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RESUMO

“VACINAS VIRAIS MUTANTES SEGURAS”

A presente invencdo proporciona vacinas seguras e
métodos de preparagdo de tais wvacinas. As vacinas da
presente invencdo contém pelo menos dois virus mutantes
vivos da mesma familia ou moléculas de acido nucleico que
codificam tais virus, em que cada um dos dois virus ou dos
acidos nucleicos codificantes contém uma mutagdo que
confere um fendtipo desejdvel e as mutacdes nos virus
residem no mesmo sitio gendmico de modo gue os virus
mutantes nao se podem recombinar entre si para eliminar as

nutacdes.
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DESCRICAO

"VACINAS VIRAIS MUTANTES SEGURAS"

Campo da invencgao

A presente invencdo refere-se em geral a vacinas
adequadas para administragdo a animais contra infecgdes
virais. Mais especificamente, a presente invencdo refere-se
a vaclnas seguras e a métodos de preparagdo de tais
vacinas. As vacinas da presente invencdo contém pelo menos
dois virus mutantes vivos da mesma familia ou moléculas de
acido nucleico que codificam tais virus, em gque cada um dos
virus ou o0s 4&cidos nucleicos codificantes contém uma
mutacdo que confere um fendtipo desejavel e as mutagdes nos
virus residem no mesmo sitio gendmico de modo que os virus
mutantes nao se podem recombinar entre si para eliminar as
mutacdes. Especificamente, dois dos virus mutantes vivos

consistem em Virus de Diarreia Viral Bovina (BVDV).

Antecedentes da Invencgao

A familia de virus Flaviviridae consiste nos géneros
Pestivirus, Flavivirus e Hepacivirus. 0O género Pestivirus
estd representado pelas espécies do virus da diarreia viral
Bovina 1 (BVDV-1), BVDV-2, virus da febre porcina classica
e virus da border disease. 0Os virides dos membros da
familia encapsulam gencmas de ARN de cadeia positiva de
aproximadamente 9,5 a 12,3 kb. Os ARN gendmicos contém
grelhas de leitura aberta (ORF) longos contiguos que sao
traduzidos em ©poliproteinas que sdo processadas por
proteases celulares e virais para dar origem as proteinas

virais maturas. Para membros de Pestivirus, a ORF codifica



uma poliproteina de aproximadamente 3900 aminocacidos que é
processada cotraducionalmente e postraducionalmente
originado as seguintes proteinas wvirais maturas (de 5’ a
37): N"*°, ¢, E', E1, E2, NS2-3, NS4A, NS4B, NSS5A e NS5B.

Dois bidtipos sdo encontrados entre alguns membros de
Pestivirus baseados no seu efeito sobre células de cultura
de tecidos, em concreto citopatogénicos (citopaticos ou cp)
e ndo citopatogénicos (ndo citopdticos ou ncp). As andlises
do genoma revelaram 1inser¢des de sequéncias celulares, as
vezes acompanhadas por duplicacdo de sequéncias virais,
rearranjos genémicos e/ocu dele¢des de seguénecias virais nos
genomas de pestivirus cp, mas ndo nos ARN dos pestivirus
ncp correspondentes. Isto sugere que o0s pestivirus c¢p
evoluiram a partir de pestivirus ncp por recombinacdo do
ARN,

O BVDV é um patogénico amplamente distribuido de gado
bovino. 0 BVDV-1 habitualmente produz somente diarreia
ligeira em animais imunocompetentes, enquanto gque o BVDV-2
pode produzir trombocitopenia, hemorragias e doenga aguda
fatal. O BVDV é capaz de atravessar a placenta de gado
bovino gestante e pode resultar no nascimento de novilhos
persistentemente infectados (PI) (Malmguist, J. Am. Vet.
Med. Assoc. 152; 7¢3-768 (1968); Ross, et al., J. Am. Vet.
Med. Assoc. 188: 618-619 (1986)). Os novilhos virémicos sdo
imunotolerantes ao virus e ©persistentemente virémicos
durante o resto das suas vidas. Proporciona uma fonte de
surtos de doenca das mucosas (Liess, et al., Dtsch.
Tieraerzti. Wschr. 81: 481-487 (1974)) e estdo altamente
predispostos a infecgldoc com microrganismcs causadores de
doencgas tais como pneumonia ou doencgas entéricas (Barber,

