprenden secuencias polinucleotidicas asociadas con aislados
de VSRRP norteamericanos son VSRRP que contienen secuencias polinucleotidicas en las que la region codificante
de GPS5 codifica un polipéptido que tiene una identidad de secuencia proteica de al menos el 85% con la SEC ID N°:
1.

La expresion “VSRRP europeo”, como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier VSRRP que
comprende secuencias polinucleotidicas asociadas con aislados de VSRRP norteamericanos, tales como, pero sin
limitacién, la cepa Lelystad (Wissink y col., J. Gen. Virol. 85: 3715, 2004 y referencias contenidas en la mis-
ma). Para la presente invencion, los VSRRP que comprenden secuencias polinucleotidicas asociadas con aislados
de VSRRP europeos son VSRRP que contienen secuencias polinucleotidicas en las que la regién codificante de
GP5 codifica un polipéptido que tiene una identidad de secuencia proteica de al menos el 85% con la SEC ID N°:
15.

El “porcentaje de identidad”, como se usa en el presente documento, se refiere al nimero de elementos (es decir,
aminodcidos o nucledtidos) en una secuencia que son idénticos dentro de una longitud definida de dos segmentos de
ADN, ARN o proteina éptimamente alineados. Para calcular el “porcentaje de identidad”, el nimero de elementos
idénticos se divide entre el niimero total de elementos en la longitud definida de los segmentos alineados y se mul-
tiplica por 100. Cuando el porcentaje de identidad se usa en relacién con proteinas, se entiende que ciertos restos
aminoacidicos pueden no ser idénticos pero ser sin embargo sustituciones de aminoacidos conservativas, que refle-
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jan sustituciones de restos aminoacidicos con propiedades quimicas similares (por ejemplo, restos dcidos o bésicos,
hidr6fobos, hidréfilos, donadores o aceptores de enlaces de hidrégeno). Dichas sustituciones pueden no cambiar las
propiedades funcionales de la molécula. Por consiguiente, el porcentaje de identidad de las secuencias de proteinas
puede aumentarse para representar las sustituciones conservativas.

Introduccion

La glicoproteina 5 (GP5) del virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP) es la glicoproteina de
la envoltura mds abundante y un inductor muy importante de anticuerpos neutralizantes in vivo. Tres supuestos sitios
de glicosilacién ligada a N (N34, N44 y N51) se localizan en el ectodominio de GP5, donde también existe un epitope
de neutralizacién principal. Para determinar cudl de estos supuestos sitios de glicosilacion se usa en el ciclo vital del
VSRRP vy el papel de los restos de glicanos en la induccién de anticuerpos neutralizantes, los presentes inventores
generaron un panel de mutantes de GP5 que contenian sustituciones de aminodcidos individuales o multiples en estos
sitios. La expresion transitoria de las proteinas de tipo silvestre (wt) asi como mutantes y los estudios bioquimicos
posteriores pusieron de manifiesto que la GP5 madura contiene restos de azicares de tipo de alto contenido en manosa
en los tres sitios. Posteriormente estas mutaciones se incorporaron en un clon de ADNc de longitud completa para
recuperar VSRRP infeccioso. Los resultados de los presentes inventores demuestran que las mutaciones que impli-
caban al resto N44 no daban como resultado la produccién de progenie infecciosa, indicando que la N44 es el resto
aminoacidico mds critico para la infectividad viral. Los virus que llevaban mutaciones en las posiciones N34, N51 y
N34/51 se desarrollaban hasta titulos menores que el VSRRP wt y presentaban un efecto citopatico reducido en células
MARC 145. En ensayos de neutralizacion en suero, los virus mutantes presentaban una sensibilidad aumentada a la
neutralizacién por anticuerpos especificos de VSRRP wt. Ademads, la inoculacién de cerdos con los virus mutantes
inducia niveles significativamente superiores de anticuerpos neutralizantes contra el VSRRP mutante asi como contra
el VSRRP wt, sugiriendo por lo tanto que la pérdida de restos de glicanos en el ectodominio de GP5 aumenta tanto la
sensibilidad de estos virus a la neutralizacién in vitro como la inmunogenicidad del epitope de neutralizacién cercano.
Estos resultados deberian tener una gran importancia para el desarrollo de vacunas de VSRRP de eficacia protectora
mejorada.

Se sabe que los anticuerpos neutralizantes son un factor de correlacién importante de la proteccion frente al
VSRRP. Los presentes inventores han descubierto que la eliminacién de sitios de glicosilacion en la proteina GPS
de VSRRP da como resultado un aumento significativo de: (1) la capacidad de la cepa de VSRRP modificada para
ser neutralizada por un antisuero de convaleciente de VSRRP y (2) la capacidad de esta cepa de VSRRP modificada
para producir niveles de anticuerpos neutralizantes de VSRRP sin precedentes cuando se usa para inocular cerdos.
La aplicacién de este concepto a cualquier virus vivo (wt o atenuado) para la inmunizacién frente a la infeccién
por VSRRP tendria un impacto significativo en su uso para conferir una proteccién eficaz frente a la infeccién por
VSRRP.

En el momento actual, existen tres estrategias principales para inmunizar frente a infecciones por VSRRP: (1)
vacunas vivas atenuadas, (2) vacunas inactivadas (que se basan en VSRRP wt cultivado in vitro e inactivado quimica-
mente) y (3) el uso de una infeccién a propésito con VSRRP wt virulento de forma sistemadtica a todos los animales
de la piara. Existen muchas discusiones y controversia acerca de cudl de estas 3 formas es la mds eficaz. La presente
invencién seria beneficiosa independientemente de la estrategia usada para la inmunizacién. La alteracion genética
de un VSRRP vivo para modificar el nivel de glicosilacién de sus proteinas puede realizarse en la cepa vacunal de
VSRRP atenuada o la cepa de VSRRP wt usada para producir una vacuna inactivada, o la cepa de VSRRP wt usada
para la inoculacidn directa de la piara por infeccién masiva.

El virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino (VSRRP) pertenece a la familia Arteriviridae dentro del
orden Nidovirales, que también incluye el virus de la arteritis equina (VAE), el virus elevador de la lactato deshidroge-
nasa (VLD) y el virus de la fiebre hemorrédgica de los simios (VFHS). El genoma viral es una molécula de ARN lineal
de cadena positiva de aproximadamente 15,0 kb de longitud y posee una estructura de caperuza en el extremo 5’ y una
cola poli(A) en el extremo 3’. Estan codificadas ocho fases de lectura abierta (ORF) en el genoma viral. Las primeras
dos fases de lectura abierta (ORFla y ORFlab) codifican poliproteinas virales no estructurales (NS) que estan impli-
cadas en el procesamiento de las poliproteinas y en la transcripcién y replicacién del genoma. Las proteinas virales
estructurales, codificadas en las ORF2-7, se expresan a partir de seis ARNm subgendmicos con caperuza y poliadenila-
dos que se sintetizan como un conjunto anidado 3’-coterminal de ARNm con una secuencia lider comtn en el extremo
5’. La proteina de la envoltura viral principal es la glicoproteina 5 (GPS5), que esta codificada en la ORF5 del genoma
viral. La GP5 es una proteina transmembrana glicosilada de aproximadamente 25 kDa de tamafio. Tiene un supuesto
péptido sefial N-terminal y posee tres sitios de glicosilacion ligada a N potenciales que se localizan en un pequefio
ectodominio que comprende los primeros 40 restos de la proteina madura. En el VAE y el VLD, la glicoproteina de la
envoltura principal forma un heterodimero unido por enlace disulfuro con el producto génico de la ORF®6, la proteina
viral de la matriz (M). Se ha observado una interaccion similar entre las proteinas GP5 y M del VSRRP pero el modo
de interaccién no se ha definido todavia. Se ha postulado que la formacién de heterodimeros de las proteinas GPS y M
puede desempefar un papel critico en el ensamblaje de VSRRP infecciosos. Ademds de este papel en el ensamblaje
del virus, la GPS5 parece estar implicada en la entrada del virus en células huésped susceptibles. Se supone que la GP5
interacciona con el receptor de la célula huésped, la sialoadhesina, para su entrada en macréfagos alveolares porcinos
(MAP), las células diana in vivo para el VSRRP. El papel de la GP5 en el reconocimiento del receptor se confirma por
la presencia de un epitope de neutralizacién principal en el ectodominio N-terminal, implicando por lo tanto un papel
fundamental del ectodominio de GP5 en el proceso infeccioso.
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Los glicanos ligados a N del ectodominio GP5 pueden ser criticos para un funcionamiento apropiado de la proteina.
La glicosilacién ligada a N, en general, es importante para el plegamiento, direccionamiento y actividad bioldgica
correctos de las proteinas. En muchos virus con envoltura, las proteinas de la envoltura se modifican por adicién
de restos de azucares y la glicosilacion ligada a N de la proteina de la envoltura desempefia diversas funciones de
glicoproteinas virales tales como unién a receptor, fusién de membrana, penetracién en células y gemacion de virus.
Estudios recientes han demostrado el papel de la glicosilacion ligada a N de la glicoproteina de virus Hantaan en el
plegamiento de la proteina y el transporte intracelular, asi como en la actividad biolégica y en la antigenicidad de la
proteina hemaglutinina (HA) de virus influenza. Ademas, se ha hecho evidente que la glicosilacién de proteinas de
la envoltura viral es un mecanismo principal para la evasion inmune y la persistencia del virus usado por varios virus
con envoltura diferentes para escapar, bloquear o minimizar la respuesta de anticuerpos neutralizantes de virus. Se ha
informado de ejemplos de este efecto para el VIS y el VIH-1, el VHB, virus influenza y, lo que es mds importante en
el caso del VSRRP, el arterivirus VLD.

Recientemente, se ha informado del desarrollo de sistemas genéticos inversos para VSRRP en varios labora-
torios incluyendo el de los presentes inventores. Evidentemente, los estudios mutacionales con clones infecciosos
han conducido a un mejor entendimiento de los mecanismos de transcripcién y replicacién del genoma viral de
los arterivirus. Por lo tanto, para examinar la importancia de la glicosilacién ligada a N en la actividad biol6gi-
ca de GP5 de VSRRP en la generacién de virus infecciosos o la generacién de anticuerpos neutralizantes in vivo,
los presentes inventores han construido una serie de proteinas GP5 mutantes en las que cada uno de los sitios de
glicosilacién ligada a N potenciales se ha mutado individualmente o en diversas combinaciones. Las proteinas mu-
tantes resultantes se examinaron para determinar su patrén de glicosilacién, su papel en la recuperacion de virus
infeccioso y en la neutralizacién cruzada por anticuerpos generados, por medio de inoculaciones experimentales,
contra el VSRRP wt o contra los virus mutantes. Los datos de los presentes inventores muestran que los tres su-
puestos sitios de glicosilacion se usan para la glicosilacién con glicanos de tipo de alto contenido en manosa y que
la glicosilacion de la proteina GP5 en el resto 44 es critica para la recuperacion de VSRRP infecciosos. De forma
muy importante, los datos de los presentes inventores a partir de los estudios de neutralizacion y respuesta de an-
ticuerpos indican que la infeccién natural con VSRRP puede implicar una evasién del sistema inmune basada en
mecanismos de proteccion de glicanos como se ha descrito previamente para otros virus, contribuyendo por lo tan-
to a explicar la respuesta inmune humoral protectora bastante ineficaz que se observa en animales infectados por
VSRRP.

Sitios de Glicosilacion Ligada a N y Procedimientos de Inactivacion

La glicosilacién ligada a N en glicoproteinas se produce tipicamente en secuencias Asn-Xaa-Ser/Thr (NXS/T)
donde Xaa (X) es cualquier resto aminoacidico excepto Pro. Pueden introducirse una diversidad de mutaciones en
sitios de glicosilacion ligada a N para proporcionar su inactivacion. Un procedimiento de inactivacién preferido com-
prende la sustitucion del resto asparagina con un resto que codifique cualquier aminodcido distinto de asparagina.
En realizaciones mds preferidas de la presente invencion, el resto asparagina se sustituye con un resto alanina o
glutamina.

Otros procedimientos de inactivacién de sitios glicosilacién ligada a N y, en particular, los sitios de glicosilacién
ligada a N correspondientes a las asparaginas 34 y/o 51 de la proteina de referencia GP5 de la SEC ID N°: 1, también
se contemplan en el presente documento. Las sustituciones de ciertos aminodcidos tales como prolina, tript6fano,
aspartato, glutamato o leucina en la posicién Xaa también pueden usarse para inactivar sitios de glicosilacién ligada
a N (Kasturi y col., Biochem J. 323 (2):415-9, 1997). Como alternativa, también pueden usarse sustituciones de
la posicion hidroxiaminoacidica final del sitio de glicosilacién ligada a N (es decir, el resto serina o treonina de
la secuencia NXS/T) con cualquier aminodcido que no sea un hidroxiaminodcido (es decir, cualquier aminoécido
distinto de serina o treonina) para inactivar el sitio de glicosilacion ligada a N. Los ejemplos de aminodcidos que no
son hidroxiaminodcidos que se han usado para inactivar sitios de glicosilacion ligada a N incluyen cisteina (Kasturi y
col., J. Biol. Chemistry 270 (24), 14756-14761, 1995).

Ademais de las sustituciones de aminodcidos, también se contemplan en la presente invencién otros tipos de mu-
taciones que inactiven sitios de glicosilacién ligada a N tales como inserciones de aminoécidos o deleciones de ami-
nodcidos. Los expertos en la materia apreciardn que un sitio de glicosilacién ligada a N puede inactivarse facilmente
por deleciones que eliminen aminodcidos clave en la secuencia NXS/T (es decir, los restos asparagina), que dardn
como resultado la inactivacién de ese sitio de glicosilacién. Las deleciones del resto X o del resto serina/treonina
pueden inactivar de forma similar ciertos sitios de glicosilacion ligada a N en los que el resto S o T no estd seguido
de otro resto S o T en la secuencia de origen natural. Cuando X es un aminodcido que no es un hidroxiaminoacido
(es decir, no es serina ni treonina), las inserciones de cualquier resto aminoacidico en el extremo carboxi terminal del
resto N pueden inactivar el sitio de glicosilacién ligada a N. Las inserciones de cualquier aminoédcido que no sea un
hidroxiaminodcido en el extremo carboxi terminal del resto X también pueden inactivar el sitio de glicosilacién ligada
aN.

En resumen, se entiende que la caracteristica clave de la mutacién usada para realizar la invencidn es que in-
activa los sitios de glicosilacion ligada a N en la asparagina 34 y/o la asparagina 51 de una proteina GP5. Aun-
que quedar ligado a teoria alguna, se cree que la caracteristica clave de estas mutaciones es que impiden la gli-
cosilacién en una region determinada de la proteina (es decir, los restos correspondientes a los sitios de la aspa-
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ragina 34 y/o la asparagina 51 en una proteina de referencia GP5 de la SEC ID N° 1). Impidiendo la glicosila-
cidén en estos sitios, se eliminan los restos de azicares que cominmente protegen a epitopes clave del virus de tipo
silvestre, permitiendo de este modo la generacién de una respuesta inmune mejorada. Por consiguiente, se prevé
que puedan usarse varios tipos de mutaciones diferentes (es decir, sustitucion, insercién o delecién de aminoéci-
dos) para inactivar los sitios de glicosilacion ligada a N y obtener un antigeno que generard la respuesta inmune
mejorada.

Descripcion de polinucledtidos y polipéptidos de VSRRP de la invencion

Los procedimientos de la presente invencion pueden ponerse en prictica con una diversidad de polinucle6tidos
diferentes que pueden obtenerse de una diversidad de fuentes diferentes. La caracteristica comtn de todos los po-
linucledtidos es que codifican una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada en la que los sitios de
glicosilacién ligada a N correspondientes a la asparagina 34, a la asparagina 51 o tanto a la asparagina 34 como a la
asparagina 54 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estdn inactivados. Para identificar los sitios de
glicosilacién ligada a N correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 54 de la proteina GP5 de referencia de
la SEC ID N°: 1, la secuencia polipeptidica de GP5 de VSRRP no variante y normalmente glicosilada puede alinearse
con la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1. Se presentan ejemplos de dicho alineamiento en las Figuras 5y
6. Las secuencias particulares usadas en este alineamiento se describen en la Tabla 1.

TABLA 1

Descripcion de Secuencias

Descripcion Acceso de GenBank (Referencia)(Secuencia ID Ne:
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAS59265.1 (Truong, H. M., y col. [SEC ID N2: 1
norteamericana NVSL 97-7895 Virology 325 (2), 308-319 , 2004)
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41206.1 SEC ID N%: 2
norteamericana 1. Proteina GP5 de
IAF-Klop
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41209.1 SEC ID N°: 3
norteamericana |IAF-BAJ
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41212.1 SEC ID N%: 4
norteamericana IAF-DESR
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41215.1 SEC ID N%: 5
norteamericana |IAF 93-653
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41218.1 SEC ID N%: 6
norteamericana |IAF 93-2616
Proteina GP5 de cepa VSRRP AAC41221.1 SEC ID N%: 7
norteamericana 94-3182
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41224 .1 SEC ID N%: 8
norteamericana 94-287
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC28399.1 (con Ser 106 como  |SEC ID N%: 9
norteamericana IAF-CM por Pirzadeh, B., y col. Can. J. Vet.

Res. 62 (3), 170-177 (1998)
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Descripcion Acceso de GenBank (Referencia)|Secuencia ID Ne:
Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAC41227.1 SEC ID N%: 10
norteamericana ONT-TS

Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAD12129.1 SEC ID N¢: 11
norteamericana VR-2332

Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAAB7155.1 SEC ID N2: 12
norteamericana VR-2385

Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAD27656.1 SEC ID N%: 13
norteamericana MLV

Proteina GP5 de cepa de VSRRP Pirzadeh, B., y col. can. J. vet. SEC ID N¢: 14
norteamericana Consenso Res. 62 (3), 170-177 (1998)

Proteina GP5 de cepa de VSRRP AAA47105.1 SEC ID N%: 15
europea LV

ADN de clon infeccioso de VSRRP de [AAS59265. (Truong, H. M., y col. [SEC ID N°: 16
cepa de VSRRP norteamericana NVSL |Virology 325 (2), 308-319, 2004)

97-7895

ADN de clon infeccioso de VSRRP de |AY150564. (Nielsen, H. S., y col., |SEC ID N%:17
cepa de VSRRP norteamericana VR-  |J. Virol. 77 (6), 3702-3711, 2003)

2332

Para identificar los sitios de glicosilacién ligada a N correspondientes a la asparagina 34 o a la asparagina 51
de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N° 1 que pueden inactivarse y usarse en los procedimientos
de la presente invencidn, las proteinas GP5 de un aislado de VSRRP norteamericano (Figura 5) o un aislado de
VSRRP europeo (Figura 6) deseado se alinean con la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N° 1 (cepa nor-
teamericana NVSL-97-7895). Mediante el uso de la proteina GP5 de la SEC ID N°: 1 como proteina de referen-
cia, un experto en la materia puede identificar facilmente los sitios de glicosilacién ligada a N en cualquier protei-
na GPS5 y después construir las variantes proteicas de GP5 hipoglicosiladas de la presente invencién. Por lo tanto,
es evidente que la expresion “correspondiente a (la asparagina 34 y/o la asparagina 51) en una proteina GP5 de
referencia de la SEC ID N°: 17 sirve como descriptor del sitio de glicosilacién ligada a N en cualquier proteina
GPs.

La proteina GP5 hipoglicosilada puede obtenerse a partir de un aislado de VSRRP norteamericano incluyendo,
pero sin limitacién, la SEC ID N° 1-13, un aislado de VSRRP norteamericano que tiene una identidad de al me-
nos el 85% a nivel de secuencia de aminodcidos con una secuencia consenso de VSRRP norteamericano tal como
la SEC ID N° 14, o a partir de una secuencia consenso de VSRRP norteamericano. La proteina GP5 hipoglico-
silada también puede obtenerse a partir de aislados de VSRRP europeo incluyendo, pero sin limitacién, la SEC
ID N° 15, un aislado de VSRRP europeo que tiene una identidad de al menos el 85% a nivel de secuencia de
aminodcidos con una secuencia consenso de VSRRP europeo tal como la SEC ID N° 15, o a partir de una se-
cuencia consenso de VSRRP europeo. Para obtener los polinucleétidos codificantes de variantes de GP5 hipogli-
cosiladas, pueden mutarse polinucledtidos de cualquiera de las fuentes enumeradas anteriormente mediante técni-
cas de mutagénesis dirigida convencionales de modo que codifiquen un polipéptido variante de GP5 hipoglicosi-
lado. Como alternativa, puede construirse una secuencia de ADN totalmente sintética que codifique el polipéptido
variante de GP5 hipoglicosilado deseado. Esto se logra tipicamente usando un programa de andlisis de secuencia
tal como “back translate” (retrotraduccién) que convierte una secuencia polipeptidica en la secuencia polinucleo-
tidica correspondiente (GCG Wisconsin Package™, Accelrys, Inc., San Diego, CA). Si se desea, pude incorpora-
re una “preferencia de codones” adecuada en el programa “back translate” para proporcionar el disefio de un gen
sintético que incorpore codones apropiados para su uso en el huésped de expresion deseado (es decir, mamifero o
levadura).

El sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 de la proteina GP5 de referencia de la

SEC ID N° 1 estd presente en todos los aislados de VSRRP norteamericano representativos que se muestran en
la Figura 5 y en la cepa de VSRRP europeo representativa Lelystad (Figura 6). En estas cepas de VSRRP nortea-
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mericano y europeo ejemplares y no limitantes, el sitio de glicosilacién ligada a N en esta posiciéon comprende la
secuencia “NGT”. Sin embargo, también se prevé que otras variantes de VSRRP puedan comprender otros sitios de
glicosilacién ligada a N estructuralmente intercambiables en esta posicion (es decir, NXS o T) que también podrian
inactivarse por medio de los procedimientos contenidos en el presente documento. Este sitio de glicosilacion ligada
a N puede inactivarse por sustitucion de codones que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o
alanina en lugar de la asparagina 51 en la secuencia polinucleotidica correspondiente. En estos casos, la secuencia
de aminoécidos correspondiente en la variante proteica de GPS de VSRRP norteamericano hipoglicosilada compren-
derfa secuencias tales como “QGT”, “AGT” o “XGT”, en las que X es cualquier aminodcido distinto de asparagina.
Estas u otras variantes hipoglicosiladas de los aislados de proteina GP5 de VSRRP norteamericanos, en los que el
sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 estd inactivado, también pueden combinarse con
otras variantes de GP5 hipoglicosiladas en las que estén inactivados otros sitios de glicosilacion ligada a N. Otros
procedimientos de inactivacion de sitios de glicosilacion ligada a N incluyen sustituciones de aminodacidos de los res-
tos “X” o “S/T” de la secuencia NXS/T, deleciones de aminoécidos o inserciones de aminodcidos, y se han descrito
anteriormente.

El sitio de glicosilacién ligada a N que se corresponde exactamente con la asparagina 34 de la proteina GP5
de referencia de la SEC ID N°: 1 estd presente sélo en ciertos aislados de VSRRP norteamericanos representati-
vos que se muestran en el presente documento (Figura 5). Mds especificamente, las proteinas GP5 de los aislados
de VSRRP norteamericanos representativos IAF-BAJ (SEC ID N°: 3), 94-3182 (SEC ID N°: 7) y 94-287 (SEC ID
N°: 8) contienen el sitio de glicosilaciéon ligada a N que se corresponde exactamente con la asparagina 34 de la
proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 y que comprende el sitio de glicosilacion ligada a N “NSS”. Evi-
dentemente, se prevé que otros aislados de GP5 de VSRRP que no se muestran en el presente documento también
contendran sitios de glicosilacion ligada a N correspondientes a la asparagina 34 de la proteina GP5 de referencia
de la SEC ID N°: 1 y que también pueden obtenerse variantes hipoglicosiladas de estas otras proteinas GP5 usan-
do los procedimientos descritos en el presente documento. Este sitio de glicosilacién ligada a N de las SEC ID N°:
3,7 y 8 u otros aislados de VSRRP que contienen el sitio de glicosilacion ligada a N de la asparagina 34 pueden
inactivarse por sustitucion de codones que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o alanina en
lugar de la asparagina 34 en la secuencia polinucleotidica correspondiente. En estos casos, en los que el sitio de
glicosilacién ligada a N de la asparagina 34 es “NSS”, la secuencia de aminodcidos correspondiente en la varian-
te proteica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada comprenderia secuencias tales como “QSS”, “ASS”
0 “XSS”, en las que X es cualquier aminodcido distinto de asparagina. Como alternativa, el resto serina de la se-
cuencia “NSS” puede sustituirse con un aminodcido que no sea un hidroxiaminodcido (es decir, que no sea serina
ni treonina). En estos casos, la secuencia de aminodcidos correspondiente en la variante proteica GP5 de VSRRP
norteamericano hipoglicosilada comprenderia la secuencia “NSX”, en la que X es cualquier aminodcido distinto de
asparagina. También puede usarse una insercion de un aminodcido que no sea un hidroxiaminodcido entre los dos
restos serina de la secuencia “NSS” (es decir, entre las serinas 35 y 36) para inactivar este sitio de glicosilacién
particular.

En otros aislados de VSRRP norteamericanos que carecen del sitio de glicosilacion ligada a N que se corresponde
exactamente con la asparagina 34 de la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1, también pueden inactivarse
otros sitios de glicosilacién ligada a N localizados en el resto 30 (Figura 5 “NAS” en las SEC ID N*: 2, 3,4, 6, 7,
8,9, 11, 13) y el resto 33 (Figura 5 “NNS” en las SEC ID N°: 3, 8; “NSS” en las SEC ID N°: 6, 10, “NDS” en las
SEC ID N 11, 13). En otras palabras, también pueden inactivarse sitios de glicosilacion ligada a N en otros aislados
norteamericanos localizados en posiciones aminoacidicas correspondientes a los restos 30 y 33 de la proteina GP5
de referencia de la SEC ID N°: 1, y usarse en los procedimientos de la presente invencién. Sin quedar ligado a teo-
ria alguna, la regién particular de la proteina GP5 de VSRRP localizada entre los restos 29 y 35 de la proteina de
referencia GP5 de la SEC ID N°: 1 parece ser una region hipervariable (Figura 5) que puede tolerar una diversidad
de secuencias aminoacidicas diferentes (Figura 5; véase también Pirzadeh y col., Can. J. Vet Res., 1998, 62: 170-
177). Aunque ciertos aislados de VSRRP de origen natural no contienen sitios de glicosilacion ligada a N en esta
region (es decir, los aislados norteamericanos de las SEC ID N°: 5, 12; el aislado europeo de la SEC ID N°: 15), otros
aislados pueden contener entre 1 y 3 sitios de glicosilacién en esta regién. Por consiguiente, la inactivacién de uno
cualquiera de los sitios de glicosilacién de una proteina GP5 dada en la regién localizada entre los restos 29 y 35 de
la proteina de referencia GP5 de la SEC ID N°: 1 se contempla en el presente documento como una composiciéon o
procedimiento para generar una respuesta inmune mejorada contra la proteina GPS de VSRRP. Ademds, la inactiva-
cién de mas de uno o de todos los sitios de glicosilacién de una proteina GP5 dada en la regién localizada entre los
restos 29 y 35 de la proteina de referencia GP5 de la SEC ID N°: 1 también se contempla en el presente documen-
to como una composicién o procedimiento para generar una respuesta inmune mejorada contra la proteina GP5 de
VSRRP.

El alineamiento de la secuencia de VSRRP norteamericanos y europeos muestra que el sitio de glicosilacion ligada
a N correspondiente a la asparagina 51 de la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 también estd presente en
un aislado de VSRRP europeo representativo. En este caso particular, el sitio de glicosilacién ligada a N comprende
la secuencia “NGT” y la asparagina 51 de la secuencia de referencia de la SEC ID N° 1 se corresponde con la
asparagina 53 de la SEC ID N°: 15. Este sitio de glicosilacién ligada a N puede inactivarse por sustitucién de codones
que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o alanina en lugar de la asparagina 53 en la secuencia
polinucleotidica de VSRRP europeo correspondiente. En estos casos, la secuencia de aminoacidos correspondiente en
la variante proteica de GP5 de VSRRP europeo hipoglicosilada comprenderia secuencias tales como “QGT”, “AGT”
0 “XGT”, en las que X es cualquier aminoécido distinto de asparagina. Estas u otras variantes hipoglicosiladas de los
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aislados de VSRRP europeos en los que el sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la asparagina 51 esta
inactivado también pueden combinarse con otras variantes de GP5 hipoglicosiladas en las que estén inactivados otros
sitios de glicosilacion ligada a N.

Las proteinas variantes de GP5 hipoglicosiladas pueden estar codificadas por virus SRRP que pueden usarse para
preparar vacunas vivas, muertas o atenuadas para proteger a los cerdos de infecciones por VSRRP. En realizaciones
preferidas de la invencidn, las proteinas variantes de GPS5 hipoglicosiladas de la presente invencidn se modifican por
ingenieria genética hacia clones de VSRRP infecciosos que sean capaces de producir ARN de VSRRP infeccioso. Se
encuentran descripciones de clones de VSRRP norteamericanos infecciosos que podrian modificarse por ingenieria
genética para codificar proteinas variantes de GP5 hipoglicosiladas en la Patente de Estados Unidos N° 6.500.662,
Nielsen y col., J. Virol. 77: 3702-11, 2003, y Truong y col., Virology 325: 308-19, 2004. Las secuencias de clones
infecciosos de VSRRP norteamericanos que pueden mutarse para obtener virus VSRRP para su uso en vacunas inclu-
yen, pero sin limitacion, las cepas norteamericanas NVSL 97-7895 (SEC ID N°: 16) y la cepa VR-2332 (SEC ID N*:
17). Se encuentran descripciones de clones de VSRRP europeos infecciosos que podrian modificarse por ingenieria
genética para codificar proteinas variantes de GPS5 hipoglicosiladas en la Patente de Estados Unidos N° 6.268.199. En
realizaciones en las que la vacuna comprende un VSRRP vivo o atenuado, el sitio de glicosilacién ligada a N corres-
pondiente a la N44 en la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 (es decir, la secuencia “NLT” en las Figuras 5
y 6) no estd inactivado ya que la glicosilacidn de este sitio es necesaria para la infectividad del VSRRP. En el caso de
los aislados de VSRRP europeos, el sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la N44 en la proteina GP5 de
referencia de la SEC ID N°: 1 es la secuencia NLT que comienza en la asparagina 46 de la cepa de VSRRP europea
representativa Lelystad (SEC ID N°: 15; Figura 6). El sitio de glicosilacién ligada a N N46 de las cepas de VSRRP
europeo también es necesario para la infectividad y no se inactiva en realizaciones de la invencién en las que se usa
una vacuna de VSRRP viva o atenuada.

Como alternativa, las proteinas variantes de GP5 hipoglicosiladas pueden introducirse en cerdos con vacunas
de ADN. Dichas vacunas de ADN comprenden tipicamente una molécula de ADN en la que un promotor activo
en células de mamifero se une operativamente a dicho polinucleétido que codifica dicha variante polipeptidica de
GP5 de VSRRP hipoglicosilada. Los promotores que pueden usarse para dirigir la expresion de las proteinas va-
riantes de GPS5 hipoglicosiladas incluyen, pero sin limitacién, el promotor temprano inmediato de CMV (citome-
galovirus), el promotor de la repeticién terminal larga de VSR (virus del sarcoma de Rous) y el promotor del an-
tigeno T del VS40 (Virus de los Simios 40). En ciertas realizaciones preferidas, este promotor es un promotor de
CMV.

En otras realizaciones mads, el polinucledtido aislado que expresa la proteina variante de GP5 hipoglicosilada
comprende un vector viral distinto de VSRRP. Los vectores virales distintos de VSRRP incluyen, pero sin limitacion,
vectores de virus vaccinia, vectores de virus herpes simple, vectores de adenovirus, vectores de alfavirus y vectores
del virus de la GET. Dichos vectores se describen en diversas publicaciones tales como las Patentes de Estados Unidos
N° 7.041.300 (para vectores del virus de la GET) y 6.692.750 (para vectores de alfavirus).

Vehiculos y adyuvantes terapéuticamente aceptables

En la préctica de la invencidn, los polipéptidos variantes de GP5 hipoglicosilados o polinucleétidos que codifi-
can polipéptidos variantes de GP5 hipoglicosilados pueden combinarse con vehiculos o excipientes terapéuticamente
aceptables. Los ejemplos no limitantes de dichos vehiculos incluyen solucién salina fisioldgica u otras soluciones sa-
linas similares, proteinas tales como proteinas de albumina sérica, tampones tales como carbonato, fosfato, fosfonato
o tampones basados en Tris, tensioactivos tales como NP40 o Triton X100 y polimeros de polietilenglicol. Cualquier
combinacién de dichos vehiculos puede usarse en las composiciones y procedimientos de la presente invencién. Un
vehiculo preferido para composiciones que comprenden virus VSRRP vivos o atenuados es acetato de dl-a-tocoferol
a una concentracién de entre 50 y 100 mg/ml.

También se contempla el uso de adyuvantes en composiciones que contienen los polipéptidos variantes de GP5
hipoglicosilados o polinucleétidos que codifican polipéptidos variantes de GP5 hipoglicosilados. Dichos adyuvan-
tes son tipicamente de naturaleza acuosa u oleosa. Los adyuvantes que pueden usarse incluyen, pero sin limitacion,
hidréxido de aluminio, Quil A, una suspension de gel de altimina, aceites minerales, glicéridos, acidos grasos, sub-
productos de dcidos grasos, micobacterias y oligodesoxinucledtidos CpG, o cualquier combinacién de los mismos. Se
describen diversos tipos de adyuvantes de CpG que pueden usarse en las Patentes de Estados Unidos N° 6.977.245 y
6.406.705.

También se contempla el uso de otros adyuvantes que potencian respuestas inmunes celulares (es decir, potenciado-
res de subpoblaciones de células T auxiliares (Th.sub.1 y Th.sub.2)). Dichos adyuvantes incluyen, pero sin limitacion,
interleucina 1 (IL-1), IL-2, IL4, IL-5, IL6, IL-12, interferén gamma (IFN-g), factor de necrosis tumoral, MDP (dipép-
tido de muramilo), complejo inmunoestimulante (ISCOM) y liposomas.

La administracién de la composicion puede realizarse por inyeccién subcutinea, inyeccion intravenosa, inyeccion

intradérmica, inyeccién parenteral, inyeccion intramuscular, inyeccidn sin aguja, electroporacion, administracién por
via oral, administracion intranasal, administracién oronasal o cualquier combinacidn de las mismas. La inyeccién sin

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2343371 T3

aguja se efectia tipicamente con un dispositivo tal como un inyector Agro-Jet® (Medical International Technologies,
Montreal, Canadd).

Ejemplos
Ejemplo 1

El ejemplo siguiente ilustra la construccién de diversos polinucleétidos de VSRRP que codifican diversas variantes
polipeptidicas de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosiladas, composiciones que incluyen dichos polinucledti-
dos que se usan para generar respuestas inmunes mejoradas contra un antigeno de VSRRP y procedimientos de uso
de los polinucleétidos y composiciones para generar una respuesta inmune mejorada en un cerdo contra un antigeno
de VSRRP.

Materiales y procedimientos

Células, medios y anticuerpos. Las células MARC-145 se propagaron en Medio de Eagle Modificado por Dulbecco
(DMEM) que contenia suero bovino fetal al 10% (FBS) y 100 unidades de penicilina, 20 unidades de estreptomicina
y 20 unidades de kanamicina por ml de medio de cultivo. Estas células se usaron para la electroporacién de ARN,
infeccion viral, cultivo de virus y ensayos de placas. Las células de rifién de cria de hamster (BHK-21) se mantuvieron
en Medio Esencial Minimo (MEM) con sal de Earl que contenia FBS al 5% y los antibi6ticos mencionados anterior-
mente. Las células BHK-21 se usaron para la expresion transitoria de GP5 seguida de ensayos de inmunofluorescencia
(IFA) o experimentos de radiomarcaje e inmunoprecipitacion. Todas las células se mantuvieron a 37°C y en un en-
torno de CO, al 5%. Los anticuerpos policlonales de conejo contra las proteinas GP5 y M de VSRRP se obtuvieron
por cortesia de Carl A. Gagnon (Universidad of Quebec, Montreal, Canadd). El anticuerpo monoclonal (SDOW17)
contra la proteina de la nucleocapside (N) se adquirié en National Veterinary Laboratories (NVSL, Ames, IA, Es-
tados Unidos). El anticuerpo anti-ratén Alexa-488 se obtuvo en Molecular Probes, Inc. (Eugene, Oregén, Estados
Unidos).

Manipulacion genética de pldsmidos que codifican GP5 'y clon infeccioso de VSRRP

El clon de ADNc infeccioso de VSRRP de longitud completa (FL12, SEC ID N°: 16) en pBR322 se digiri6 con
las enzimas de restricciéon EcoRV y BstZ17 1 y el fragmento de ~4,9 kpb que inclufa la mayor parte de la ORF2, las
ORF3-7 completas y la 3’UTR completa de VSRRP se cloné en pBR322 usando los mismos sitios enzimaticos. Este
plasmido intermedio servia como molde para la mutagénesis para introducir mutaciones en los sitios de glicosilacién
ligada a N potenciales (N34, N44 y N51) dentro de GP5 (Figura 2). La mutagénesis se llevé a cabo usando PCR de
extension por solapamiento con cebadores sintéticos (Tabla 2) usando técnicas convencionales.

(Tabla pasa a pagina siguiente)
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El producto de PCR se digiri6 con las enzimas de restriccion BsrGI y BstEIl y se volvi6 a colocar en el plasmido
intermedio. Se identificaron los clones que contenian las mutaciones deseadas y se confirmaron por secuenciacién. La
region codificante completa de GP5 se secuenci6 para asegurarse de que no estaban presentes mutaciones adicionales
en los clones. El fragmento EcoRV-Pacl del pldsmido intermedio que contenia mutaciones en la region codificante de
GP5 se movié de nuevo al clon de ADNc de longitud completa usando los mismos sitios de enzimas de restriccion. La
regién codificante de GP5 en los clones de longitud completa se secuencié de nuevo con cebadores internos especificos
de VSRRP para confirmar la presencia de las mutaciones.

La GP5 wt y los mutantes individuales se clonaron en un vector bicistrénico en el que la GP5 es el primer cis-
trén, seguido del sitio interno de entrada al ribosoma (IRES) del virus de la encefalomiocarditis (VEMC) y de las
secuencias codificantes de M (Figura 1A). La GP5 de longitud completa también se cloné en un vector dirigido por
el promotor de CMV (pcDNA 3,0™, Clontech Laboratories, Inc., Mountain View, CA, Estados Unidos) para estudios
de complementacion. Con este fin, la region codificante de la GP5 se amplificé por PCR, se cloné y se secuencio.

Transcripcion y electroporacion in vitro

Los pldsmidos de longitud completa se digirieron con Acll y se us6 ADN linealizado como molde para generar
transcritos de ARN con caperuza usando el kit nMESSAGE mMACHINE Ultra T7™ de acuerdo con las recomen-
daciones del fabricante (Ambion, Inc., Austin, Tx, Estados Unidos) y como se ha descrito anteriormente. La mezcla
de reaccidn se traté con DNasal para digerir el molde de ADN y se extrajo con fenol y cloroformo y, por dltimo, se
precipité con isopropanol. Se analiz6 la integridad de los transcritos in vitro mediante electroforesis en gel de agarosa
con glioxal seguida de tincién con bromuro de etidio.

Se sometieron a electroporacion células MARC-145 con aproximadamente 5,0 ug de transcritos in vitro, con 5,0
ug de ARN total aislado de células MARC-145. Aproximadamente 2 x 10° células en 400 ul de DMEM que conte-
nia DMSO al 1,25% se sometieron a un pulso usando Bio-Rad Gene Pulser XCell™ (Bio-Rad, Inc., Hercules, CA,
Estados Unidos) a 250 V, 950 uF en una cubeta de 4,0 mm. Las células se diluyeron en medio de cultivo normal,
se sembraron en una placa de cultivo de células de 60 mm. Se sembré una pequeiia porcion de las células someti-
das a electroporacién en una placa de 24 pocillos para examinar la expresién de proteina N a las 48 h después de la
electroporacion, que indicarfa la replicacién y la transcripcién del genoma. Una vez confirmada la expresién de pro-
tefna N usando un ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFA), se recogi6 el sobrenadante del volumen de células
sometidas a electroporacién en placa de 60 mm a las 48 h después de la electroporacion, se aclaré y se pasé sobre
células MARC-145 sin tratamiento previo. Las células infectadas se observaron para determinar el efecto citopatico
(ECP) junto con la expresion de proteina N usando IFA. Se determiné que los sobrenadantes de células infectadas que
mostraban tanto ECP como fluorescencia positiva contenian virus infeccioso. Después de la confirmacion, la reserva
de virus se cultivd y se congeld a -80°C en alicuotas pequefias para estudios adicionales. En todos los experimentos,
se usaron como controles FL12 que contenia genoma de VSRRP wt y FL12pol que contenia genoma de VSRRP
deficiente en polimerasa.

Radiomarcaje metabdlico y andlisis de proteinas

Se infectaron células de BHK-21 en placas de seis pocillos con virus vaccinia recombinante (vVIF7-3) a un
MOI de 3,0 y posteriormente se transfectaron con ADN plasmidico bicistrénico que codificaba GP5 wt o diversas
GP5 mutantes bajo el promotor de la ARN polimerasa de T7. Se llevé a cabo una transfeccién de ADN usando
Lipofectamine2000™ de acuerdo con el protocolo del fabricante (Life Technologies, Estados Unidos). A las 16 horas
después de la transfeccion, las células se lavaron dos veces con PBS y se las privd de DMEM sin metionina/cisteina
durante una h y se radiomarcaron con 0,6 ml de DMEM sin metionina/cisteina que contenia 100 uCi de mezcla de
marcaje de proteinas Expre*®S*S (NEN Life Sciences, Boston, MA) por ml de medio durante tres horas. Después
del radiomarcaje, las células se lavaron en PBS frio tres veces y se prepararon extractos celulares en 300 ul de tam-
poén de ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA) (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0, NaCl 150 mM, Triton X-100 al 1%,
SDS al 0,1%, desoxicolato sédico al 1% e inhibidor de proteasas 1x). Los extractos celulares aclarados se incubaron
durante una noche a 40°C con anticuerpos de conejo anti-GP5 o anti-proteina M. Se afiadié una suspensién de apro-
ximadamente 4,0 mg de proteina A Sepharose (Pharmacia, Uppsala, Suecia) en 100 ul de tampdn RIPA y se incubd
adicionalmente durante 2 h. Los complejos inmunoprecipitados se lavaron 3 veces con 500 ul de tampén RIPA y se
usaron para un analisis adicional.

Para el tratamiento con endoglicosidasa H (Endo H), los complejos inmunoprecipitados se resuspendieron en 20
ul de tampén desnaturalizante 1x (SDS al 0,5%, S-mercaptoetanol al 1,0%) y se llevaron a ebulliciéon durante 10
minutos. El sobrenadante se recogid, se ajust6 a tampén G5 1x (citrato sédico 0,05 M, pH 5,5) y se incubd durante
16 h a 37°C con 100 unidades de Endo H (New England Biolabs, Beverly, MA, Estados Unidos). Las muestras de
control sin digerir se procesaron de forma similar pero no se afiadié Endo H. Después de la digestién con Endo H, las
muestras se mezclaron con un volumen equivalente de tampén de muestras de SDS-PAGE 2x, se llevaron a ebullicién
durante 5 min y se resolvieron mediante SDS-PAGE al 12% en condiciones desnaturalizantes junto con marcador de
proteinas (Protein Plus Precision Standard, Bio-Rad, Inc). El gel se fijé con 4cido acético al 10% durante 15 min,
se lavo tres veces con agua, se tratd con salicilato sédico 0,5 M durante 30 min, se secé y, por ultimo, se expuso a
una pelicula de rayos X a -70°C. Para la digestion peptidica con N-glicosidasa F (PNGase F) (New England Biolabs,
Inc), se resuspendieron complejos inmunoprecipitados en tampoén G7 1x (fosfato sédico 0,05 M, pH 7,5, NP-40 al
1,0%) y se realizé una digestién por incubacién durante 16 h a 37°C con 2 unidades de la enzima. Para examinar la
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sintesis de GP5 en presencia de tunicamicina (Sigma, St. Louis, MO), se trataron células transfectadas con 2,0 ug de
tunicamicina por ml de medio durante una h y se realiz6 el radiomarcaje en presencia del farmaco durante 3 h como
anteriormente.

Para obtener GP5 radiomarcada expresada en viriones extracelulares o virus intracelulares, se infectaron células
MARC-145 con VSRRP wt o mutantes. A las 48 h después de la infeccion, las células se privaron de medio durante
una h y se radiomarcaron con 100 xCi de mezcla de marcaje de proteinas Expre*S*S por ml de medio que contenia
DMEM sin metionina/cisteina al 90% y DMEM normal al 10% durante 24 h. Después del marcaje, se recogi6 el
sobrenadante de cultivo, se aclaré de residuos celulares y los viriones extracelulares se sedimentaron a 100.000 x g
durante 3 h a 4°C. Los sedimentos virales se resuspendieron en 200 ul de tampdn de RIPA, se inmunoprecipitaron con
anticuerpo anti-GP5 y las proteinas se examinaron con o sin tratamiento con Endo-H. Para la inmunoprecipitacién
de GP5 expresada en virus intracelular, se llevé a cabo una infeccién como anteriormente y a las 24 h después de la
infeccidn las células se privaron de medio durante una h, y se radiomarcaron como anteriormente durante 2 h antes de
preparar los extractos celulares.

Cinética de la multiplicacion viral y ensayo de placas

Se infectaron células MARC-145 con VSRRP mutante o wt a una MOI de 3,0 UFP por célula y se incubaron a 37°C
en una incubadora. A diversos puntos temporales postinfeccion, se recogieron alicuotas de sobrenadantes de cultivo de
células infectadas y se determind el titulo de virus en los sobrenadantes y se expresé por dosis infecciosa en cultivo de
tejidos 50 por ml (DICT50/ml). La cinética de multiplicacién viral se realizé tres veces. Para examinar la morfologia
de las placas de virus mutantes, se realizé un ensayo de placas usando células MARC-145. Las células se infectaron
con diluciones seriadas de 10 veces de virus individuales durante una h a 37°C. La monocapa de células infectadas
se lavé con PBS y se cubri6 con DMEM-FBS al 5% que contenia agarosa Seaplaque al 0,8% (FMC Bioproducts,
Rockland, ME, Estados Unidos). Después de 96 h, los tapones de agarosa se retiraron y se incubd la monocapa de
células con solucién de tincion (formaldehido al 20%, etanol al 9,0% vy cristal violeta al 0,1%) durante 30 min a
temperatura ambiente. Las células se lavaron suavemente con agua para eliminar el exceso de colorante y se secaron
al aire para examinarlas y realizar el recuento de las placas.

Complementacion de la recuperacion de virus por expresion de GP5 wt en trans

Se transfectaron células BHK-21 con pcDNA-GPS. A las 40 horas después de la transfeccion, las células se reco-
gieron y se sometieron a electroporacién con transcritos con caperuza obtenidos in vitro a partir de ADNc de VSRRP
de longitud completa que codifica GP5 mutante. Las células sometidas a electroporacién se diluyeron con medio
recién preparado y se sembraron en placas de 6 pocillos. Se recogi6 el sobrenadante de las células sometidas a elec-
troporacion a las 48 h después de la electroporacion, se centrifugaron para eliminar los residuos celulares y se usaron
para infectar células MARC-145 sin tratamiento previo. Las células MARC-145 infectadas se examinaron a las 48 h
después de la infeccion para determinar la expresién de proteina N mediante IFA como se ha descrito anteriormente.
Se contd el nimero de células positivas para determinar el nimero de pseudoparticulas producidas en el sobrenadante.
Se calcul6 el nimero promedio de células positivas a partir de tres experimentos independientes y se present6 como el
nimero de pseudoparticulas producidas por microgramo de ARN transcrito in vitro usado para transfectar células.

Ensayos de neutralizacion en suero (NS)

El titulo de anticuerpos neutralizantes de VSRRP en una muestra de suero se determiné usando el ensayo de
neutralizacién de focos fluorescentes descrito anteriormente. Se incubaron diluciones seriadas de los sueros de ensayo
durante 60 min a 37°C en presencia de DICT50 200 del virus de exposicion, que estaba constituido por FL12 (VSRRP
wt) o cualquiera de los virus codificantes de una GP5 mutante, FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A en Medio de
Eagle Modificado por Dulbecco que contenia suero fetal de ternera al 5%. Las mezclas se afiadieron a placas de
microtitulacién de 96 pocillos que contenian células MARC-145 confluentes que se habian sembrado 48 h antes.
Después de la incubacién durante 24 h a 37°C en una atmésfera humidificada que contenia CO, al 5%, las células se
fijaron durante 10 min con una solucién de metanol al 50% y acetona al 50%. Después de un lavado exhaustivo con
PBS, se detect6 la expresion de proteina N de VSRRP con el anticuerpo monoclonal SDOW 17 usando una dilucién
1:500, seguida de incubacién con anticuerpo de cabra anti-IgG de ratén conjugado con FITC (Sigma, St. Louis, MO,
Estados Unidos) a una dilucién 1:100. Los titulos de neutralizacién se expresaron como la inversa de la mayor dilucién
que inhibia el 90% de los focos presentes en los pocillos de control.

Inoculacion experimental de cerdos con mutantes de GP5 y VSRRP wt

Se usaron reservas de alto titulo (obtenidas por medio de 3 pases en células MARC 145) de los virus con GP5
mutante (FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A) y del FL12 (VSRRP wt) para infectar cerdos jovenes. Se adquirieron
cerdos recién destetados de veintitin dias de edad de una piara libre de patégenos especificos con un registro certificado
de ausencia de infeccién por VSRRP. Todos los animales eran negativos para anticuerpos anti-VSRRP segtin se ensay6
mediante ELISA (Iddex Labs, Portland, ME). Se infectaron tres cerdos por grupo con VSRRP wt FL12 o los mutantes
FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A. En todos los casos, el indculo estaba constituido por una DICT50 de 105 diluida
en 2 ml y administrada por via intramuscular en el cuello. Las temperaturas rectales de los animales inoculados se
controlaron durante 15 dias después de la inoculacién (PI). Se midi6 la viremia por aislamiento normal en células
MARC 145 los dias 4, 7 y 14 PI. Se extrajeron muestras de suero semanalmente durante un periodo total de 49 dias
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PI. Las muestras de suero se usaron para detectar titulos de neutralizacién cruzada homéloga y heter6loga para cada
uno de los VSRRP mutantes y wt.

Resultados
Expresion y caracterizacion de GP5 de VSRRP

La GP5 de la cepa de VSRRP 97-7895 tiene tres sitios de glicosilacion posibles (N34, N44 y N51). Para examinar
el patrén de glicosilacion de la GPS, los presentes inventores generaron primero un vector bicistrénico en el que las
regiones codificantes de las proteinas GP5 y M flanqueando el IRES del VEMC se colocaron bajo el control del
promotor de la ARN polimerasa de T7 (Figura 1A). El fundamento para construir el vector bicistrénico es que las
proteinas GP5 y M se sabe (para el VLD y el VAE) o se postula (para el VSRRP) que interaccionan entre si y que
dichas interacciones pueden ser importantes para el plegamiento de proteinas, la glicosilacidn, el transporte intracelular
y/u otra actividad bioldgica de GP5.

La expresion transitoria de GP5 y M por transfeccion del plasmido bicistrénico seguida de radiomarcaje e inmu-
noprecipitacién con anticuerpo anti-GP5 puso de manifiesto dos especies proteicas principales. La especie proteica
que migra con una masa de ~25,5 kDa es la forma totalmente glicosilada de la GP5 (Figura 1B, carril 2). Puesto que
cada glicosilacién ligada a N afiade ~2,5 kDa de masa molecular a una protefna, esto indica que los tres sitios de
glicosilacién potenciales se usan posiblemente para la glicosilacién de GPS. La especie proteica de 19,0 kDa es la
proteina M viral puesto que también se inmunoprecipité con anticuerpo anti-M (carril 7). Los resultados indican que
las proteinas GPS y M interaccionan entre si en células que expresan ambas proteinas. Después del tratamiento con
Endo H, una enzima que elimina cadenas de oligosacaridos de tipo de alto contenido en manosa, se reducia el tamafio
de la GP5 hasta ~18 kDa, mientras que el tamafo de la proteina M permanecia sin cambios (carril 3). El tratamiento
de la GP5 con PNGasa F (carril 4), una enzima que elimina los azicares de todo tipo de la cadena principal de la
proteina, o la sintesis de GP5 en presencia de tunicamicina (carril 5) daban como resultado una proteina que migraba
con una movilidad electroforética ligeramente més rapida que la proteina con tratamiento con Endo H. Esto se espera,
puesto que el tratamiento con tunicamicina o la digestién con PNGasa F generaria proteinas sin glicosilar, mientras
que el tratamiento con Endo H daria como resultado proteinas que conservan restos N-acetilglucosamina en cada uno
de los sitios de glicosilacién ligada a N. Debe sefialarse que se inmunoprecipité una especie proteica destacada de
una masa molecular ~30 kDa con anticuerpo anti-M. La identidad de esta proteina no se conoce pero podria ser una
proteina celular que interaccione con la proteina M.

Los resultados de los estudios anteriores sugieren que las formas sin glicosilar y totalmente glicosilada de la GP5
poseen tamafios moleculares aparentes de 18,0 kDa y 25,5 kDa, respectivamente. Parece que los tres sitios de glico-
silacién potenciales se usan para generar la forma totalmente glicosilada de la GP5. Los restos de glicanos afiadidos
a estos sitios son de tipo de alto contenido en manosa puesto que son sensibles a la digestion por Endo H. Ademas,
los resultados indican que ambas formas sin glicosilar y totalmente glicosilada de la GP5 parecen interaccionar con la
proteina M.

Andlisis de los sitios de glicosilacion ligada a N usados para la glicosilacion de GPS5

Para determinar con mayor exactitud si se usan todos o algunos de los sitios de glicosilacion ligada a N potenciales
de la GP5 para la adicién de restos de azicares, se generaron una serie de mutantes en el plasmido bicistrénico en los
que se modificaban los tres sitios de glicosilacién potenciales N34, N44 y N51 (Figura 2A) a alaninas, individualmente
o en diversas combinaciones (Figura 2B). En células transfectadas con plasmido, las proteinas se radiomarcaron y se
inmunoprecipitaron con anticuerpo anti-GP5. Los inmunocomplejos se dejaron sin tratar o se trataron con Endo H
y se examinaron mediante SDS-PAGE. Como puede observarse a partir de los datos presentados en la Figura 2C,
las proteinas GP5 mutantes que llevaban mutaciones individuales (N34A, N44A o N51A) migraban como especies
proteicas de aproximadamente 23,0 kDa (carriles 4, 6 y 8, punta de flecha). Tras el tratamiento con Endo H, estas
proteinas migraban como especies proteicas de ~18,0 kDa (carriles 5, 7 y 9, respectivamente) similares a la GP5
wt después del tratamiento con Endo H (carril 3). Las diferencias minoritarias en la movilidad electroforética de las
proteinas reflejan mas probablemente el hecho de que la proteina wt conservaria los tres restos N-acetilglucosamina
después del tratamiento con Endo H en comparacion con los mutantes individuales que contendrian dos restos de este
tipo. Los dobles mutantes (N34/44A, N44/51A y N34/51A) producian especies proteicas que migraban préximas a la
proteina de ~20,5 kDa (carriles 10, 12 y 14) y, tras el tratamiento con Endo H, el tamafio de las proteinas se reducia
hasta 18,0 kDa (carriles 11, 13 y 15). El triple mutante (N34/44/51A) generaba una proteina que migraba como una
proteina de 18,0 kDa (carril 16) y era resistente a la digestiéon con Endo H (carril 17).

Por lo tanto, a partir de los estudios mutacionales anteriores es evidente que los tres sitios de glicosilacién po-
tenciales se usan para la glicosilacién para generar GP5 de VSRRP totalmente madura. Parece que los tres sitios de
glicosilacion estdn modificados por restos de glicanos de tipo de alto contenido en manosa.

Recuperacion de virus VSRRP infeccioso con mutantes de GP5
Para evaluar la importancia de la glicosilacion ligada a N en la generacién de VSRRP infeccioso, se insertaron
las regiones codificantes de las proteinas GPS mutantes en el clon de ADNc de longitud completa. Los transcritos

con caperuza producidos in vitro a partir de los clones se introdujeron por electroporacién en células MARC-145 y se
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examind la generacion de VSRRP infeccioso. Los resultados de los presentes inventores mostraban que se recuperaba
facilmente virus infeccioso a partir de las células sometidas a electroporacion con transcritos de longitud completa
que contenian mutaciones en las posiciones N34, N51 y N34/51. Sin embargo, en condiciones de recuperacién de
virus similares, los intentos repetidos para recuperar otros virus mutantes no tuvieron éxito. Aunque la cinética de
multiplicacion de los virus recuperados era similar a la del virus wt, la produccién global de virus FL-N34A y FL-
NS51A que contenian mutaciones en las posiciones N34 y N51 era aproximadamente un logaritmo menor en células
MARC-145, mientras que la del FL-N34/51A con dobles mutaciones (N34/51A) era casi 1,5 logaritmos menor que
la del VSRRP wt (Figura 3A). La amplificacién por RT-PCR de ARN de células infectadas seguida de secuenciacién
de nucledtidos indicaba que estos virus eran estables, contenian las mutaciones deseadas y no se detectaron otras
mutaciones en la regién completa de la GP5 (no se muestran los datos).

Se realizé un ensayo de placas virales en células MARC-145 para controlar el fenotipo de placas de los virus
mutantes. Las placas generadas por el VSRRP wt eran claras y definidas, mientras que los virus mutantes producian
placas que tenian fenotipos diferentes. Los virus FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A generaban placas que estaban
menos definidas y muchas de las células dentro de la placa parecian normales (Figura 3B, flecha sin relleno). Ademads,
los FL-N51A, FL-N34/51A producian algunas placas en las que los virus no conseguian despejar la monocapa de
células (Figura 3B, flecha con relleno). Estos datos indican que los virus mutantes recuperados son de hecho menos
citopdticos en comparacién con el VSRRP wt.

Puesto que los presentes inventores fueron incapaces de recuperar VSRRP infeccioso con los moldes mutantes FL-
N44A, FL-N31/44A, FL-N44/51A y FL-N31/44/51A, es posible que las mutaciones en la region codificante de la GP5
puedan haber afectado algunas otras funciones de los moldes de ARN, tales como el empaquetamiento del ARN ge-
némico en particulas. Para abordar esto, los presentes inventores examinaron si las células que expresaban GP5 wt en
trans podian servir de soporte al empaquetamiento de moldes de ARN mutantes que de otro modo serian defectuosos
en la generacién de VSRRP infeccioso. Células BHK-21 transfectadas con pcDNA-GP5 se sometieron a electropo-
racion con transcritos in vitro y a las 48 h después de la electroporacion se recogieron los sobrenadantes de cultivo y
se usaron para infectar células MARC-145 sin tratamiento previo para determinar la produccién de pseudoparticulas
de VSRREP. Si se generan pseudoparticulas, entonces se esperaria observar expresion de la proteina N en estas células
MARC-145 infectadas. La expresion de N sélo es posible cuando células MARC-145 sin tratamiento previo reciben
genoma de ARN mutante encapsidado de longitud completa que pone en marcha la replicacion después de la entrada
de las pseudoparticulas en células. De todos los mutantes que no pudieron recuperarse anteriormente, los presentes
inventores fueron capaces de recuperar pseudoparticulas que contenian dos genomas mutantes de longitud completa
(FL-N44A y FL-N34/44A) (Figura 3C). Cada célula verde fluorescente en el cultivo infectado con virus mutante re-
presenta una pseudoparticula infecciosa. Puesto que estas particulas sélo contienen la GP5 wt funcional en la envoltura
pero contienen las secuencias codificantes para GP5 mutante no funcional en el genoma, no pueden producir parti-
culas infecciosas para propagarse a las células circundantes. Los multiples intentos para recuperar pseudoparticulas
infecciosas con los otros moldes mutantes (FL-N44/51A y FL-N31/44/51A) no tuvieron éxito.

Una estimacidn cuantitativa del nimero de pseudoparticulas infecciosas producidas a partir de estos experimentos
sugiere que se producen aproximadamente 1000 particulas por microgramo de ARN mutante introducido por electro-
poracién en las células (Figura 3D). Esto es aproximadamente 100 veces menos de lo obtenido con ARN que codifica
GP5 wt. La produccién de dichos bajos niveles de pseudoparticulas infecciosas podria deberse al hecho de que sélo
aproximadamente el 5-10% de las células que expresaban la GP5 wt recibian los transcritos de longitud completa,
como se observa por la expresion de la proteina N en estas células. También es posible que los bajos niveles de ex-
presién de GP5 wt en las células transfectadas puedan haber contribuido a los bajos niveles de produccién de estos
pseudoviriones.

Examen de la GPS5 incorporada en virus mutantes y de las expresadas en células infectadas

Para determinar la naturaleza de la proteina GPS5 incorporada en viriones infecciosos producidos a partir de células
transfectadas, los presentes inventores generaron VSRRP radiomarcado a partir de células infectadas con virus wt y
mutantes. Los viriones extracelulares presentes en el sobrenadante de cultivo se sedimentaron por ultracentrifugacion y
se examiné la GP5 presente en estos viriones por inmunoprecipitacién usando anticuerpo anti-GP5 y posterior andlisis
electroforético. Los resultados muestran que la GP5 wt incorporada en viriones migraba como una banda ampliamente
difusa de una especie proteica de ~25-27 kDa (Figura 4A, carril 1), que es parcialmente resistente a la digestiéon con
Endo H (carril 2). Las GP5 mutantes (N34A y N51A) incorporadas en viriones eran sensibles a Endo H. Basdndose
en el tamafio de los productos generados después de la digestiéon con Endo H, parece que sélo un resto glicano en
estos mutantes de un solo sitio es sensible mientras que el otro es resistente. Por el contrario, la GP5 doble mutante
(N43/51A) era resistente a Endo H. Ademds, la digestién con Endo H de GP5 de virus mutantes también producia
cantidades muy pequefias de cadena principal de proteina GP5, indicando que estos virus incorporan proteinas GP5
que contienen restos de glicanos resistentes a Endo H as{ como sensibles a Endo H.

Puesto que en las células transfectadas con el vector bicistronico las proteinas GP wt asi como mutantes eran
completamente sensibles a Endo H (Figuras 1 y 2), los presentes inventores estaban sorprendidos de la observacién
de que la GP5 en viriones de SRRP contenia formas enormemente resistentes a Endo H. Para examinar si las formas
resistentes a Endo H de la proteina también se sintetizan en células infectadas, se radiomarcaron células MARC-145
infectadas con VSRRP wt o mutante, se inmunoprecipitaron proteinas GP con anticuerpo anti-GP5 y se analizaron por
electroforesis con o sin digestién con Endo H. Los resultados de un experimento de este tipo se muestran en la Figura
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4B. La mayoria de la GP5 wt contenia glicanos resistentes a Endo H en los tres sitios (carriles 2 y 3) mientras que los
dos mutantes individuales contenian glicanos resistentes a Endo-H s6lo en un sitio (carriles 4-7). Algunos de los restos
de glicanos en el doble mutante eran resistentes mientras que otros eran sensibles a Endo H (carriles 8 y 9). Aunque el
patrén de resistencia a Endo H es similar al observado para la GP5 asociada a viriones, es diferente del observado en
células que expresan proteinas tanto GP5 como M (Figuras 1 y 2). Estos resultados indican que otras proteinas virales
pueden desempefiar un papel en la modificacién adicional de glicanos en GP5.