et al., Vet. Rec. 117: 459-464 (1985)). Podem existir virus



de qualquer gendétipo como um dos dois bidtipos, cp ou ncp.
0 fenétipo cp se correlaciona com a expressdo de NS3, Jja
que as células infectadas com BVDV cp oOu ncp expressam
ambas NS2-3, engquanto que a NS3 é detectada somente depois
da infec¢do com BVDV c¢cp. A NS3 é colinear com a parte C-
terminal de WNS2-3. A expressdo de NS3 parece ser o0
resultado de alteragdes gendmicas cobservadas para BVDV cp.
As vacinas virais disponiveis actualmente incluem
vacinas virais vivas atenuadas ou mortas, vacinas de
vectores vivos, vacinas de subunidades e vacinas de ADN ou
ARN. Veja-se Roth et al., ™“New Technogy For Improved
Vaccine Safety And Efficacy”, Veterinary Clinics North
America: Food Animal Practice 17(3): 585-597 (2001). A
atenuacdo de virus pode ser conseguida por meio de
irradiagdo UV, tratamento quimico ou numero elevade de
passagens 1in vitro. O numerc, posicdo e natureza das
mutacdes induzidas por estes métodos sdo analises de
sequéncia gendmica ausentes desconhecidas. A atenuacio
também pode ser conseguida gerando altera¢des genéticas
definidas, por exemplo, a delecdo especifica de sequéncias
virais que sabe-se gue conferem viruléncia ou a insergdo de
segquéncias no genoma viral. Uma preocupagdo com respeito a
utilizacdo de vacinas virais vivas atenuadas ¢ que os virus
mutantes atenuados tenham o potencial de se recombinar in
vivo para eliminar a mutagdo ou mutacgdes atenuantes
restaurando deste modo a viruléncia. Por exemplo, em
presenca de uma estirpe de campo virulenta (de tipo
selvagem), o0s virus atenuados que tém delegdes no genoma
viral tém o potencial de se recombinar com a estirpe
virulenta para restaurar a sequéncia delecionada. Veja-se,

por exemplo, Roth et al., anteriormente. Também foi



observado que os pestivirus citopaticos que tém insercdes
celulares originam virus ndo citopdticos em cultura celular
por delecdo das sequéncias celulares, possivelmente através
de recombinacdo de ARN. Veja-se, por exemplo, Baroth et
al., ™“Insertion of cellular NEDDS coding sequences in a
pestivirus”, Virology. 278(2): 456-66, (2000), e Becher et
al., “RNA recombination between persisting pestivirus and a
vaccine strain: generation of cytopathogenic virus and
induction of letal disease’”, Journal of Virology 75(14):
6256-64 (2001). Quando se deseja incluir dois wvirus
mutantes atenuados da mesma espécie, género ou familia numa
composicdo de vacina, existe a preocupagdo de que o0s dois
virus possam se recombinar no animal vacinado eliminando
deste modo as mutacBes atenuantes. Veja-se, por exemplo,
Glazenburg et al., "“Genetic recombination of pseudorabies
virus: evidence that homologous recombination Dbetween
insert sequences 1s less frequent than between autologous
sequences”, Archives of Virology, 140(4): 671-85 (1995).
Continua existindo a necessidade de desenvolver
vacinas eficazes e seguras que protejam o0s animais contra

infecgbes virais.