Influencia de la hipoglicosilacion de GP5 sobre la capacidad del VSRRP para ser neutralizado por anticuerpos
especificos

Se sabe que el nivel de glicosilacion de glicoproteinas virales que estdn implicadas en la interaccidon con receptores
virales afecta a la capacidad de los viriones para reaccionar con anticuerpos neutralizantes de virus. Para ensayar si este
fendmeno se produce en el caso del VSRRP, los mutantes de GP5 de VSRRP con patrones de glicosilacion alterados
(FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A) se compararon con el VSRRP wt (FL.12) en su capacidad para neutralizarse por
antisueros de convalecientes. Para esto, los presentes inventores usaron antisueros de convalecientes (47 dias p.i.) de
4 animales que se habian infectado con VSRRP wt. Se usaron dosis similares (DICT50 2.000) de mutantes de GP5 de
VSRRP infecciosos (FL-N34A, FL-N51A y FL-N34/51A), asi como del VSRRP wt derivado de un clon infeccioso
(FL12), como virus de exposicion en ensayos de neutralizacion en suero siguiendo el protocolo de ensayo convencional
de los presentes inventores, y el conjunto de 4 sueros anti-VSRRP wt (FL12) usado como referencia. La Tabla 3
muestra los diferentes titulos de neutralizacién en suero a punto final obtenidos. Normalmente, una muestra de suero
de convaleciente de VSRRP wt recogida a los 47-54 dias p.i. contiene niveles moderados de actividad neutralizante
de VSRRP wt (de 1:8 a 1:32, Tablas 3 y 4), reflejando el caracter relativamente débil y tardio de la respuesta de
anticuerpos neutralizantes que es tipica de infecciones con VSRRP wt. Sin embargo, el uso de mutantes de VSRRP
hipoglicosilados (que carecen de uno o dos restos glicanos en el ectodominio de GP5) como virus de exposicién
en los ensayos de NS parece haber aumentado significativamente el punto final de los sueros de referencia, con un
aumento del titulo a punto final que varia de seis a veintidos veces (Tabla 3). Esta observacion sugiere claramente que
la eliminacién de uno, y particularmente dos, de los restos glicanos aumenta la accesibilidad del epitope neutralizante
a anticuerpos especificos. Estos resultados parecen indicar la presencia de una cantidad significativa de anticuerpos
neutralizantes de VSRRP en los sueros de convalecientes infectados por VSRRP que de otro modo seria indetectable,
debido al uso tipico de VSRRP wt que contiene GP5 totalmente glicosilada en los ensayos de NS.

TABLA 3

Efecto de la alteracion del patron de glicosilacion de la GP5 de VSRRP sobre la capacidad del virion infeccioso
para reaccionar con anticuerpos neutralizantes. Los nimeros de la Tabla 3 corresponden a la inversa
de la dilucion a punto final, que muestra la neutralizacion (punto final de la NS)

Suero de animales infectados con 10° Cepa de VSRRP usada como exposicién para el
DICTs, de VSRRP wt FL12 ensayo de NS
VSRRP wt (FL12) | FL-N34A | FL-N51A | FL-N34/51A
Animal N® 11404 (47 dias pi) 1:31 1:256 1:256 1:32.768
Animal N® 11346 (47 dias pi) 1:8 1:64 1:256 1:16.384
Animal N2 11457 (47 dias pi) 1:16 ND 1:128 1:2.048
Animal N® 11407 (47 dias pi) 1:8 ND 1:64 1:2.048

Influencia de la hipoglicosilacion de GP5 sobre la capacidad del VSRRP para inducir anticuerpos neutralizantes

in vivo

Un efecto notable que se ha descrito cuando la eliminacién de carbohidratos de una glicoproteina de la envoltura
viral conduce a la produccién de altos titulos de anticuerpos neutralizantes contra el virus mutante cuando se usa
este mutante para la inoculacién in vivo del huésped, en algunos casos induce también mayores titulos de anticuerpo
contra el virus wt que el propio virus wt. Los presentes inventores infectaron grupos de cerdos con dosis idénticas del
VSRRP wt FL12 o de cada uno de los mutantes con patrones de glicosilacién alterados. Curiosamente, la evaluacién
clinica/virolégica de la infeccidén por evaluacién de la temperatura rectal y evaluacién de la viremia los dias 4, 7
y 10 p.i. indicaban un patrén de infeccién similar en todos los grupos, como se ha descrito anteriormente para el
FL12, sin pruebas de atenuacién o exacerbacién de la virulencia para ninguno de los mutantes (no se muestran los
datos). Sin embargo, el muestreo secuencial de suero de estos animales durante todo un periodo de 48 dias indicaba
diferencias pronunciadas entre el VSRRP wt y los mutantes en su cinética de induccién de una respuesta de anticuerpos
neutralizante de VSRRP (Tablas 4A y 4B). Los mutantes desarrollaron una respuesta de anticuerpos neutralizantes
homélogos temprana y mas robusta que la desarrollada por VSRRP wt, hasta el punto en el que, en el caso de los
mutantes, la naturaleza caracteristicamente lenta y escasa de la respuesta de anticuerpos neutralizantes contra VSRRP
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parece haberse corregido (Tabla 4B). La cinética de aparicién de anticuerpos neutralizantes homélogos de mutantes
(Tabla 4B) indica una seroconversion de anticuerpos neutralizantes mds regular, que concuerda con la descrita para
otras infecciones viricas tales como para virus influenza o de la pseudorrabia, pero no para VSRRP. Es de suma
importancia el hecho de que la infeccién con mutantes de glicosilacién de GPS5 inducia una respuesta de anticuerpos
neutralizantes especificos de VSRRP wt que es significativamente superior a la respuesta con el propio VSRRP wt.
Los virus mutantes FL.-N34 y FL-N51A inducfan niveles cinco veces mayores (p < 0,05) de titulo de anticuerpos
neutralizantes contra VSRRP wt que el propio VSRRP wt, mientras que el mutante FL-N34/51 inducia un titulo seis
veces mayor (p < 0,01) de anticuerpos neutralizantes de VSRRP que el propio VSRRP wt (Tabla 4B).

TABLA 4A

Efecto de la alteracion del patron de glicosilacion de la GP5 de VSRRP sobre la capacidad de las cepas de VSRRP
para inducir anticuerpos neutralizantes contra el VSRRP wt (4A) o contra la cepa homdloga infecciosa (4B) (*).
Los nimeros de las Tablas 4A y B corresponden a las medias geométricas del punto
final de NS para el grupo (n = 3)

Grupo infectado con | Actividad de anticuerpos neutralizantes contra FL12 a diferentes
tiempos PI (dias PI)
0 14 21 48
VSRRP wt FL-12 1,0* 1,0 3,2 25,4
FL-N34A 1,0 1,0 4,0 128,0
FL-N51A 1,0 1,0 4,0 128,0
FL-N34/51A 1,0 1,0 5,0 161,3
Tabla 4A
Grupo infectado Titulo a punto final contra la cepa infecciosa homologa a diferentes
con periodos PI
0 14 21 48
VSRRP wt FL-12 [ 1,0 1,0 3,2 25,4
FL-N34A 1,0 4,0 128 8.192
FL-N51A 1,0 4,0 128 2.048
FL-N34/51A 1,0 4,0 64 4.096
Tabla 4B

Discusion

En el presente estudio, se examiné la influencia de la glicosilacién de GP5 de VSRRP en la recuperacion de virus
infeccioso, su papel en la capacidad de los virus mutantes para ser neutralizados por anticuerpos y en la induccién
de anticuerpos neutralizantes in vivo. Los presentes inventores han descubierto que los tres sitios de glicosilacién
potenciales (N34, N44 y N51) en GPS5 se usan para la adicion de restos de glicanos. Los resultados de los presentes
inventores ponen de manifiesto que la adicién de glicanos en el sitio N44 es mds critica para la recuperacion de virus
infeccioso. Ademads, los resultados de los presentes inventores muestran que los VSRRP que contienen formas hipo-
glicosiladas de GP5 son exquisitamente sensibles a la neutralizacién por anticuerpos y que los virus mutantes inducen
niveles significativamente mayores de anticuerpos neutralizantes, no sélo contra los virus mutantes homélogos, sino
también contra el VSRRP wt.

La confirmacién de que los tres sitios de glicosilacion ligada a N potenciales se usan para la adicién de glicanos
en GPS5 se proporcioné usando mutantes con modificaciones en uno solo o en multiples sitios (Figura 2). Los estudios
bioquimicos mostraban que la proteina GP5 de VSRRP, cuando se coexpresaba con la proteina M en células transfec-
tadas, contiene glicanos de tipo de alto contenido en manosa sensibles a Endo H. La observacién de que la mayoria
de la GPS5 incorporada en viriones es resistente a Endo H (Figura 4A), mientras que la GP5 expresada en presencia
de proteina M en células transfectadas es totalmente sensible a Endo H, es intrigante. Es posible que cuando la GP5
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se expresa en presencia de proteina M en células transfectadas, se acumule en su mayor parte en el RE o en la regién
cis-Golgi, y de este modo contintde siendo sensible a Endo H. Sin embargo, en células infectadas por VSRRP, 1la GP5
puede interaccionar con proteinas virales adicionales y el transporte de la GP5 mas alld del RE o del cis-Golgi se fa-
cilita por la formacién de complejos con las demds proteinas virales. De acuerdo con esta interpretacion, los presentes
inventores han observado que en células infectadas por VSRRP wt o mutante, la proteina GP5 también es resistente a
Endo H. Los presentes inventores sugieren que la GP5, que se sintetiza en el RE en células infectadas, se transporta a
las regiones medial- y/o trans-Golgi donde la mayoria de las moléculas de GP5 adquieren resistencia a Endo H antes
de incorporarse en viriones de VSRRP. Varios estudios con arterivirus incluyendo VSRRP sugieren que las proteinas
GP5 y M forman heterodimeros, que pueden desempefiar un papel clave en la infectividad viral. En el VAE y el VLD,
se ha demostrado la interaccién directa de proteina GP5 y M por medio de la formacién de enlaces disulfuro. Dichas
interacciones pueden producirse antes del procesamiento adicional de cadenas laterales de oligosacdridos ligados a N,
presumiblemente antes de que la GP5 se transporte fuera del RE o del compartimento cis-Golgi.

Es interesante observar que el patrén de resistencia a Endo H de la GP5 incorporada en viriones wt y mutantes
es diferente. Aunque la mayoria de las moléculas de GP5 en VSRRP wt eran resistentes a Endo H, la mayoria de las
moléculas de GP5 en los viriones mutantes en un solo sitio (FL-N34A y FL-N51A) eran sensibles a Endo H (Figura
4A). Ademds, de los dos restos de glicanos en estos mutantes, s6lo uno era sensible mientras que el otro era resistente.
El virién doble mutante (FL-N34/51A) también incorporaba una GP5 que contenia glicanos, algunos de los cuales
también eran sensibles a Endo H. Estos datos concuerdan con la interpretacién de que los viriones de VSRRP wt asi
como mutantes incorporan una poblacién mixta de moléculas de GP5 que contienen restos de glicanos diferentes en
diferentes sitios. Estudios previos que demuestran la incorporacién de formas glicosiladas de forma diferente de GP5
en viriones de VSRRP wt refuerzan adicionalmente la interpretacion de los presentes inventores. A partir del patrén
de sensibilidad a Endo H de la GP5 incorporada en los viriones, es tentador especular que el sitio N44 puede contener
los glicanos resistentes a Endo H, aunque se incorporaron en los viriones algunas moléculas de GP5 con glicanos
sensibles a Endo H en este sitio. Todavia tiene que investigarse si este patrén de glicanos poco habitual en diversos
sitios de la GPS5 y la incorporacion de diversas formas de GP5 en viriones tiene alguna relevancia para el patrén de
respuesta inmune observado en animales infectados con VSRRP.

En un estudio reciente, se demostré que de los dos sitios de glicosilacién ligada a N (N46 y N53) en la GPS5 del
VSRRP Lelystad, la glicosilacién del resto N46 era claramente necesaria para la produccion de particulas de virus.
La produccién de virus infeccioso se redujo aproximadamente 100 veces con la mutacién en la posicién N46. Los
resultados de los presentes inventores sugieren que la adicién de glicanos en la N44 (para VSRRP norteamericanos)
es absolutamente esencial para la recuperacién de VSRRP infecciosos. Entonces es posible que los aislados europeos
y norteamericanos de VSRRP puedan diferir algo en sus necesidades de glicosilacién ligada a N para la produccién de
virus infecciosos. A este respecto, debe sefialarse que el virus Lelystad contiene sdlo dos sitios de glicosilacion ligada
a N, mientras que el aislado norteamericano que han usado los presentes inventores en el presente estudio contiene
tres sitios de este tipo.

La GPS5 es la glicoproteina mas importante del VSRRP implicada en la generacion de anticuerpos neutralizantes
de VSRRP y de una inmunidad protectora. Los resultados de los presentes inventores ponen de manifiesto que la
ausencia de glicanos en los restos 34 y 51 del ectodominio de GPS, al tiempo que genera mutantes de VSRRP viables,
aumenta tanto la sensibilidad de estos mutantes a la neutralizacién por anticuerpos como la inmunogenicidad del
epitope de neutralizacién cercano. El efecto inmediato de la ausencia de glicanos en GP5 de VSRRP mutantes ha
sido la sensibilidad aumentada de los virus a la neutralizacién por sueros de convalecientes de cerdos infectados con
VSRRP wt (Tabla 3). Los estudios con VIH-1 y VIS han demostrado que la adquisicién o eliminacién de glicanos
en los bucles variables de la gp160 modifica su sensibilidad a la neutralizacién. Por lo tanto, se ha postulado que los
glicanos desempeifian al menos dos tipos de papeles esenciales durante la biosintesis de glicoproteinas de la envoltura
viral. En un caso, la ausencia de glicanos implica defectos de la glicoproteina y, por lo tanto, en la viabilidad global de
la cepa viral. Los presentes inventores proponen que los glicanos en la posiciéon N44 de la GP5 de VSRRP cumplen
un papel similar. En el segundo caso, los glicanos sirven potencialmente para proteger a las proteinas virales frente a
la neutralizacién por anticuerpos. Para la GP5 de VSRRP, los glicanos en las posiciones N34 y N51 pueden tener un
papel similar. En el caso del VIH, se postula que la “proteccién de glicanos” es un mecanismo primario para explicar
la evasién de la respuesta inmune neutralizante, asegurando de este modo la persistencia del VIH in vivo. Esto invita
a sacar algunos paralelismos con el VSRRP. La infeccion con VSRRP, que se sabe que persiste durante varios meses
en animales individuales, presenta un comportamiento poco habitual en términos de induccién de respuesta inmune
neutralizante especifica de virus. Estd bien establecido que a los animales infectados con VSRRP habitualmente les
lleva mas tiempo del normal establecer una respuesta de anticuerpos neutralizantes de VSRRP detectable. Una vez
establecida, esta respuesta neutralizante de VSRRP es débil y varia significativamente de un animal a otro. Se ha
postulado que el retraso en la respuesta de anticuerpos neutralizantes se debe a la presencia de un epitope sefiuelo
inmunodominante cercano (posiciones aminoacidicas 27 a 30) que provoca una respuesta inmune robusta temprana no
protectora que enmascara y/o ralentiza la respuesta contra el epitope neutralizante (posiciones aminoacidicas 37 a 45)
(26, 38). Aunque esta es una explicacion verosimil para el cardcter atipico de la respuesta de anticuerpos neutralizantes
de VSRRP, todavia tiene que ensayarse. En el laboratorio de los presentes inventores, la delecion del epitope sefiuelo ha
demostrado sistemdticamente ser letal para la recuperacién de VSRRP infeccioso (Ansari y col., datos no publicados),
haciendo por lo tanto dificil ensayar esta hipétesis.

Es posible que pueda imaginarse un mecanismo alternativo o complementario para explicar la naturaleza peculiar
de la respuesta neutralizante de VSRRP mediante el fenémeno de “proteccién de glicanos” propuesto para el VIH
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y el VIS. El uso de VSRRP mutantes que carecen de uno o dos restos de glicanos en los estudios de los presentes
inventores proporciona por primera vez pruebas de la presencia de grandes cantidades de anticuerpos neutralizantes
de VSRRP en los sueros de animales infectados por VSRRP wt que de otro modo serian indetectables debido al uso
de VSRRP wt en los ensayos de NS. Los anticuerpos neutralizantes de VSRRP, aunque estdn presentes en la respuesta
del huésped, son incapaces de reaccionar con los viriones de VSRRP wt infecciosos debido al bloqueo o la proteccién
del epitope neutralizante por los restos de glicanos en GPS.

Un precedente importante para el escape a la neutralizacién por glicosilacién de glicoproteinas en arterivirus se ha
descrito para el virus elevador de la lactato deshidrogenasa (VLD). El VLD es altamente resistente a la neutralizacién
por anticuerpos debido a la gran proteccién de glicanos de su glicoproteina principal, VP-3, sin embargo, ciertas cepas
de origen natural de VLD son altamente susceptibles a la neutralizacién, debido a la pérdida de dos sitios de glicosi-
lacién en el ectodominio de la VP-3. Curiosamente, este fenotipo sensible a la neutralizacién se correlaciona con un
alto grado de neurotropismo en el huésped adquirido por estas cepas de VLD facilmente neutralizables. Dicha poten-
ciacién de su neuropatogenicidad refleja probablemente la facilitacidn de la interaccién de las glicoproteinas virales
con receptores en células neuronales, posiblemente debido a la ausencia de la proteccion de glicanos. En el modelo de
cerdos jovenes que se usé para la inoculaciéon con VSRREP, los presentes inventores no fueron capaces de detectar dife-
rencias patogénicas entre ninguno de los VSRRP mutantes y el VSRRP wt, aunque los presentes inventores limitaron
sus observaciones a las mediciones de la temperatura y de la viremia. Es posible que en condiciones experimentales
diferentes (es decir, en un modelo de cerda gestante), puedan observarse algunas alteraciones en la patogenicidad de
estos VSRRP mutantes. No se sabe si el descubrimiento de cepas de VSRRP hipoglicosiladas de origen natural es un
hecho comiin, aunque informes previos han sugerido su presencia.

Una observacion notable en los experimentos de los presentes inventores ha sido que los mutantes de GP5, cuando
infectan cerdos in vivo, pueden superar al VSRRP wt en su capacidad para organizar una respuesta neutralizante de
VSRRP wt considerable en fases tardias de la infeccion (Tabla 4A). En un escenario paralelo, los presentes inven-
tores han observado no s6lo mayores titulos de anticuerpos neutralizantes contra mutantes de VSRRP homélogos,
sino también titulos considerables contra el VSRRP wt (Tabla 4A). Ademds, la respuesta se producia antes, con titu-
los neutralizantes detectables a los 14 dias p.i., una observacién que no se observa tipicamente con la infeccién por
VSRRP wt (Tabla 4B). La neutralizacién aumentada de VSRRP wt por sueros de cerdos infectados con los mutan-
tes de VSRRP sugiere que los glicanos estaban enmascarando el epitope o epitopes neutralizantes, que no inducifan
anticuerpos neutralizantes cuando estaban presentes los glicanos. Esta observacién tiene una gran importancia sobre
el disefio de vacunas de VSRRP mejores y mds eficaces, sugiriendo que nuevas vacunas disefiadas racionalmente
deberian llevar modificaciones en el patrén de glicosilacién de la GP5 para aumentar la produccién de anticuerpos
neutralizantes. Ademds, serd importante estudiar los efectos que esta eliminacion de carbohidratos de glicoproteinas
inmunoldgicamente importantes de VSRRP pueda tener sobre el aumento de los titulos de NS, no sélo contra la cepa
inmunizante homdloga sino también contra diversas cepas de VSRRP no relacionadas.

Ejemplo 2
Identificacion de sitios de glicosilacion ligada a N en aislados de VSRRP norteamericanos y europeos

Para identificar los sitios de glicosilacion ligada a N correspondientes a la asparagina 34 o a la asparagina 51 en una
proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 que pueden inactivarse y usarse en los procedimientos de la presente
invencidn, las proteinas GP5 de un aislado de VSRRP norteamericano (Figura 5) o un aislado de VSRRP europeo
(Figura 6) deseado se alinean con la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 (cepa norteamericana NVSL 97-
7895). En este ejemplo, los alineamientos se generaron con el programa MegAlign™ de DNASTAR, Inc. (Madison,
WI, Estados Unidos) usando el procedimiento de alineamiento de Jotun-Hein (Hein, J. J. en Methods in Enzymology,
Vol. 183: pags. 626-645, 1990). Los pardmetros de alineamiento de miiltiples secuencias eran una penalizacién por
huecos de 11 y una penalizacion por longitud de huecos de 3. Para las comparaciones por parejas, se usé un valor
Ktuple de 2.

En la Figura 5, esta claro que el sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 de la proteina
GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd presente en todos los aislados de VSRRP norteamericanos mostrados y
comprende el sitio de glicosilacién ligada a N “NGT”. Este sitio de glicosilacién ligada a N puede inactivarse por sus-
titucién de codones que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o alanina en lugar de la asparagina
51 en la secuencia polinucleotidica correspondiente. En estos casos, la secuencia de aminodcidos correspondiente en
la variante proteica de GP5 a VSRRP norteamericano hipoglicosilada comprenderia secuencias tales como “QGT”,
“AGT” 0 “XGT”, en las que X es cualquier aminodcido distinto de asparagina. Estas y otras variantes hipoglicosiladas
de los aislados de VSRRP norteamericanos en los que el sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la aspa-
ragina 51 estd inactivado también pueden combinarse con otras variantes de GP5 hipoglicosiladas en las que estdn
inactivados otros sitios de glicosilacién ligada a N.

También es evidente a partir de la Figura 5 que el sitio de glicosilacién ligada a N que se corresponde exactamente
con la asparagina 34 de la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd presente sélo en ciertos aislados de
VSRRP norteamericanos. Més especificamente, las proteinas GP5 de los aislados de VSRRP norteamericanos IAF-
BAJ (SEC ID N°: 3), 94-3182 (SEC ID N°: 7) y 94-287 (SEC ID N°: 8) contienen el sitio de glicosilacion ligada a
N que se corresponde exactamente con la asparagina 34 de la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 y que
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comprende el sitio de glicosilacién ligada a N “NSS”. Este sitio de glicosilacién ligada N de las SEC ID N°: 3, 7
y 8 puede inactivarse por sustitucién de codones que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o
alanina en lugar de la asparagina 34 en la secuencia polinucleotidica correspondiente. En estos casos, la secuencia de
aminodcidos correspondiente en la variante proteica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada comprenderia
secuencias tales como “QSS”, “ASS” o0 “XSS”, en las que X es cualquier aminodcido distinto de asparagina.

En otros aislados de VSRRP norteamericanos que carecen del sitio de glicosilacién ligada a N que se corresponde
exactamente con la asparagina 34 de la proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1, también pueden inactivarse
otros sitios de glicosilacién ligada a N localizados en el resto 30 (Figura 5 “NAS” en las SEC ID N 2, 3, 4, 6, 7,
8,9, 11, 13) y el resto 33 (Figura 5 “NNS” en las SEC ID N°: 3, 8; “NSS” en las SEC ID N°: 6, 10, “NDS” en las
SEC ID N 11, 13). En otras palabras, también pueden inactivarse sitios de glicosilacion ligada a N en otros aislados
norteamericanos localizados en las posiciones aminoacidicas correspondientes a los restos 30 y 33 de la proteina GP5
de referencia de la SEC ID N°: 1 y usarse en los procedimientos de la presente invencion.

En la Figura 6, estd claro que el sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la asparagina 51 de la protei-
na GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 también estd presente en un aislado de VSRRP europeo representativo y
comprende el sitio de glicosilacion ligada a N “NGT”. Este sitio de glicosilacion ligada a N puede inactivarse por sus-
titucién de codones que codifiquen otros restos aminoacidicos tales como glutamina o alanina en lugar de la asparagina
51 en la secuencia polinucleotidica correspondiente. En estos casos, la secuencia de aminoécidos correspondiente en
la variante proteica de GP5 de VSRRP europeo hipoglicosilada comprenderia secuencias tales como “QGT”, “AGT”
0 “XGT”, en las que X es cualquier aminodcido distinto de asparagina. Estas u otras variantes hipoglicosiladas de los
aislados de VSRRP europeos en los que el sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la asparagina 51 esta
inactivado también pueden combinarse con otras variantes de GP5 hipoglicosiladas en las que estdn inactivados otros
sitios de glicosilacion ligada a N.

En vista de lo anterior, se observard que se consiguen y logran varias ventajas de la invencion.

Las realizaciones se seleccionaron y describieron para explicar mejor los principios de la invencién y su apli-
cacioén prictica para permitir de este modo que otros expertos en la materia utilicen mejor la invencién en diversas
realizaciones y con diversas modificaciones segiin sean apropiadas para el uso particular contemplado.

Ya que podrian realizarse diversas modificaciones en las construcciones y procedimientos del presente documento
descrito e ilustrado sin alejarse del 4&mbito de la invencidn, se pretende que toda la materia contenida en la descripcién
anterior o que se muestra en los dibujos adjuntos deberd interpretarse como ilustrativa mas que limitante. Por lo tanto,
la amplitud y el dmbito de la presente invencién no deberian limitarse a ninguna de las realizaciones ejemplares
descritas anteriormente, sino que deberian definirse solamente de acuerdo con las siguientes reivindicaciones adjuntas
al presente documento y sus equivalentes.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un polinucleétido que codifica una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP
hipoglicosilada, en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 o a la
asparagina 34 de una proteina GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado, para su uso en un procedimiento
de generacién de una respuesta inmune mejorada en un cerdo contra un antigeno del Virus del Sindrome Respiratorio
y Reproductivo Porcino (VSRRP).

2. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en la que cualquiera o ambos de dichos sitios
de glicosilacion ligada a N se inactivan por sustitucion de los codones que codifican dicha asparagina 51 o dicha
asparagina 34 con un codén que codifica un aminoécido distinto de asparagina.

3. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 2, en la que dicho codén que codifica otro aminoé-
cido codifica un resto alanina o glutamina.

4. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 3, en la que dicho codén que codifica otro aminoa-
cido codifica un resto alanina.

5. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho
polinucleétido comprende una molécula de ARN de VSRRP infecciosa.

6. La composicion para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho
polinucleétido comprende una molécula de ADN que codifica una molécula de ARN de VSRRP infecciosa.

7. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 5 o la reivindicacién 6, en la que dicha molécula
de ARN de VSRRP infecciosa es un derivado de VSRRP europeo o un derivado de VSRRP norteamericano.

8. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho polinu-
cleétido comprende una molécula de ADN en la que un promotor activo en células de mamiferos se une operativamente
a dicho polinucleétido que codifica una proteina GP5 hipoglicosilada.

9. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 8, en la que dicho promotor es un promotor de
CMV.

10. La composicién para su uso de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4, en la que dicho polinucleétido comprende
un vector viral seleccionado del grupo constituido por un vector de virus vaccinia, un vector de virus herpes simple,
un vector de adenovirus, un vector de alfavirus y un vector del virus de la GET.

11. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que dicha composicién comprende ademas
un vehiculo o un adyuvante terapéuticamente aceptable.

12. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que dicho vehiculo se selecciona
del grupo constituido por una proteina, un tampdén, un tensioactivo y un polimero de polietilenglicol o cualquier
combinacién de los mismos.

13. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacién 11, en la que dicho adyuvante se selecciona del
grupo constituido por hidréxido de aluminio, Quil A, una suspensién de gel de altimina, aceites minerales, glicéridos,
dcidos grasos, subproductos de dcidos grasos, micobacterias y oligodesoxinucleétidos CpG o cualquier combinacién
de los mismos.

14. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que di-
cha composicién se administra por inyeccion subcutdnea, inyeccion intravenosa, inyeccion intradérmica, inyeccién
parenteral, inyeccion intramuscular, inyeccion sin aguja, electroporacién, administracién por via oral, administracién
intranasal, administracién oronasal o cualquier combinacién de las mismas.

15. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicha
respuesta inmune mejorada de dicho cerdo contra un antigeno de VSRRP comprende una produccién aumentada de
anticuerpos neutralizantes de VSRRP por dicho cerdo.

16. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho
cerdo es una cerda multipara, una cerda nulipara, un verraco o un cochinillo.

17. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que dicho
polinucleétido que codifica una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada se obtiene por sintesis direc-
ta, mutagénesis de una secuencia de nucleétidos de GP5 aislada de VSRRP europeo o mutagénesis de una secuencia
de nucleétidos consenso de GP5 de VSRRP europeo.
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18. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 17, en la que dicha secuencia de nucleétidos de
GP5 aislada de VSRRP europeo codifica una proteina GP5 que tiene una identidad de al menos el 85% con la SEC ID
N°: 15.

19. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 18, en la que dicha secuencia de nucleétidos de
GP5 de VSRRP europeo es la SEC ID N°: 15.

20. La composicién para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en la que dicho
polinucleétido que codifica una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada se obtiene por sintesis di-
recta, mutagénesis de una secuencia de nucleétidos de GP5 aislada de VSRRP norteamericano o mutagénesis de una
secuencia de nucledtidos consenso de GP5 de VSRRP norteamericano.

21. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 20, en la que dicha secuencia de nucleétidos de
GP5 aislada de VSRRP norteamericano codifica un péptido seleccionado del grupo constituido por las SEC ID N°: 1,
SEC ID N°: 2, SEC ID N°: 3, SEC ID N°: 4, SEC ID N° 5, SEC ID N°: 6, SEC ID N°: 7, SEC ID N°: 8, SEC ID N°:
9, SECID N°: 10, SECID N°: 11, SECID N°: 12 y SEC ID N°: 13.

22. La composicién para su uso de acuerdo con la reivindicacién 20, en la que dicha secuencia de nucledtidos
consenso de GP5 de VSRRP norteamericano codifica una proteina GP5 consenso que tiene una identidad de al menos
el 85% con la SEC ID N°: 14.

23. Una composicidon que comprende una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP hipoglicosilada, en la que al
menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 o a la asparagina 34 de una proteina
GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado, para su uso en un procedimiento de generaciéon de una res-
puesta inmune mejorada en un cerdo contra un antigeno del Virus del Sindrome Respiratorio y Reproductivo Porcino
(VSRRP).

24. Un polinucleétido aislado que codifica una variante polipeptidica de GPS de VSRRP norteamericano hipogli-
cosilada en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 de una proteina
GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado.

25. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 24, en el que dicho sitio de glicosilacién ligada a N correspon-
diente a la asparagina 51 se inactiva por sustituciéon de un codén que codifica dicha asparagina 51 con un codén que
codifica un aminodcido distinto de asparagina.

26. El polinucleédtido aislado de la reivindicacién 24 6 25, en el que ambos sitios de glicosilacién ligada a N
correspondientes a la asparagina 34 y a la asparagina 51 de la SEC ID N°: 1 estdn inactivados.

27. El polinucleétido aislado de la reivindicacién 26, en el que dicho sitio de glicosilacién ligada a N correspon-
diente a la asparagina 34 se inactiva por sustituciéon de un codén que codifica dicha asparagina 34 con un cod6n que
codifica un aminodcido distinto de asparagina.

28. El polinucleétido aislado de acuerdo con la reivindicacién 25 6 27, en el que dicho codén que codifica otro
aminodcido codifica un resto alanina o glutamina.

29. El polinucleétido aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en el que dicho
polinucle6tido comprende una molécula de ARN de VSRRP norteamericano infecciosa.

30. El polinucledtido aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en el que dicho
polinucleétido comprende una molécula de ADN que codifica una molécula de ARN de VSRRP norteamericano
infecciosa.

31. El polinucleétido aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en el que dicho polinu-
cleétido comprende una molécula de ADN en la que un promotor activo en células de mamiferos se une operativamente
a dicho polinucleétido que codifica dicha variante polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada.

32. El polinucledétido aislado de la reivindicacién 31, en el que dicho promotor es un promotor de CMV.

33. El polinucleétido aislado de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 24 a 28, en el que dicho
polinucleétido comprende un vector viral seleccionado del grupo constituido por un vector de virus vaccinia, un
vector de virus herpes simple, un vector de adenovirus, un vector de alfavirus y un vector del virus de la GET.

34. Una composicion que comprende un polinucleétido como se define en una cualquiera de las reivindicaciones
24 a 28, y un vehiculo terapéuticamente aceptable y, opcionalmente, al menos un adyuvante.

35. La composicién de la reivindicacién 33, en la que dicho vehiculo terapéuticamente aceptable se selecciona
del grupo constituido por una proteina, un tampon, un tensioactivo y un polimero de polietilenglicol, o cualquier
combinacién de los mimos.
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36. La composicion de la reivindicacién 34 6 35, en la que dicho adyuvante se selecciona del grupo constituido
por hidréxido de aluminio, Quil A, una suspensién de gel de alimina, aceites minerales, glicéridos, dcidos grasos,
subproductos de dcidos grasos, micobacterias y oligodesoxinucleétidos CpG, o cualquier combinacién de los mismos.

37. La composicién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 34 a 36, en la que dicha composicién
comprende ademds un segundo adyuvante que se selecciona del grupo constituido por interleucina 1 (IL-I), IL-2, IL-
4, IL-5, IL-6, IL-12, interferon gamma (IFN-g), factor de necrosis tumoral, MDP (dipéptido de muramilo), complejo
inmunoestimulante (ISCOM) y liposomas.

38. Una composicién que comprende una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosila-
da, en la que al menos un sitio de glicosilacién ligada a N correspondiente a la asparagina 51 en una proteina consenso
GP5 de referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado, y un vehiculo terapéuticamente aceptable.

39. Un polipéptido aislado que es una variante polipeptidica de GP5 de VSRRP norteamericano hipoglicosilada,

en la que al menos un sitio de glicosilacion ligada a N correspondiente a la asparagina 51 en una proteina GP5 de
referencia de la SEC ID N°: 1 estd inactivado.
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<400> 10

Met

Leu

Asn

Glu

Glu

65

Ala

Ser

Ala

Lys

Leu

145

Ile

Lys

Ser

<210> 11
<211> 200
<212> PRT

Leu

Trp

ser

Leu

50

Thr

Leu

Thr

val

Asn

130

Leu

Glu

Arg

Ala

Gly

Cys

ser

35

ASD

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

Asp

Lys

val

Glu
195

Lys

Ile

20

ser

Gly

val

Thr

Met

Thr

Gly

val

180

Gln

Cys
S
val
Ser
Thr
Ile
ser
85
Phe
Leu
ser
Lys
Gly

Leu

Trp

Leu

Pro

His

ASp

Phe

70

His

His

Ala

Trp

Gly

Lys

Asp

Gly

ES 2343371 T3

Thr

Ser

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Arg

val

Gly

Arg

Ala

Trp

Gln

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

Glu

Ser

Pro
200

Gly
Phe
25

Leu
Ala
Leu
Asp
Ar

105
Ile
ser
Tyr

val

val
185

Ile

ASp

Thr

Thr
9c

g Tyr

Cys

Cys

Arg

Glu

170

Ala

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

10

Cys

Ala

Tyr

LyS

His

75

val

val

Phe

Thr

Trp

Gly

Thr

Ser

Leu

ASn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Arg

His

Pro

GIn

val

Leu

45

AsSp

val

Leu

ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Ile

Leu

ser

30

Thr

Trp

ser

val

ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr
190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

AsSn

val

ASp

Arg

Phe

ser

Cys

val

Gly

80

val

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

val
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<400> 11

Met Leu

Leu Trp

ASn ASp

Glu Leu
SO

Glu Ser
65

Ala Leu

ser Thr

Ala val

Lys Asn

130

Leu Leu
145

Ile Glu

Lys Arg

Sser Ala

<210> 12

<211> 200
<212> PRT

Glu

Cys

ser

35

ASN

pPhe

Thr

Ala

Cys

115

cys

ASp

Lys

val

Glu
195

Lys

Ile

20

ser

Gly

val

Thr

Gly

Ala

Met

Thr

Arg

val

180

Gln

Cys
)

val
ser
Thr
Ile
Ser
85

Phe
Lteu
Ser
Lys
Gly

Leu

Trp

Leu

Pro

His

ASp

Phe

70

His

val

Ala

Trp

Lys

ASp

Gly

ES 2343371 T3

Thr

pPhe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

Arg

val

Gly

Arg

Ala

Cys

GIn

40

Leu

val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

Glu

ser

Pro
200

Gly

Phe

25

Leu

Ala

Leu

ASp

Arg

105

Thr

Ala

TYyr

val

val
185

Ala

Ile

AsSn

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

cys

Arg

Glu

170

Ala

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

11

Cys

val

Tyr

LysS

His

75

val

val

Phe

Thr

Trp

155

Gly

Thr

ser

Leu

Asn

Phe

60

Ile

Ala

Leu

val

Ar

14

Arg

His

Pro

Arg

Ala

Leu

45

ASD

val

Leu

ser

Ile

125

Tyr

ser

Leu

Ile

Leu

ASn

30

Thr

Trp

Ser

val

ser

110

Arg

Thr

Pro

Ile

Thr
190

Leu
15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

9s

1le

Phe

AsSn

val

Asp

Arg

Ser

Ser

Cys

val

Gly

80

val

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

val
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ES 2343371 T3

Gly Cys Cys Ser

Phe val Ala Leu

Leu Ile Tyr Asn

Ala Asn tys Phe

60

Leu Thr His Ile

75

<400> 12
Met Leu Gly Lys Cys Leu Thr Ala
1 5 . 10
Leu Trp Cys Ile val Pro Ser Cys
20 25
Gly Asn Ser Gly Ser Asn Leu Gln
35 40
Glu Leu Asn Gly Thr Asp Trp tLeu
50 5S
Glu Cys Phe val Ile phe Pro val
65 70
Ala Leu Thr Thr Ser His Phe Leu
85 90
ser Thr Ala Gly Phe val RHis Gly Arg Tyr
100 Y 108 7
Ala val Cys Ala Leu Ala Ala Leu Ile Cys
11§ 120
Lys Asn Cys Met Ser Trp Arg Tyr Ser Cys
130 13 Y Y
Leu Leu Asp Thr Lys Gly Arg Leu Tyr Ar
145 150 g Y 9
Ile Glu Lys Arg Gly Lys val Glu val Glu
. 165 170
Lys Arg val val Leu Asp Gly Ser Ala Ala
180 185
Ser Ala Glu GIn Trp Ser Arg Pro
195 200

<210> 13
<211> 200
<212> PRT

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

12

Asp Thr val Gly

val Leu

Phe val

Thr Arg

Gln

val

Leu

45

ASp

val

Leu

Leu Leu Phe
15

ser Ala Asn

30

Thr Leu Cys

Trp Ala val

Ser Tyr Gly
80

val Thr val
95

Ser Ser

110

Ile Arg

125

140

Trp Arg

Gly His

Thr Pro

Tyr Thr

Ser Pro

Leu Ile

val Thr

190

Met Tyr

Leu Ala

Asn Phe

val Ile

160

ASp Leu

Arg val
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ES 2343371 T3

<400> 13
?et Leu Glu Lys gys Leu Thr Ala Gly Cys Cys ser

Leu Trp Cys 58e val pra phe Cys gge Ala val Leu

ASN ASp ger'ser ser His Leu ng Leu Ile Tyr Asn
5 4

Glu Leu Asn Gly Thr Asp Trp Leu Ala Asn Lys Phe
50 55 60

Glu Ser Phe val 1Ile Phe Pro val Leu Thr His Ile
65 70 75

Ala Leu Thr Thr ger His Phe Leu Asp Thr val Ala
5 90

ser Thr Ala Gly Phe val His Gly Arg Tyr val Leu
100 105

Ala val Cys Ala teu Ala Ala Leu Thr Cys Phe val
115 120

LyS Asn Cys Met Ser Trp Arg Tyr Ala Cys Thr Ar
130 135 14

Leu Leu Asp Thr Lys Gly Gly Leu Tyr Arg Trp Arg
145 150 155

Ile Glu Lys Arg Gly Lys val Glu val Glu Gly His
165 170

Lys Arg val val Leu Asp Gly Ser val Ala Thr Pro
180 185

ser Ala Glu GIn Trp Gly Arg Pro
195 200

<210> 14

<211> 200

<212> PRT

<213> Consenso de virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino
<220>

<221> misc_feature

<222> (34)..(34)

<223> Xaa puede ser Ser, Asp, Asn o Thr
<220>

<221> misc_feature

<222> (58)..(58)

13

Gln

Ala

Leu

45

ASp

val

Leu

Ser

Ile

125

Tyr

Ser

Leu

Ile

Lteu

AsSn

30

Thr

Trp

Ser

val

Ser

110

Arg

Thr

pro

Ile

Thr
190

Leu

15

Ala

Leu

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Phe

AsSn

val

Asp
175

Arg

Ser

Ser

Cys

val

Gly

80

val

Tyr

Ala

Phe

Ile

160

Leu

val
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<223> Xaa puede ser Lys, Asn, Glu, Asp, o Ala

<220>

<221> misc_feature

<222> (94)..(94)
<223> Xaa puede ser Ile o Val

<220>

<221> misc_feature

<222> (164)..(164)

<223> Xaa puede ser Gly, Arg, Lys, o Gln

<400> 14

Met teu Gly Lys

1

Leu

Asn

Glu

Glu

65

Ala

Ser

Ala

Lys

Leu
145

Ile Glu Lys Xaa Gly Lys val Glu val Glu Gly His Leu Ile As
165 170

Lys arg val val Leu Asp Gly Ser ?