Sumario da Invencgdo

A presente 1inven¢do proporciona vacinas seguras que
contém pelo menos dois virus mutantes vivos da mesma
familia ou moléculas de acido nucleico que codificam tais
virus, em que cada virus ou o 4acido nucleico codificante
contém uma mutagdo que confere um fendtipo desejavel e as
mutacgdes nos virus residem no mesmo sitio gendmico de modo

gue os virus mutantes ndo podem recombinar entre si para



eliminar as mutacdes. Em concreto, dois dos virus mutantes
vivos consistem em Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV).

A presente invencdc também proporciona um método de
preparacdo de uma vacina viral segura por seleccdoc ou
construgdo de doils ou mais virus mutantes vivos da mesma
familia, género ou espécie, em que cada virus contém uma
mutacdo que confere um fendétipo desejavel e as mutagdes nos
virus residem no mesmo sitio gendmico de modo que os virus
mutantes nao podem sofrer recombinag¢do homdloga para
eliminar as mutag¢des. Especificamente, dois dos virus
mutantes vivos consistem em Virus da Diarreia Viral Bovina
(BVDB) .

A presente invencdo proporciona ainda um método de
protecgdo de um animal contra infecgdes virais por
administrag¢do ao animal de uma composicdo de vacina da

presente invenc¢do.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figura 1. Alinhamento das insergdes celulares e
sequéncias virais flangueantes das regides NS2-3 de BVDV-1

estirpe NADL e BVDV-2 estirpe 53637.

Descrigdo Detalhada da Invengao

Foli reconhecido excepcionalmente de acordo com a
presente invengdo que virus de mutantes vivos da mesma
familia que contém mutag¢des no mesmo sitio gendmico dos
virus ndo se podem recombinar entre si para eliminar as
mutacgdes.

Por conseguinte, numa concretizacdo, a presente
inven¢ao proporciona composi¢gdes de vacina seguras que

contém pelo menos dois, isto &, dois ou mais virus mutantes



vivos da mesma familia, ou molécula de Aacido nucleico que
codificam tais virus, em que as mutag¢des nos virus residem
no mesmo sitio gendmico de modo que os virus mutantes nao
podem recombinar entre si para eliminar as mutacgdes.
Especificamente, dois dos virus mutantes vivos consistem em
Virus da Diarreia viral Bovina (BVDV).

Em cutra concretizacao, a presente invenc¢ao
proporciona um método de preparagdo de uma vacina viral
segura, como fol descrito anteriormente no presente
documento. Especificamente, uma vacina segura ¢ preparada
por selecgdo ou construcgdo de dois ou mais virus mutantes
vivos da mesma familia, género ou espécie, em que cada
virus contém uma mutacdo que confere um fendtipo deseijivel
(por exemplo, atenuacdo da viruléncia, alteracao do
tropismo celular ou bidtipo, altera¢do do tropismo de
espécie ou expressdo de uma cassete génica exdgena) e as
mutacdes nos virus residem no mesmo sitio gendmico de modo
gque os virus mutantes n&do podem sofrer recombinacgdo
homéloga entre si para eliminar as mutacgdes.
Especificamente, dois dos virus mutantes vivos consistem em
virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV).

O termo “vacina” ou “composicdo de vacina” refere-se a
uma composicdo que contém virus mutantes vivos que, apds
sua 1inoculag¢do a um animal, induzem uma imunidade parcial
ou completa contra a versdo patogénica dos virus, ou alivia
0s sintomas de doencas causadas pelas versdes patogénicas
dos virus. Os efeitos protectores de uma composicdo de
vacina contra um virus sdo conseguidos normalmente
induzindo no sujeito uma resposta imune, ou uma resposta
imune mediada por células ou humoral, ou uma combinacgao de

ambas. Falando de maneira geral, a supressdo ou reducdo de



incidéncias de infeccgdo viral, a melhoria dos sintomas ou
uma eliminacdo acelerada dos virus dos sujeitos infectados
sao 1ndicativas dos efeitos protectores da composigao de
vacina.

Por "animal” se entende que inclui aves, por exemplo
frangos, ©perus, aves aquaticas domésticas e qualquer
mamifero, por exemplo, gado bovino, ovinc, porcino, cabras,
cdes, gatos e cavalos.