Trp

Xaa

Leu

50

Thr

Leu

Thr

val

ASn

130

Leu

Cys

Ser

35

AsSn

Phe

Thr

Ala

Cys

115

Cys

ASD

Ile

20

ser

Gly

val

Thr

Gly

Ala

Met

Thr

180

Cys
5
val
Ser
Thr
Ile
Ser
8S
Tyr
Leu

Ser

Lys

Leu
Pro
His
AsSp
Phe
70

HiS
Tyr
Ala

Trp

Gly
1

ES 2343371 T3

Thr

Phe

Leu

Trp

55

Pro

Phe

His

Ala

Arg

135

Lys

Ala

Cys

Gln

40

Lev

val

Leu

Gly

Leu

120

Tyr

Leu

ser Ala Glu GIn Trp Gly Arg Pro
195 200

<210> 15
<211> 201

Gly

Phe

25

Leu

AsSn

Leu

ASp

Arg

105

Ile

ser

Tyr

Ile

Xaa

Thr

Thr

90

Tyr

Cys

Cys

Arg

Cys

Ala

Tyr

Lys

His

75

val

val

Phe

Thr

Trp

ser

Leu

AsSn

Phe

60

Ile

Gly

Leu

val

Ar

14

Arg

Gln

val

Leu

45

Asp

val

Leu

ser

Ile

Tyr

ser

Leu

ASn

30

Thr

Trp

Ser

Xaa

Ser

110

Arg

Thr

Pro

Pro

15

Ala

Ile

Ala

Tyr

Thr

95

Ile

Leu

ASDH

val

175

Phe
Ser
cys
val
g
val
Tyr
Ala
phe

Ile
160

p Leu

la Ala Thr pro val Thr arg val
85 190

14
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<212> PRT

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

<400> 15

<210> 16
<211> 15

Met

Phe

Asp

Ile

Ala

6S

Leu

Ala

val

Ala

ASNn

145

Ile

Thr

Arg

414

<212> ADN

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

<400> 16

Arg

Trp

Gly

Ccys

50

val

Gly

val

Tyr

Ala

130

Phe

val

Ile

Thr

Cys

Trp

ASn

35

Glu

Glu

Phe

ser

Gly

Lys

Ile

val

Lys

ser
195

ser

Leu

20

Gly

Leu

Thr

Leu

Thr

100

Ala

Asn

val

Glu

His

180

Ala

His

Phe

ASp

ASNn

Phe

Thr

85

Ala

Cys

Cys

ASp

Glu

Lys

Leu

Ser

Gly

val

70

Thr

Gly

Ala

Met

Leu

val

Gln

ES 2343371 T3

Leu

Leu

sSer

Thr

55

Leu

Ser

Phe

Phe

Ala

135

Arg

Gly

Leu

Trp

Gly

Cys

Thr

40

ASp

TYyr

His

val

Ala

120

Ccys

Gly

Lys

Glu

Glu
200

Arg

Thr

Tyr

Trp

Pro

Phe

Gl

10

Ala

Arg

Arg

Ala

Gly

Ala

Phe

10

Gly

GlIn

Leu

val

Phe

90

Gly

Phe

Tyr

val

Glu

170

val

Leu

Leu

Tyr

ser

Ala

75

Asp

Arg

val

Ala

His

val

Lys

Thr

Ser

Ile

ser

60

Thr

Ala

Tyr

cys

Ar

14

ArgQ

Asp

Ala

Pro

Trp

Tyr

45

His

His

Leu

val

Phe

125

Thr

Trp

Gly

Gln

His

Ser

30

ASn

Phe

Ile

Gly

Leu

110

val

Arg

Lys

ASN

Pro
190

Ser

15

Phe

teu

Gly

Leu

Leu

95

Cys

Ile

Phe

ser

Leu

175

Leu

Cys

Ala

Thr

Trp

ser

80

Gly

ser

Arg

Thr

Pro

160

val

Thr

atgacgtata ggtgttggct ctatgccatg acatttgtat tgtcaggagc tgcgaccatt

15

60
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ggtacagccc
gctraggggt
accctttaac
ttatggcgga
tgaatctcca
tccggtggac
ggctrtctgc
gaatggtgcg
aggctctaca
gagtggccgt
atgtgctaac
agtgtgctat
ggaaagtctc
agttgaagtt
tgtctaagtt
acggctgtct
cgctcccact
ccaagcatgq
cagtgactga
tccgecactt
taagggtaga
gcagtcacaa
ccacagtege
atgccggege
gtggttggca
ctctteccga
ccatccaaat
aatacgtgct
cttctttger
ccccagatge
taatgcactt
actgtccgge
gaggaggaga
ttgaggaatg
caaggattga
agagggretg
dgggttggggc
ttcctgtegt

tgtccaattg

aaaactagct
ctgtccctag
catgtctoggg
gggccaagtc
agttccrgag
gttgccacogt
gatctttcca
ggtcgeagcet
agrrtatgaa
ttrrgccaac
caacctgeca
ggctgacgtc
ctgggcccct
gatcgcgaac
tgtgttcata
cccegetaat
ggacgttcag
tgtcgetgoc
tacagatgga
cagactggcg
gcccaatacg
atggtacggt
tcaccgegec
tgataaggct
ctgcattuce
g9agggtgaga
tctcaagetc
taagctggaa
cccccrtgaa
ggtcgaagtt
gccrageagt
ttccccggrce
gcaccctgat
ctgttgccat
tcagtacctc
cccgcegage
ttcaactcag
gactcaagag

ctactatcct

ES 2343371 T3

gcacagaaaa
caccttgett
atactrgatc
tactgcacac
cttggagrgc
gcattcccca
attgcacgaa
gagatttaca
cggggregcc
tccctacatg
ctcccgeaga
tatgatattg
€gtggcggag
caactccaca
gcecectggga
actgtccctg
aacaaagaaa
aagtacctac
cccattgtcg
gaagagccta
tcgecattga
gctggaaéga
ttgcccgete
gtgcatctca
gccatcgcca
ccttcagatg
cctgcggect
ggcgageatt
tgtgttcagg
ttcggatttg
gtcatcccag
actactgtgt
caggtgcgct
cagaataaaa
catggtgcaa
gctgeggaca
acaaccaaac
cctttgoaca

gcacaaggtg

cgcccttetg
ccggagttgce
ggtgcacgtg
gatgtctcag
tgggcctatt
ctgttgagtg
tgaccagtgg
gagccggeca
gcrggtaccc
tgagtgataa
ggcctaagec
gtcatggcgc
atgaggcgaa
tctecttecce
gtggtgtcte
aaggtaactg
ttcgeegtge
aacggaggct
tacagtattt
gcctcoctgg
gtgacaaggg
gagcaaggaa
gtgaaatcca
ggcactattc
accgaatggt
actggactac
tggacaggaa
ggactgtctc
gctgttgtga
accctgectg
ctgectetgac
ggactgtttc
taggaaaaat
ccaaccgggce
caagtcttga
cctrctrrtga
agctccatgt
aagactcagt

acgaggttcg

16

tgacagecct
actgctrtrac
cacccccaat
tgcacggtct
ttacaggcecc
ctececegec
aaacctgaac
gctcacccct
tatagtcgga
acctttcccg
tgaagacttt
cgtcatgtat
atttgaaact
gcceecaccac
tatgcgggtc
ctggtggcegc
caaccaattc
gcaagctaat
ctctgttagg
grtrgaagac
tggaaaaatc
agcacgctct
gcaagccaaa
tcegectgec
gaattccaaa
tgacgaggac
cggtgcttgt
tgtgaccett
gcataagagc
ccttgaccga
cgaaatgtcc
acaattcttt
catcagcctt
caccccggaa
agaatgcttg
ttggaatgre
caaccagtgc
ccctctgace

tcaccgtgag

cttcagggga
ggtctctcca
gccagggtgt
ctcettectce
gaagagccac
ggggccrgcet
tttcaacaaa
gcagtcttga
cctgtecctg
ggagcaactc
tgccettteg
gtggccaaag
gtccctaggg
gcagtggaca
gagtgcccac
ttgtttgact
ggctatcaaa
ggtctccgag
g9agagctgga
ctcctcagaa
ttccggtttg
ggtatgacca
aagcacgagg
gacgggaact
tttgaaacta
cttgtgaaca
gttggcgcca
gggatgtccc
ggacttggtc
ctggctgagg
ggcgacccca
gcccgecaca
tgtcaagttg
gaggttgcgg
attaggctig
grgctcectg
cgcgetctgg
gecttctcege

aggctaaact

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400
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ccgtactctc
ctggceegeg
atctgctgaa
aggttgatct
caagagttca
ccgetecacg
ttcctgacgg
agccgatgac
cagtgacatc
cggtgacgcec
tggaagaagc
ctgcatcctc
ttctggaggt
atgacatcaa
gcccaaaaca
gaagggaaaa
gtgaccctge
ggcgcaacac
caaagatgat
cgcctgeace
atgttccacg
tgacatcctt
<gcoggggtt
ccaccgattt
taagaaagaa
cccatctecc
attggggtrtt
ttggtteegt
ttrttgoctg
gcactgctrtg
tcaaaccttg
ttcttggeag
ttgttgcaga
gctggggatc
cgcotgcgac
tggaccccat
agcaaccctc
gaactgtggt
aggcgggtgg

taagctggag
acccgeacta
actagtcaac
gaaagcttgg
gcctcgaaaa
caggaaggtc
tcgggaagat
acctctgagt
tttgagtgtg
cttgagtgag
gaatctggeg
acagactgaa
9999gggcaa
ccctgcacct
ctctgctcaa
agaagcatgc
cacgcaggaa
gtctgettac
actcgagaca
ttccgtgggt
catccteggg
cggggaagaa
tgacgagagc
gccaccttea
agctgaaagg
tgrrrrctec
tgcagcetttt
tcccetctg
ttogottgget
tgagttrgac
ggaccctgtt
gttactgggc
ttgtatcttg
ttgtgtaaga
caggtcgtca
tttecteget
tgaaaaaccc
cgctcagcct

ggcgatagtg

ES 2343371 T3

ggggttgttc
€€gaacgggc
gcccaggcaa
gtcaaaaact
acaaagtctg
agatctgatt
ttgactgttg
gagcctgeac
ctggccccag
ccaatttteg
gcaacaacgc
tatgaggctt
gaagctgagg
gtgtcatcaa
gccatcattg
ctcagcatca
tggcttrtctc
caggcgttcec
ccgeegeect
gcagagagtg
aaaatagaaa
ccggtgrgeg
acaacggctc
gatggtttgg
ctcttegacc
tcacaccter
actttratttt
ggtgtttttt
trrgctgtg
tcgecagagt
cgcagecttg
ggggcacgct
gctggagett
actgctccta
ctcatcgacc
actgggtggc
atcgcgttcg
tatgatccta

gccgaggcag

gtgaggaata
tcgtegaact
cttcagaaat
acccacggtg
tcaagagctt
gtggcagccc
grggccecct
ttatgecege
trcctgeacc
tgtcrgcace
tgacgcacca
ctccectaac
aagttctgag
gcagctecct
actcgagcgg
tgcgtgagge
gcatgtggga
gcatcttaga
acccgtgtgg
accttaccat
acgccggega
accaacctgt
cgtcegetgg
atrgcggacga
aattgagccg
tcaaatctga
gcctetrett
ctgggtcttc
gcctgtrcaa
gtaggaacgt
ttgtgggccc
acatctggca
atgtgctttc
atgaaatcgc
tgtgcgatcg
gcgggtgctg
cccagttgga
accaagccgt

tcccaaaagt

17

tgggctcacg
taaagaccag
gatggcctog
gacaccgcca
gccagggaac
gattttgatg
tgatctttcg
gttgcaatat
gcgtagaact
gcgacacaaa
ggacgaacct
accactgcag
tgaaatctcg
gtcaagtgtt
gccctgcagt
ttgtgatgcg
tagggttgac
tggtaggttt
gttrgtgatg
tggttcagtc
gatgcccaac
caaggactcc
tacaggtgat
gatgggggccg
tcaggtttte
cagtggttat
gtgttacagc
tcggcotgtg
gcctgtgtcec
ccttcattct
cgtcggtcerc
trttttgety
tcaaggtagg
cttcaacgtg
gttttgtgcg
gaccggccga
tgaaaagagg
aaagtgctig
ggtcaaggtt

ccaactgaac
atggaggagg
gcagccgage
ccecectecac
aaacctgtec
ggcgacaatg
acaccatecg
attrrctaggce
gtgrcccgac
tttc&gcagg
ctagattrgt
aacatgggta
gatacactga
aagatcacac
gggcatctcc
gctaagctta
atgctgacet
gagtttctcc
ctgectcaca
gccactgaag
caggggctct
tggatgtcge
gctgacttac
ttacggacgg
aacctcgtct
tctccgggtg
tacccattct
cgcatgaggg
gacccagtcg
tttgagcttc
ggcettgeea
aggcttggca
tgtaaaaagt
ttccctttta
ccaaaaggca
agtcccattg
attacggcta
cgggtgttac

tccgctatte

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
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cattccgage
tcgaccecga
ttggtgtggg
cgg9gaggagq
tgcrtgetgg
ggtgcactaa
tgrgcatcec
ttcaggaaat
tgagttgtaa
cccttacerg
tcaccattct
ccgtgotgtt
ttacccccta
ccgcaccaga
tgctgtttac
cctcactgaa
tcgatgggaa
tttccggggt
ctgattgecc
ctggcegege
tcgecttetg
agcrrgrcgy
ctggccagtt
gacctaaggt
aggtaccttc
ccaccgteca
cgcccttggt
ggagtgttrt
ttctgatgat
acagcctiag
tgcaggcagt
caccagtccc
ttaagtaccg
tctrgegata
atcatgagtc
ttacgaaatg
gccagttcat
aggttgataa

CCcCaactctc

tcccrrtt
cacrtttact
ggactttgcc
cccgeacctc
agtttatgta
cccattcgec
ccaacatggc
tgcecctagtc
ggctgatatg
gttgctctgt
atggttggtg
attggttgct
tgatattcat
tgggacttac
cccgteteag
caccgtcaat
aattaagtgc
cggcttcaat
gaattggcaa
ctattggctg
cttcaccgceg
cgttcacaca
ttgcaatgtg
ccegeteggt
agatctttgc
acttctgtgt
tgctgregag
ctcctttgga
caggcttcta
tgcagcgacc
aatgadttta
agtgattgcg
ctgcctgcac
ctttgccgag
gctgactggt
gactgatttt
cgaggctgcc
ggttcgaggt
gccecggtgac
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cccaccggag
acagctetec
caactgaatg
attgctgece
actgcagtgg
gtccctggct
cttaccctge
gttrrgatee
ctotgcgrcet
gtgtttcctt
trttectega
ctrtggcttc
cattacacca
ttggccgetg
cttgggtccc
gtggtcgggt
gtgactgecg
caaatgcttg
g9g9ggctgctc
acatcctctg
tgcggcgatt
ggatcaaaca
gcacccatca
gatgtgaagg
gccttgettg
gtgtrrttce
trrtttatce
atgtttgtgc
acagcagctc
ggttttgtcg
agtacctatg
tgtggtgtrtg
aatgtecttg
gggaaattga
gcectegeta
aagtgttttg
tatgctaaag
actttggcca

attgtigtteg

tgaaggttoa
ggtrctggtta
gattaaaaat
tgcatgttgc
ggtcttgocgg
acggacctag
cctrgacagc
tcgtttccat
tacttgcaat
gctggrrgcg
tgtctgtaaa
taggccgtta
atggcccccg
tecgeegege
ttcttgaggg
ccteccatggo
cacatgtcct
actttgatge
ctaagaccca
gcgtcgaacce
ccgggtcecce
aacaaggagg
agctgagcga
ttggcagcca
ctgccaaacc
tcctgtggag
tgaatgaggt
tatcttggcet
ttaacaggaa
cagatctggc
ccttcctgce
tgcacctecct
ttggcgatgg
gggaaggggt
tgagacttaa
tttctgcatc
cacttagaat
aacttgaagc

ctcttggcca

18

tcctgagtge
ctccaccaca
caggcaaatt
ttgctegatg
taccggcacc
cteccecrctge
acttgtggca
€ggaggcatg
cgccagetat
ctggtrcect
tatgccttcg
tactaatgtt
cggtgtrtgcc
tgcgttgact
cgctttcaga
ctctggcgga
tacgggtaat
adaaggggac
attctgcgag
cggtgtcatt
agtgatcacc
aggcattgte
attaagtgag
cataattaaa
cgaactggaa
aatgatggga
teteccaget
cacaccatgg
cagattgtca
ggcaactcaa
tcggataatg
tgccataatt
tgcgttctct
gtcgcaatce
tgacgaggac
caacatgagg
tgaacttgcc
ttrrgctgat
tacgcctgtt

aggatcgtgg
aacctegtec
tccaageect
gcgtrgcaca
aacgatccge
acgtccagat
ggattcggtc
gctcataggt
gtitgggtac
trgcacccte
ggaatcttaa
gttggtcttg
gccttggeta
ggccgecacceg
actcgaaagc
gtgttcacta
tcagctaggg
ttcgccatag
gatggatgga
gggaatggat
gaagccggtg
acgcgeecct
ttctttgetg
gacatatgcg
ggaggcctct
catgcctgga
gtactggtcc
tctgegcaag
ctcgectttt
gggcacccgt
gtcgtgacct
ttgtactigt
gcggetrtct
tgcgggatga
ttggatttc
aatgcggcegg
cagttggtgce
accgtggcac

ggcggtatce

4800
4860
4920
4980
5040
5100
S160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
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tcgacctaaa
ccgggrecaa
ccgtgectat
aggatcgttt
gtggaaagaa
tccatgataa
ctgagaaggg
cctccccatc
gggaagctgc
tgacagccaa

aggagcagtg

' ggttgttace

acctgtgaat
acacccggtt
gcttatagac
gccgggaaac
ggaaattgca
tgaaattggt
agttttacag
cccagtgeac
cgrettgocc
tgtccttgat
tgaggacgcc
acctggagtt
cgttcatcgg
gtrrccaacc
gcgggaaaac
gaagactagg
gagtggtgtc
aaacaaattt
atcctgcgat
acttgcctgt
ggtcacgcag
ttcrgtgrce
ctttaaaagt
catgctcaag
tcccaccatg
gacggaccca

azatggacgc

ggttggtagc
aatgaccgtg
ccecectteca
gaataagaag
atatcagaaa
cacagacgcg
aactctgtgc
tggcaagaaa
gaagctttcc
agaagtggag
ttraaactgc
gagacagcgg
ttaaaagtgg
gcaagaccgg
gtcttaatct
actgggatcg
ctcagtgegce
cttccttata
aatacaaggt
gcggetgect
acgactatgc
tatcttgatt
gcattaagag
cttcgecttg
ccttccactt
aaggacatcc
tggcaaactg
acaatactcg
acccagggct
aaagagcttc
cgcrecacac
gctgaagagc
tceggegeag
aacaccattt
ggtcaccctc
gttecaaccce
ccaaactacc
aagaagacag

cagctcgtcc
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accaagcata
gcgegtgteg
ccgaaagttc

aagaggcgca

trttgggaca

tgggagtgcce
gggcatacta
ttcctggtec
gtggaacagg
aaactgaaaa
tagccgecag
taaaaatagt
ccagtgaggt
ttgatggotgg
ccggegetga
atggcacgct
aaataataca
agctgtaccce
ttggagacat
gccrcacgcc
cctccggttt
ctaggcctga
acctcrccaa
tgcgtaagta
accctgecaa
agagcgtcec
tracccctty
gcaccaataa
tcatgaaaaa
agactccggt
ctgcaattgt
acctgecgtc
taactaagag
acagcrtggt
atggcerrct
tgategtcta
actggtgggt
ccataacaga

ctaaccgtga

ccctecaage
ttgatccaac
tggagaatgg
ggatggaagc
agaactccgg
tcagagttga
ccattgaaga
ccgtctacce
ccctrtggeat
gaataattga
cggctigacc
caaatttcac
tgagctaaaa
tgttgtgctc
tgcatctecc
ttgggatttt
ggctrgtgac
tgtcaggggc
accttataaa
caatgccact
tgagttgtat
ctgccccaaa
gtatgacttg
cctgtttget
gaattctatg
tgaaatcgac
taccctcaag
cttcatrgea
ggcgtttaac
cttaggcagg
ccgetggttt
gtacgtgttg
aggtggcctg
gatatatgca
gtttctacaa
ttcggacgac
tgaacatctg
ctcgccatca

caggattctc

19

cattgagacc
ccecacaccec
tcccaacgec
cgtcggeatc
tgatgrgtrt
caaccctgec
taagacttac
agagagcaaa
gatgaatgtc
caaactccag
cgctgtggte
aaccggacct
gacgcggtcg
ctgcgetecg
aagttactcg
gaggccgagg
attaggcgceg
aaccctgage
acceccagtg
ccggtgactg
gtaccgacca
cagttgacag
tccacccaag
catgtgggta
gctggaataa
gttctgtgeg
aaacagtatt
ctggcccacc
tcgcccattg
tgccttgaag
gccgecaatc
aactgctgec
tcgtetggeg
caacacatgg
gaccagctga
ctcgtactgt
aacctgatgce
trtctaggct
gcggeccteg

agagttcttg
ccaccegeac
tggggggatg
tttgtratgg
tatgaggagg
gactttgacc
agtgtctacg
aaaaaccaat
gacggtgaac
ggcctgacta
gcggcggett
tcaccctagg
agcataacca
cagttccttc
cccgecacgg
ccactaaaga
gcgacgeace
gggtaaaagg
acactggaag
atgggcgctc
ttccagegtc
agcacggctyg
gcrrtoteet
agtgceegec
atgggaacag
cacaggccgt
gtgggaagaa
dggcagcgtt
cccreggtaa
ctgatcttgc
ttctttatga
acgacctact
acccgatcac
tgctcagtta
agtttgagga
atgccgagtce
tgggttttca
gtaggataat