0O termo “wirus”, “isolados wvirais” ou ‘“estirpes
virais” como utilizados no presente documento referem-se a
particulas virais ou virides que contém ADN ou ARN gendmico
viral, proteinas associadas e outros constituintes quimicos
(tais como lipidos).

Por “molécula de acido nucleico que codifica um virus”
ou “molécula de &cido nucleico de um virus” se entende a
molécula de acido nucleico gendmico do virus, em forma de
ARN ou ADN.

Por “mutacdo” se entende que inclui delec¢do, insercao
ou substituicdo de um ou mais nucledtidos ou uma combinacdo
dos mesmos. De acordo com a presente invengao, a mutacao
confere preferentemente um fendtipo desejavel, por exemplo
atenuacdo da viruléncia, alteragdo do bidtipo ou tropismo
celular, alteracdo do tropismo de espécie ou expressaoc de
uma cassete génica exdgena. Sdo mutagdes especialmente
preferidas as gue conferem uma viruléncia atenuada.

Por “atenuagdo” se entende que o virus perdeu parte ou
toda sua capacidade para proliferar e/ou causar doenca num
animal infectado com o virus. Por exemplo, um virus
atenuado pode ser um virus que seja incapaz de se replicar
em absoluto ou se limite a uma ou algumas rondas de

replicacdo, ou de tropismo celular ou tissular restringido,



quando esteja presente num animal em que possa se replicar
uma versdo patogénica de tipo selvagem do virus atenuado.

Um virus atenuado pode ter uma ou mais mutagdes num
gene ou genes que estejam implicados na patogenicidade do
virus. Tais mutagdes também sdo denominadas no presente
documento “mutacdo (Bes) atenuante(s)”. Um virus atenuado
pode ser produzido a partir do virus patogénico de tipo
selvagem por irradiacdo UV, tratamento quimico ou alto
numero de passagens seriadas do virus patogénico de tipo
selvagem in vitro. Como alternativa, um virus atenuado pode
ser produzido a partir do virus patogénico de tipo selvagemn
gerando uma delecdc especifica de sequéncias virais que se
sabe que conferem viruléncia, inserg¢do de sequéncias no
genoma viral ou gerando uma ou mais muta¢des pontuails no
genoma viral. Um virus atenuado pode ser um isolado do
virus obtido a partir de um animal, cujo isolado é derivado
da versdo patogénica de tipo selvagem do virus através de
eventos diferentes de meios artificiais, por exemplo,
eventos que tenham ocorrido num animal hospedeiro tal como
recombinacao.

Os dois ou mais virus mutantes vivos presentes nas
composigcbes de vacina da presente invencdo contém mutacdes
gque residem no mesmo sitio gendmico. Por “mesmo sitio
gendmico” se entende qgue quando @ as sequéncias de
nucledtidos gendmicas dos virus estdo alinhadas, as
muta¢gdes nos genomas virals se sobrepdem entre si de modo
gue ndo existe oportunidade de recombinacdo homdloga entre
0s genomas virals para eliminar as mutag¢des. Em outras
palavras, quando as sequéncias de nucledtidos gendmicas dos
virus estdo alinhadas, existe ©pelo menos uma porgao

contigua das sequéncias alinhadas em gue as sequéncias nos



genomas virais alinhados sdo sequéncias mutantes. Existem
numerosos programas informdticos que comparam e alinham
sequéncias de acido nucleico que um perito na especialidade
pode utilizar. As sequéncias sdo alinhadas com o propdsito
de uma comparac¢do Optima (por exemplo, podem  ser
introduzidos gaps (espacamentos) numa sequéncia de Aacido
nucleico para um alinhamento Optimo com uma segunda
sequéncia de &cido nucleico). Por exemplo, 0S Pprogramas
NBLAST e XBLAST como descritos em Altschul, et al., 1990,
J. Mol. Biol. 215: 403-410, o programa Gapped BLAST como
descrito Altschul et ai., 1997, Nucleic Acids Res. 25:
3389-3402 e o programa PSI-Blast como descrito em Altschul
et al., 1997, anteriormente. Quando sdo utilizados os
programas BLAST, Gapped BLAST e PSI-Blast podem ser
utilizados os parémetros predefinidos dos programas
respectivos (por exemplo, XBLAST e NBLAST) (veja-se

http://www.ncbi.nim.nih.gov) .