cctaccatat

7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
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gaaggcaagc
tgcttgteta
tgcccgeaag
actcagatcc
tcegtacgec
ttgtccagtc
acccccecta
gcctecacgg
ataccagact
tctaccagac
gotcgetgtc
gaaaacatac
ccagaccatg
tacgacgctg
cggttggtgt
tgtcttgagg
cccagtgggt
gaccatctgg
acttgtatec
gcaagtcctc
tcaaggcgec
gcaaagagcc
caggcaactg
gcaccgtgac
ggctctagge
cgccatttgt
gggattrttat
ccactggecc
ccttegeece
ctcagtgrtt
cgaggctcaa
tgagtatctt
cgacgtcaaa
cttectrece
agcagtttgc
gacccagtec
gaaggacaag
aagctatgec

gggccctgec

aatgtctctg
gagtatgatc
gacggctaca
aatcatgagg
actgcctgtg
atcatctqgt
gggaaaggca
actgtaatca
cgccgeggat
ggtgattatg
gcctcraatg
tggcrectec
Ctcgatatga
caattccctg
cctggcaaga
cttcttagca
tttgattctc
agatttggac
atggtcaaca
accccttace
acatttgatg
crrgrrgcta
cagagcatgt
gagcagctga
aatggggata
gcagatctgg
ttctegectg
gtggtgacaa
gtccataagt
ctgggcacce
atgcttccgg
gatgaccggg
ggcactaccg
aaggaatcag
acattaacag
aagtgctgoa
acggcctate
tcgtacatce

ctttgcaaca
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aatactacgc
ccgaatgott
gttttcccgg
ggaagaagtc
gcctcgacgt
gtggccacce
caagccctet
tgcatgtgga
tagtcrcegt
ctagcaccgce
tgttgcgcag
aacaggtcca
ttagggcttt
cccecteecy
attcctrect
aaactaccct
attgctatgt
agaatatctg
caacccgtgt
acagggaccg
tggttacact
tTtaccagggc
ttgatctrcc
tcgtgctaga
aattcagggc
aagggtcgag
atttgacaca
cccagaacaa
atagccgegce
ctggggtigt
agacagtcte
agcgagaaat
ttggaggatg
tcgecggtagt
atgtgtatct
aaatgatgtt
ttcaacttga
gagtrtcctgt
gaagagttgt

ctcggeggce
tgaagagctt
ccegecgtc
cagaatgtgc
ctgtatttac
ggctggttct
agatgaggtg
gcagggtetc
taggcgtggce
ccracteect
caggttcatc
ggatggrgat
gg9ggacgtgc
taccggeect
ggatgaagca
cacctgtctg
ttttgacatc
tgatgccatt
aacctacgtg
agaggacggc
gcatrtgcec
aagacatgct
tgcgaaagge
tagaaataac
cacagacaag
ctceecegete
gtttgctaaa
tgaaaagtgg
gtgcatcogt
gtcatactat
cagcaccggc
tgctgagtcec
tcaccatgtc
cggggtttca
cccagatctce
ggacttcaag
aggccgecat
taactcracg

cgogtccact

20

gcgatactca
gtagttggga
ttcttgtcca
gggtactgceg
cacacccact
ggttctrgta
ttagaacaag
acccctcttg
attagaggaa
acttgtaaag
atcgqceccegce
gtcatttaca
cggtrcaacg
tgggttcgea
gcgtattgta
ggagatttca
atgcctcaga
cagccagatt
gaaaaacctg
gccatcacaa
actaaagatt
atctrrgtgt
acacccgtca
aaagaatgca
cgcgttotag
cccaaggtcg
ctcececggtag
ccagaccagt
gccggctaca
ctcacaaaat
cgaattgagg
crcccccatg
acctccaaat
agccccggga
Qaagcttacc
gaagttcgac
ttcacctggt
gtgtatttgo
cattggggag

tggacagctg
tagcgcagtg
tgtgggaaaa
gggccccagc
tccaccagea
gtgagtgcaa
tccegrataa
acccaggcag
atgaggttga
agattaacat
ctggrgctgg
cgccaactca
tcccagcagg
tcctagecgg
atcaccttga
aacaactcca
ctcaactgaa
acagggacaa
tcaagtatgg
ttgactccag
cactcaacag
atgacccaca
acctcgcetgt
cggrrgctca
attctcteeg
cacacaactt
aacttgcacc
tggttgctag
tggtgggcce
ttgtcagggg
tagattgccg
ctttcattgg
accttccgeg
aagccgcaaa
tccacccaga
tgatggtctg
accagcttge
acccctgeat

ctgacctcgc

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

9900

9960
10020
10080
10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
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agtcacccct
gcececctggg
caaacacacc
tgaggactgg
ggccactgce
aggcctgaat
ttttgtggat
cattttgttt
ctccgeggta
aggccreect
ggatgctrtty
accgcaccat
tgtcrcgceat
ccgagacctg
ggtcaaatqt
ccccrggatce
ccatattttc
caatactacg
ggtgaattac
accaggcagg
cgatctaggg
cgcctggttg
gatagggaat
€gacggggag
ctaccaacat
ttccrctrgg
ttcagttcaa
ctccaggaca
tctcagtgec
gatgagaatt
tctgagatga
gtgtgtgtca
gtggtcgatc
gttttagcct
atgcttgacc
ttrrgctgcy
cttgacgcta
ggagacttet
tagccatttc

tatgattacg
tacaaaatcc
tgggggtttyg
gaggattaca
accagcatga
tgaaatgaaa
gctttcacgg
ggctttacca
ctccgtgege
ttctcagtge
gcaccataag
ggaaaaagca
tagtggtttg
taaatatttg
aaccatagtg
ccggccaaag
ctccgttgeg
tactgttttt
acggtgtgtc
tctctrtagt
trcatggttc
gcgttcctgt
gtgagtcaag
aacgccacct
caagtcgacg
ttggrtttraa
gtctttcgga
tcagctgect
gcgcggcgat
atttacattc
gtgaaaaggg
actttaccag
atgtgcogcet
grrttttege
gcgggctgte
ctcgtcaacg
tgtgagctga
gtcatctttc

cttgacacag
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gtgccaaaat
tggcgtgege
aatcggatac
atgatgcgtt
ggtrtrcattt
tggggtccat
aatttttggt
tegetggetg
gccctaccat
cagqgtggata
gtgtcaaccc
9gacaggctg
gatgtggtgg
gccteteggce
tataatagta
cttcatgatt
gctrcttgta
ggtttccgct
cgccttgect
gcaggatagg
cgcctggect
ccttcagcta
tttatgttga
tgcctegtca
gcggcaattg
atgtttctrg
catcaaaacc
taggcatggc
agggacgccc
ttctgatctc
attcaaggtg
ctacgtccaa
gctccatttc
catcttactg
gctcgegatt
ccaacagcaa
atggcacaga
ccgtgttgac
tcggtctggt

catcctgtct
ggagttctcq
agcgtatctg
tcgtgegege
tceccecggge
gcaaagcctc
gtccattgtt
gcrggtggrc
tcaccctgag
ttcccaccg
tgattgatga
cctggaaaca
Ctcatrtttca
tgcccatget
ctttgaatca
ttcagcaatg
ctcrttttgt
ggttaggggc
cacccggcaa
gcatgaccga
ctccagcgaa
cacggcccag
catcaagcac
tgacaatatt
gtttcaccta
gtttctcagg
aacactaccg
gactcgtect
gtgtacatca
ctratgcree
atatrtggca
catgtcaagg
atgacacctg
gcaatttgaa
gcttrcttg
cagcagctct
ttggctgaaa
tcacattgtc

tactgtgtct

21

agtgcatacc
cttgacgatc
tacgagttca
cagaaaggga
cctgtcatty
tttgacaaaa
gatatcatca
ttctgcatce
caattacaga
gggaactaga
aatggtgtcg
ggtggtgagc
gratcttgec
acacaatctg
gagtgrttgct
gctaatagct
tgtgctgtgg
aattrrrcct
gcageegetg
tgtagtgagg
ggccacttga
ttccatcccg
caattcatct
tcagccgtat
gaatggctge
cgttcgectg
cagcatcagg
ctcagacgat
ctgtcacagc
ctrcttgect
atgrgrcagg
agtttaccca
agaccatgag
tgttcaagta
tggtgtatcg
catcttcagt
gacaaatttg
tcatatggtg
accgcegggt

atggtgaaat
cagtgaggta
ccggaaacqgg
aaatttataa
aaccaactet
ttggccaact
tattttiggc
gattggtttg
agatcctatg
catccccetgg
cgtcggatgt
gaggccacgce
gccattgaag
cgcatgacag
attrttccaa
gtgcactcct
ttgcggattc
tcgaactcac
aggtctacga
acgaccatga
céagtgttta
agatatttgg
gcgecgttca
ttcagaccta
gccccttert
caagccatgt
ctttgttgtc
tcgcaaaagc
caatgtcaca
ttrctatgcet
catcgtggct
acgctccttg
gtgggcaacc
tgttggggag
tgccattttg
tgatttacaa
attgggcagt
cactcaccac

tctaccacag

11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
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22

gcggtatgtt ctgagtagca tctacgcggt ctgcgetctg gecgcattga trtgcttcgt 14160
cattaggctt gcgaagaact gcatgtcctg gcgcractct tgtaccagat atactaactt 14220
ccrtctggac actaagggca gactctatcg ctggeggtcg cccgttatca tagagaaagg 14280
gggtaaggtt gaggtcgaag gtcacctgat cgacctcaaa agagttgtgc ttgatggrtc 14340
cgtggcaacc cctttaacca gagtitcagc ggaacaatgg ggtcgtcttt agacgacttt 14400
tgctatgata gcacggctcc acaaaaggtg Cttttggcgt tttccattac ctacacgeca 14460
gtgatgatat atgctctaaa ggtaagtcgc ggccgactit tagggettct gcaccttttg 14520
atctttcrga attgtacttt taccttcggg tacatgacat tcgtgcactt taatagcaca 14580
aataaggtcg cgctcactat gggagcagta gttgcacttc titggggggt gtactcagce 14640
atagaaacct ggaagttcat cacctccaga tgccgtttgt gottgctagg ccgcaagtac 14700
attctggccc ccgeccacca cgtcgaaagt gecgeggget ttcatccgat cgcggcaaat 14760
gataaccacg catttgtcgt ccggcgtccc ggctccacta cggttaacgg cacattggtg 14820
cccgggttga aaagcctcgt gttgggtggc agaaaagctg ttaaacaggg agtggtaaac 14880
cttgtcaaat atgccaaata acaacggcaa gcagcaaaag aaaaagaggg ggaatggcca 14940
gccagtcaat cagcrgtgcc agatgctggg taagatcatc gcccagcaaa accagtccag 15000
aggcaaggga ccggggaaga aaattaagaa taaaaacccg gagaagcccc attttcctct 15060
agcgactgaa gatgacgtca 'ggcatcactt cacccctagt gagcggcaat tgtgtctgtc 15120
gtcgatccag actgcctita accagggcgc tggaacctgt accctatcag attcaggtag 15180
gataagttac actgtggagt ttagtttgcc gacgcatrcat actgtgcgcc tgatccgegt 15240
Cacagcgcca tcatcagcgt aatgggctgg cattccttaa gcacctcagt gttagaattg 15300
gaagaatgtg tggtgaatgg cactgattgg cactgtgcct ctaagtcacc tattcaatta 15360
gggcgaccgt gtgggggtta agtttaattg gcgagaacca tgcggccgaa atta 15414

<210> 17

<211> 15451

<212> ADN

<213> Virus del sindrome respiratorio y reproductivo porcino

<400> 17
tatgacgtat aggtgttggc tctatgcctt ggcatttgta ttgtcaggag ctgtgaccat 60
tggcacagcc caaaacttgc tgcacagaaa cacccttctg tgatagcctc cttcagggga 120
gcttagggtt tgtccctagc accttgcttc cggagttgca ctgctttacg gtctctccac 180
ccctttaacc atgtctggga tacttgatcg gtgcacgtgt acccccaatg ccagggtgtt 240
tatggcggag ggccaagtat actgcacacg atgcctcagt gcacggtctc tccttcccct 300
gaacctccaa gtttctgagc tcggggtgct aggcctattc tacaggcccg aagagccact 360
ccggtggacg ttgccacgtg cattccccac tgttgagtge tcccccgecg gggectgetg 420
gcttrctgca atctttccaa tcgcacgaat gaccagtgga aacctgaact tccaacaaag 480
aatggtacgg gtcgcagctg agctttacag agccggccag ctcacccctg cagtcttgaa 540
ggctctacaa gtttatgaac ggggttgccg ctggtacccc attgttggac ctgtcectgg 600
agtggccgtt ttcgccaatt ccctacatgt gagtgataaa cctttcccgg gagcaactca 660
cgtgttgacc aacctgccge tcccgcagag acccaagect gaagactttt geccctttga 720
gtgtgctatg gctactgtct atgacattgg tcatgacgcc gtcatgtatg tggccgaaag 780
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gaaagtctcc
gtrgaagttg
gtctaagttc
cggctgectt
gctrccactg
caagcatggt
agtaactgac
ccgecatttg
aagggttgag
cagtcacaag
tacagtcgct
19CcCgocgcc
tggttggcac
ccttcccgaa
catccaaatc
gtacgtactt
ticttrgetc
cccagatgca
gatgcacctg
tcgttegget
<ggagggaat
tgaggactgc
aaagattgac
gaaagcgcgce
ggrrgaggcg
ccctgrrgtg
ggcraactac
cgtgctcrcec
tggtccacgg
cttgctgaaa
ggttgaccta
aaaagttcag
cgccccgege
¢cctaacagt
gccggcaaca
ggcgacacce
ggtgacaccc
gaaaagattg

tgcttcctca

tgggccccte
attgcgaacc
gccttcacag
cccgctgaca
gaagttcaga
gtctctggca
ctaaacggac
aaactggcgg
cctaacacgt
togtacggcg
ggccgegett
aacaaggctg
tgcatttccg
agagtgagac
ctcagactcc
aagctggaag
cctcttgaat
gtcgaggtct
cctagcagtg
tctcceggtca
caccctgacc
tgctgttecc
ctgtaccrcc
ccgecacgeg
gcaacccaga
actcaaaagt
ractaccgtg
aagttggaaa
cccacactgce
ctggctaacg
aaaacttggg
cctcgaaaaa
aggaaggttg
tgggaagatt
ccttcaagtg
ttgagtgagc
ttgagtgagc
agttcggcgyg
cagactgaat
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gtggcaggga
ggcreccgeac
cccctggotg
ctgrccctoa
acaaagaaat
agtacctaca
ctatcgtcgt
gagaacccag
cgccattggc
ctggaaagag
tgtccgtcg
agcacctcaa
ccatcgccaa
ctccagatga
ctgcggectt
gtgagcattg
gtgttcaggqg
ccggatttga
ctatcccage
ccaccgtgtg
aagtgcgctt
agaacaaaac
gtggtgcaac
taatcgacac
cgatcaagct
ccttggacaa
cgcaaggtga
aggttgttcg
cacgcgggct
cccagacgac
tcaagaacta
cgaagcctgt
ggtccgattg
tggctgttag
agctggtgat
cggcrccaat
cgatccctgt
cggcaatccec

atgaggcctc

tgaagtgaaa
ctcetrcecg
tggtgtttct
aggcaactgc
tcgccatget
gcggaggctg
acagtacttc
ctactctggg
tgacaaggaa
agcaagaaaa
tgaaacccgg
acactactcc
ccggatggtg
ctgggctact
agacaggaac
gactgtcact
crgttgtrggg
ccctgectge
cgctctggee
gactgtttcg
agggaaaatt
caaccgggtc
aaatcttgaa
ctcctttgat
gcecccaggtce
caactcggtc
cgaagttcgt
agaagaatat
cgacgaactc
ttcggacatg
ccegeggtgg
caagagcttg
tggcagecccg
tagccecttt
tgrgtecrea
tccegeacct
gcccgeaccg
accgtaccag

tcccccagea

23

ttrgaagcetg
ccccaccaca
atgcgggrcg
tggtggagct
aaccaatttg
caagttaatg
tccgttaagg
ttrgaggacc
gaaaaaattt
gcacgctctt
caggccaagg
ccocctgecg
aattccaaat
gacgaggatc
ggrgcrrgra
gtgacccctg
cacaagggcg
ctrgaccggce
gaaatgtctg
cagttctttg
atcagccttt
accccggagg
gaatgcttgg
tgggatgttg
aaccagtgtc
cccctgaccg
caccgtgaaa
gggctcatge
aaagaccaga
atggcctagg
acaccaccac
ccggagagaa
gtttcattag
gatctcccga
ccgcaatgea
cgcggaactg
cggcgtaagt
gacgagcccc

ccgecgcaga

tccccgggga
cagtggacat
aacgccaaca
tgtttgactt
gctatcagac
gtctccgage
agagtrtggat
tcctcagaat
tccggtttgg
gtgcgactgc
agcacgaggt
dagggaattg
ttgaaaccac
ttgtgaatgc
ctagcgccaa
ggatgtcccc
grcttggrtc
tggctgaggt
gcgattccga
ccecgtceacag
gtcaggtgat
aggtcgceage
ccaggctrtga
tgctcectgg
grgctctgqr
ccrerttcace
gactaaccqc
caaccgagcec
tggaggagga
cagtcgagca
[ddddddd: [d4
agcctgtccce
gcggegatgt
ccccacctga
tcttcaggcc
tgtctcgacce
ttcagcaggt
tggatttgtc
gcgggggcgt

840

300

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
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tctgggagta
taacattaaa
cccaaaatac
agaggtaaag
tgaccctget
gcgcaacacg
aaaaatgata
gccrgeaccet
tgttccacge
ggccrtctee
gcggagqdct
taccgatttg
aaaaagaaaa
ccatctecct
ttggggtttt
tggtattgct
ttttggctge
cgctgetgt
caaacctigg
tcttggcagg
tgttgcagac
ctggggatct
acgtgcgacc
ggaccccatt
gcaacectce
gactgtgqtc
ggcgggtgag
attccgagec
tgaccctgac
tggrgtaggg
agggggaggc
gcrtgctggg
gtgcgetaac
gtgcatttecc
tcaagaaatt
gagctgtaag
tcttacctgg
caccatccta

catggtgttg

gaggggcatg
ccrgcgtrecg
tcagctcaag
gaaacatgcc
acgcaggaat
tcrgrutace
ctcgagacac
tccgtaggtg
atcctcgaga
gaggataaac
gacgagagca
ccgecttcag
gctgaaagqgce
grtrrerict
gcagcttrta
cccctetegg
tggtrggctt
gagtttgact
gaccctottc
tractgggceg
tgtatcttgg
tgtataagaa
aggtcgtcac
trtcrcgeca
gaaaaaccca
gcccagectt
gcgatggrgg
ccctrerttc
actttcactg
gactttgccc
ccacatctca
atttratgtga
ccgtttgecg
caacacggcc
gccrtggteg
gctgacatgc
ttgcttigtg
tggttggrgt
ttggttctc
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aagctgagga
tgtcatcaag
ccatcatcga
ttagtgtcat
ggctrtctcg
aggcgatrtg
cgccgeecta
€ggagagcga
aaatagaaaa
cggtagatga
catcagctcc
atggcgegga
tctttgacca
cacgcecrtet
ctctattgtg
gtgtgtrtrte
trgctgttgy
cgccagagtg
gcagccttgt
gggcacgctg
ctggagctta
ctgctectaa
ttatcgacct
ctgggtggcy
tcgecgtttgce
atgaccccaa
ctaaggcggt
ccactggaqgt
cagectctccg
agctgaatgg
rggctgecect
ctgcggatggag
tcectggeta
ttaccctgec
tritgateet
Tgtgrgreee
tgtttccttg
tttrcttgat

tttggcttct

aaccctgagt
cagctcettg
ctcgggcagg
gcgcgaggea
catgrgggat
caccrtagat
tccgtgtaag
ccrraccatt
tgtcggcgag
ccaacttgtc
gtccgcagge
tgcggacggy
actgagccgt
craccctgge
cctctrrtta
tgggtrcttct
tctgttcaag
tagaaacatc
tgtgggcccc
catctggcac
cgtgctttct
tgaggtcget
gtgcgatcag
cgggtgctgg
ccaattggat
ccaagccgta
cccaaaagtg
gaaagttgac
gtctggctac
attaaaaatc
gcatgttgec
ttctegegge
cggacctgge
cttgacagca
tgtttccatc
gcttgcaatt
ctggrtgege
ttctgtgaat

tggtcgtrat

24

gaaatctcgg
tccagegtga
ccctgeagg
tgtgatgcga
cgggtggaca
ggcaggttaa
tttgtgatga
ggctcagttg
atggccaacc
aacgaccccc
acaggtggeg
999g9ggccgt
caggttttitg
ggtggttatt
tgttacagtt
cggegegetc
cctgtgtccg
ctrcattctt
gtcggtctcg
ttretgctta
caaggtaggt
tttaacgtigt
trttgtgege
gcecggccgaa
gaaaagaaga
aagtgcttgc
gtcaaggttt
cctgattrgca
tccaccacaa
aggcaaattt
tgctcgatgg
accggcacca
tctctctgea
ctrgtagcgg
ggaggcatgg
gccagctatg
tgtrrrtcee
atgccttceag

actaatgttg

acatgtcggg
gaatcacacg
ggcatctcca
Ctaagcttga
tgctgactg
agttccrcec
tgcctcacac
ctactgaaga
agggaccectt
ggatatcgtc
ccggetcree
ttcggacggt
acctcgtetc
ctccgagtga
acccagecete
gaatgggggt
acccagtcgg
ttgagcttct
gtcttgccat
ggcttggcat
gtaaaaagtg
ttcctttcac
caaaaggaat
gccccattga
ttacggctag
gggtattgca
ccgetgttec
gggtcgtggt
acctegtect
ccaagcecttce
ctctgcacat
acgacccgtg
cgtccagatt
gattcoggtat
ctcataggtt
ttrgggtacc
tgcacceect
gaatcttggc
ctggectigt

3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
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cacceccetac
cgcaccagat
gcrgtrracc
ctcactgaac
cgacgggaaa
ttccggggtc
tgattgcccg
tggccgtgcec
cgcecttctge
gcttgtcggc
aggccagttt
gccraaggtc
ggtgccttea
caccgtccaa
gcccttggtt
gagrgtttrtc
tctgatgatc
cagcctcgqt
gcaggcagtg
accagtrccca
taagtaccgt
cttgagatac
tcatgagtct
tatgaaatgg
tcaatttatc
ggttgacaaa
tcaactcrcg
cgacctaaag
tgggtccaaa
cgtgcccatc
ggaccgtttg
cgggaaaaag
ccataataac
tgagaaggga
ctceccatct
ggaagctgca
gactgccaaa
ggagcagtgt
gttgttactg

gacattcatc
gggacctact
ccgreccage
accgtcaatg
gtcaagtgcg
ggcrtcaatc
aattggcaag
tattggctaa
ttcaccgeat
gttcacacog
tgtaatgtgg
ccgeteggeg
gatctttotg
cttcrtiglg
gctgtgague
tccttrggaa
aggctictga
gcagtgaccg
atgaatttga
grgatcacgt
ggreccgeace
tttgccgagg
ctgactggtg
actaatttita
gaggctgect
gttcgaggta
cccggtgaca
gttggtagca
atgaccgtgg
cceccteccac
aataagaaga
taccagaaat
acagatgagt
actctgtgtg
ggtaagaagt
aagctttccg
gaactggaga
Traaactgct

aaacagceggt

ES 2343371 T3

attacaccag
tggccgctgt
ttgggtctct
tgatcgggtc
taactgccge
aaatgcttrga
gggctgcecce
catcctctgg
gtggcgattc
gatcgaataa
cacccatcaa
atgtgaaggt
ccrtgettgc
tgrrerTtct
tcrttattret
tgrirgroct
cagcagetct
grrttgcgc
gcacctatgc
gtggtgtcgt
atatcctigt
gaaagttgag
ccctegetat
agtgctttgt
atgctaaagce
ctttggccaa
ttgttgtcgc
ccaagcatac
cgcgcgtegt
Cgaaagttct
agaggcgcag
tttgggacaa
gggagtgtct
gacatgtcac
tcttggrecc
tggagcaggc
aactgaaaag
agcecgccage

aaaaatagtc

tggeccecgc
ccgecgeget
acttgaggot
ctcecatggge
acatgtectt
ctttgacgta
caagacccaa
cgtecgaacce
cgggtcccca
acaagg999g
gcraagcgaa
cggcagceeac
tgccaaacct
cctgtggaga
gaatgaggtt
atcctggeec
taacaggaac
agatcttgcg
atrccrgect
gcacctactt
tggcgatgga
ggaagggatg
gagactcaat
ttctgegrec
acttagagta
acttgaaget
tctcggecac
cctccaagec
cgaccecgacc
ggagaatggc
gatggaagcc
gaattccggt
cagagttgoc
cattgaaaac
cgtcaaccca
cctaggtatg
aataattgac
gacttgaccc

aaatttcaca

25

gotgrrgccg
gcgtrgactg
gctttcagaa
tctggegggg
acgggcaatt
aagggagatt
ttctgcacgg
ggcgtcattg
gtgatcaccg
ggcattgtta
ttaagtgaat
ataattaaag
gaactggaag
atgatgggac
ctcccagecg
acgccatggt
agatggtcac
gccactcagg
cggatgatgg
gccatcattt
gtgttctctg
tcgcaatect
gacgaggact
aacatgagga
gaactggccc
tttgctgata
acqcctgttg
attgagacca
cccacgeecce
cccaacgctt
ctcggeatct
gatgtgtrtt
gaccctgcecg
aaggcttacc
gagaatggaa
atgaatgtcg
aaactccagg
gctgrggcg

accggacctrt

ccttggetat
gccgcaccat
ctcgaaagec
tgtttaccat
cagctcgggt
tcgctatage
atggatggac
gaaaaggatt
aggccggtga
cgcgeeectc
tctrrgetgg
acataagcga
gaggccetctc
atgcctggac
tcctggtecg
ctgcgcaagt
ttgccttett
ggcatccgtt
ttgtgacctc
tgtacttgtt
cggcttectt
gcggaatgaa
tggatttcct
atgcagcgag
agttggtgca
ccgtggeacc
gcagratctt
gagtccttgce
cacccgeace
ggggggatga
atgtrtratggqg
atgaggaggt
actttgaccc
atgttrracac
gagtccaatg
acggcgaact
gcctgactaa
cggcggcetg
caccctggga

5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
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cctgtgaatt
cacccggttg
ctratagacg
ccgggaaaca
gaagtcgcac
gaaattggtc
gttctgcaga
ccagtgcacg
gtcrtggcca
gtccttgatt
gaagatgccg
cctggagttc
gttcatcgge
ttcccaacca
cgagaaaact
aagactagga
agtggtgtta
aacaagttta
tcctgegatc
cttgcctgrg
gtcacgcagt
tctgtgtcta
ttcaaaagtg
atgctcaagg
cccaccatge
acggacccaa
aatgggcgec
aaggcgagta
gcttgrttgg
gcccgeaagg
ctcaggtcca
ccgtacgcta
tgtccagtca
tccectgtag
ccecccacgga
taccaaactc
ctaccagacg
gtcgctgtcy

aaaacatact

taaaaqtogc
cgagaccgat
tctrgatctce
ctgggatcga
tcagtgcgea
rccctrtacaa
atacaaggtt
cggetgectg
cgaccatgcce
accttgactc
cactgaaaga
ttcgccrtgtr
cttctactta
aggacattca
ggcaaactgt
ccatactcgg
cccagggcett
aggagctaca
gatccacgcec
ctgaagagca
ccggcgeagt
acaccattta
grcaccccca
ttcaacccct
caaactatca
agaagacagc
agctagtecc
atgtttrctga
agtatgatcc
acggctacag
attatgaggg
ctgcctgtgo
caatctggtg
ggaaaggcac
ccgtratcat
gccgcggatt
gtgattatgc
cttccaatgt

ggctccttea
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cagtgaggtt
cgatggotgga
cggtgctgat
tggcacgctc
aataatacag
gctgtaccct
tggagacata
ccttacgece
ccccgggttt
taggcctgac
cctctctaaa
gcggaaatac
ccctgctaag
gagcgrccct
caccccrrgt
caccaataac
catgaaaaag
gactccggtc
tgcaattgtc
tctaccgtcg
gacraagaga
tagtttggtg
tgoccttctg
gatcgtctat
ctggtoggtt
aataacagac
caaccgtrgac
atactatgcc
tgaatggttt
ctttcecggce
gaagaagtcg
cctcgacgtc
tggccatcca
aagcccttta
gcatgtggag
agtctctgtc
tagcaccgec
attgcgcage

acaggtccag

gagctaaaag
grtgtgctcc
gcatrctccca
tgggattttg
gctugtgaca
gttaggggta
ccttacaaaa
aacgccactc
gagttatatg
tgcectaaac
tatgactigt
crgrttgccc
aattctatgg
gaaatcgacg
actcttaaga
trcatcgcac
gcgtttaact
ctgggcaggt
cgctggtttg
tacgtgctga
ggtggcctrgt
atctatgcac
ttcttacaag
tcggacgacc
gaacatctga
tcgccatcat
aggatcctcg
tcagcggctg
gaagaacttg
acgccgtect
agagtgtgcg
tgcatttacc
gcgggrtctg
gacgaggtgc
cagggtctca
aggcgtggaa
ttgctcecta
aggttrcatca

gatggtgatg

26

acgcggttga
tgcgtrccgc
agtracttgc
agtccgaagc
traggcgcgg
accctoageg
cccecagtga
cggtgactga
taccgaccat
agctgacaga
ccacccaagg
atgtaggtaa
ctggaataaa
ttctgtgcgce
aacagtattg
tagcccaccg
cgcccatege
gcettgaage
ccgecaacct
actgctgcca
cgtctggega
agcatatggt
accagctaaa
tcgtgctgta
atttgatgct
ttctaggctg
cggccctege
caatactcat
tagttggaat
tcatgtccat
ggtactgcgg
acacccactt
gttctigtag
tggaacaagt
cccceccttga
ttaggggaaa
cctgcaaaga
tcggeccacc

ttatttacac

gcacaaccaa
ggttccttceg
ccatcacggg
cactaaagag
cgacgctect
ggtgaaagga
cactggaagce
tgggcgctec
accagcgtct
gcacggctge
ctrrgrrrta
gtgcccacce
tgggaacagg
acaggctgtg
cgggaagaag
agcagtgttg
cctcggaaag
tgatctcgea
tcttratgaa
cgacttactg
cccgatcacc
gcttagttac
gtttgaggac
tgccgagtct
ggggtttcag
tagaataata
ctatcacatg
ggacagctgt
agcgcagtgc
gtgggaaaaa
ggceecggec
ccaccagcat
tgagtgcaaa
cccgtataag
tccaggtaga
tgaagttgaa
gatcaacatg
€ggtgctggyg
accaactcac

7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8640
8700
8760
8820
8880
8940
9000
9060
9120
9180
9240
9300
9360
9420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
10020
10080
10140



15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

cagaccatgc
acaacgctge
ggrrggtgtc
grtitgaggc
ccagtggqgrt
accatctgga
crcatgrcca
caggtcctca
caaggcgcca
c€aaagagcce
aggcagctgc
caccgcgacy
gctctaggea
gccatttgtg
ggattttatt
cactggcccg
ctrcgcecta
tcggtgtutc
gaggctcaag
gaatatcttg
gacgtrcaaag
grccttecca
gcattgtgca
acccagtcca
daaagacaaaa
agctatgcct
ggccccgecc
gtcacccctt
ccccccggat
aaacatacct
gaggactggg
gccactgceca
ggcctgaatt
tttgrggatg
attttgtttg
tccgegatac
ggccrtrcte
gatgcttigg

ccgecatcatg

ttgacatgat
aattccccgt
ctggcaagaa
ticttagtaa
ttgattctca
ggtttggaca
tggtcaacac
cccectacca
cattcgatgt
ttgrrgccat
agggcttgtt
ggcagctgat
acggggataa
ctgatctaga
tctcacctga
tggtgacaac
tccataaata
taggcactcc
tgcttccgga
atgatcggga
gcactaccgt
aggaatcagt
cactgacaga
agrgctggaa
cagcctartt
cgtacatccg
tttgcaacag
atgattacgg
acaaaattct
gggggtttga
aggattacaa
ccagcttgaa
gaaatgaaat
ctrtrcacgga
gcttcaccat
tccgtacgeg
tcccagtgee
caccataagg

gaaaaagcag
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tagggcttrg
cceeteccge
ttecrtccta
aactacccte
trgctatgtt
gaatatctgt
aacccorgeg
cagggaccga
ggtcacattg
caccagggca
tgatcttcct
cgtgctggat
atttagggcc
agggtcgagce
tttaacacag
ccagaacaat
cagcegegeg
tggggtcotg
gacggttttc
gcgagaagtt
tggaggatgt
tgcggtagtc
tgtgtacctc
aatgatgttg
ccaacttgaa
tgttcctgtc
gagagtegtce
cgctaaaatt
ggcgtgcacg
atcggataca
tgatgcgtrt
grrtratett
ggaggrccatg
grrcttggtg
cgceggttag
ccctgcecatt
aagtggacat
tgtcaaccct

ggcaggctgc

g9g9acgtgcc
accggrecgt
gatgaagcag
acctgtctag
tttgacatca
gatgccattc
acCtacgtgo
9aggacgacg
catttgccca
agacacgcta
gcaaadggca
agaaataaca
acagacaagc
tctecgetcce
trtgctaaac
gaaaagtggc
tgcatcggtyg
tcatactatc
agcaccggcce
gcrgegtecc
catcatgtca
ggggtttcaa
ccagatcttg
gacttcaaag
ggtcgctatt
aactctacgg
ggqrccaccc
atcctgtcta
gagttcrege
gcgtatctgt
cgtgcgegec
cceececgggcec
caaagccttt
tcecattgttg
ctggtggtct
cactctgagc
tcccacctgg
gattgatgaa

ctggaaacag

27

ggtrcaacgt
gggttcgeat
cgtattgcaa
gagacttcaa
tgcctcaaac
agccagatta
aaaaacctgt
ccatcactat
ctaaagattc
tctttotgta
cacccgtcaa
aagaatgcac
gtgrtgtaga
ccaaggtcgc
tcccagtaga
cagatcggct
ccggcetatat
tcacaaaartt
gaattgaggt
tcccacacgce
ccteccagata
gccccggaaa
aagcctatct
aaqttcgact
tcacctggta
tgtacttgga
acrgggggge
gcgcgtacca
tggatgacce
atgagttcac
aggaagggaa
ctgtcattga
ttgacaaaat
atatcattat
tttgcatcag
aatrtacagaa
ggaactaaac
atggtgtcgce
gtggtgagcg

€Ccggcanggce
cctageegge
tcaccttgat
gcaactccac
tcaactgaag
cagggacaaa
caggtatggg
tgactccagt
actcaacagg
tgacccacac
cctcgeagtg
ggttgctcag
ttctcteege
acacaacttg
acttgcacct
ggttgccage
9gtgggccct
tgttaagggc
agactgcegg
tttcattggc
ceteeegege
agccgcgaaa
ccacccggag
aatggtctgg
tcagettgec
ccectgeatg
tgacctcgeg
tggtgaaatg
agttaagtac
cggaaacggt
aatttataag
accaacttta
tggccaactt
atttttggec
attggtrtgc
gatcttatga
atcctttggg
gtcgaatgta

aggctacgct

10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120
12180
12240
12300
12360
12420
12480
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grctcgeartt
cgagacctgt
gtcaaatgta
ccetggttce
catattruce
aatactacgt
gtgaattaca
cccggtaggt
gagctagggt
gcctogttgg
atagggaatg
gacgggcaga
taccaacatc
tcctcgtogt
tcagttcgag
tccaagacat
ctcagtgeceg
atgagaatta
ctgagatgag
tgtgtgtcaa
tggtcgacca
ttttagectg
tgcttgaccg
ttrgctgtge
ttgacgctat
gagagttttg
agccatttcc
cggtatgtcc
attaggtttg
ctrctggaca
ggcaaagttg
gtggcaaccc
gtcatgatag
tgatgatata
tcttcctgaa
ataaggrcgc
tagaaacctg
Ttctggecce

ataaccacgc

agtagttrqgg
aaatatttgg
accatagtgt
cggccaaagc
tctgttgeag
actgrttetg
cggrgtgtcc
ctctttggtg
ttatgatacc
cgttcttgte
tgagtcgaget
acaccacctt
aagtcgacgg
rggttttaaa
tcttgcagat
cagttgcctt
tacggcgata
tttacattct
tgaaaaggga
ttrraccagce
tgtgcogttg
tctttttgec
cgggctgttg
tcgccaacgce
gtgagctgaa
tcatctttcc
ttgacacagt
taagtagcat
caaagaattg
ctaagggcag
aggtcgaagg
Ctataaccag
cacggctcca
tgccctaaag
ttgtgctttc
gctcactatg
gaaattcatc
tgcecaccac

atttgregtc
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atgtggeggc
ccrcecggct
ataatagcac
ttcatgattt
ctrcrtgrac
grttcegetg
acctrgcctc
caggataggg
gcetogecte
cttcagctac
ttatgttoac
gcctegtcat
cggcaattgg
tgrcrctgg
attaagacca
aggcatcgcg
gggacacccg
tctgatctec
tttaaggtgg
tacgtccaac
ctccatttca
attctgttgg
ctcgcgattg
cagcaacgac
tggcacagat
cgttttgact
cgecrrtagtc
ctracgcggtc
catgtcctgg
actctatcgt
tcatctgatc
agtttcagcg
caaaaggtgc
gtgagtcgcg
accrtegggt
ggagcagtag
acctccagat
gttgaaagtg
c€ggcqtcccg

tcattttcag
gcccatgcta
tttgaatcag
tcagcaatgg
tcrrrrigtt
gttaggggca
acccggcaag
tatgaccgat
tccagcgaag
acggcccagt
atcaaacatc
gacaacattt
tttcacctag
trrctcagge
acaccaccgce
actcggectc
tgtatgttac
tcatgctrec
tatttggcaa
atgtcaagga
tgacacctga
caatttgaat
crrectrtgt
agcagctecc
tggctragcta
cacattgtct
actgtgtcta
tgtgccctgg
cgcracgegt
tggcggtcge
gacctcaaaa
gaacaatggg
ttttggegtt
gccgactget
acatgactet
ttgcactcct
gccgtetgtg
ccgcaggctt

gctccactac

28

catctagceg
cacaacctgc
gtgtttgcta
traatagctg
gtgctgrggt
atrtttcttt
cagccacaga
gtggggagga
gccacttgac
tccatcccga
aactcatctg
cagccgtott
aatggcttceg
gttcgectge
agcggecaagce
tgaggcgatt
catcacagec
ttctrgecte
tgtgtcagge
gtttacccaa
gaccatgagg
gtrttaagcat
ggtgtatcgt
atctacagcet
acaaatttga
cctatggtge
ccgeegggtt
ctgcgttgac
gtaccagata
ctgtcartcat
gagttgtgct
gtcgtcctta
ttctattacc
agggctictg
cgcgcacttt
ttggggggtyg
cttgctaggc
tcatccgate
ggtcaacgge

ccattgaagce
gcatgacagg
trtticcaac
tacattcectc
t9cgggrtcc
cgaactcaca
gatctacgaa
cgatcatgac
ragtgttrac
gatattcggg
cgccgaacat
tcagacctat
({ddaadandd
aaaccargtt
Teegetgtcc
cgcaaaatcc
aatgtgacag
trctatgcett
atcgtggctyg
cgctccctgg
tgggcaactg
gttggagaaa
gccgttcrgt
gatttacaac
ttgggcagtg
cctcactacc
tgttcacggo
ttgcttcgtc
taccaactrtt
agagaaaagg
tgatggttcc
gatgacttct
tacacgccag
caccrttttga
cagagtacaa
tactcagcea
cgcaagtaca
gcggcaaatg

acattggtgc

12540
12600
12660
12720
12780
12840
12900
12960
13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560
13620
13680
13740
13800
13860
13920
13980
14040
14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
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ccgggttaaa
ttgtcaaata
ccagtcaatc
ggcaagggac
gcgactgaag
tcaatccaga
ataagttaca
acagcatcac
aagaatgtgt
ggcgaccgtg

daddaaddaaaa

aagcctegtg
tgccaaataa
agctgtgcca
cgggaaagaa
atgatgtcag
ccgcctttaa
ctgtggagtt
cctcagcatg
ggttaacggc
tgggggtgag
aaaaaaaaaa

<210> 18
<211>22
<212> ADN
<213> sintético

<400> 18

gccaacagceg ccageagete te

<210> 19
<211>24
<212> ADN
<213> sintético

<400> 19

gttgatttac gecttgacge tatg

<210> 20
<211>22
<213> ADN
<213> sintético

<400> 20

gtgagetgge tggcacagat tg

<210> 21
<211> 53
<212> ADN
<213> sintético

<400> 21
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ttgggtggca
caacggcaag
gatgctgggt
aaataagaag
acatcacttt
tcaaggcgct
tagtttgcct
atgggctggc
actgattgac
atttaattgg

daaaaaaaaa

gaaaagctgt
cagcagaaga
aagatcatcg
aaaaacccgg
acccctagtg
gggacttgca
acgcatcata
attcttgagg
attgtgcctc
cgagaaccat

a

gccaacageg ccageagcte teatcttcag ttgatttacg cettgacget atg

29

taaacaggga
gaaagaaggg
ctcagcaaaa
agaagcccca
agcggcaatt
ccctgtcaga
ctgtgcgect
catctcagtg
taagtcacct

gcggccgaaa

gtggtaaacc
ggatggccag
ccagtccaga
trttectcta
gtgtctgtcg
ttcagggagg
gatccgegtc
tttgaattgg
attcaattag

ttaaaaaaaa

14880
14940
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15451

22

24

22

53
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ES 2343371 T3

<213>22
<211> 45
<212> ADN
<213> sintético

<400> 22

gttgatttac gccttgacgce tatgtgagcet ggctggceaca gattg

<213>23
<211> 74
<212> ADN
<213> sintético

<400> 23

gccaacagcg ccagcagctc tcatcttcag ttgatttaca acttgacgct atgtgagetg

gctggcacag attg

<210> 24
<211> 74
<212> ADN
<213> sintético

<400> 24

gccaacagcg ccagcagetc tcatcttcag ttgatttacg ccttgacgct atgtgagetg

gctggcacag attg

<210> 25
<211>24
<212> ADN
<213> sintético

<400> 25

ctaccaacat caggtcgatg gcgg

<210> 26
<211>24
<212> ADN
<213> sintético

<400> 26

gtcggeegeg acttaccttt agag

30

45
60
74
60
74
24
24
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