Falando de maneira geral, o conceito da presente
inveng¢do, isto ¢, a inclusdo na mesma composicido de vacina
de dois ou mais virus mutantes vivos da mesma familia que
tenham mutag¢des no mesmo sitio gendmico, & aplicdvel a
virus mutantes de qualquer familia onde o0s genomas virais
tenham uma identidade de sequéncia suficiente para permitir
a recombinacdo homdéloga. Estudos demonstraram que uma
identidade de nucledtidos tdo pequena como de 15
nucledtidos pode levar a uma recombinagido homdloga eficaz
(Nagy e Bujarski. J. Virol. 69: 131-140, 1995).

L composigdo de wvacina da presente invengdo contém
dois ou mais virus mutantes vivos do género Pestivirus,
especificamente BVDV. O género Pestivirus estd representado

pelas espécies Virus da Diarreia Viral Bovina tipo 1 (BVDV-
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1), Virus da Diarreia Viral Bovina tipo 2 (BVDV-2), virus
da febre porcina cléassica e virus da border disease. A ORF
codifica uma poliproteina de aproximadamente 3900
aminodcidos que é processada cotraducionalmente e
postraducionalmente as proteinas virais maduras seguintes
(de 53’ a 3’): N*?, C, E™", El, E2, NS2-3, NS4A, NS4B, NSS5A
e NSOB.

Comummente, o BVDV tem um genoma em forma de ARN. O
ARN pode ser submetido a transcri¢do reversa em ADN para
utilizacdo em clonagem. Portanto, as referéncias feitas no
presente documento a acido nucleico e sequéncias virais de
BVD incluem tanto sequéncias de ARN como sequéncias de ADN
virais derivadas das sequéncias de ARN wvirais. Por
conveniéncia, as sequéncias gendmicas de BVDV como se
representa na LISTA DE SEQUENCIAS a sequir no presente
documento somente refere-se a sequéncias de ADN. A
sequéncia de ARN correspondente para cada uma sera
facilmente evidente para o0s peritos na especialidade.

Numa concretizagao mais preferida, a composicdo de
vacina da presente invencdo contém um BVDV-1 citopatico e
um BVDV-2 citopatico, em que as mutagdes em ambos os virus
associadas com o bidtipo citopatico residem no mesmo sitio
gendémico de modc que os dois virus mutantes ndo podem se
recombinar para eliminar as mutagdes.

O BVDV-1 e BVDV-2 representam dois gendtipos
estreitamente relacionados de BVDV. As sequéncias de
nucledtidos dos dois virus compartem uma identidade de
aproximadamente 70% sobre o genoma total e uma percentagem
de identidade ligeiramente superior dentro da regido NS2-3.
Acredita-se que a percentagem de i1dentidade entre os

genomas virais de BVDV-1 e BVDV-2, pelo mencs na regido
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NS2-3 seja suficiente ©para permitir a recombinacgao
homéloga.

O BVDV-1 habitualmente produz diarreia somente leve em
animais enquanto que BVDV-2 sdo virus com alta viruléncia
que podem produzir trombocitopenia, hemorragias e doenga
aguda fatal (Corapi et al., J. virol. 63: 3934-3943; Bolin
et al., Am. J. Vet. Res. 53: 2157-2163; Pellerin et al.,
Virology 203: 260-268, 1994; Ridpath et al., Virology 205:
66-74, 1994; Carman et al., J. Vet. Diagn. Invest. 10: 27-
35, 1998). Os dois tipos de virus tém uma antigenicidade
diferente determinada por um painel de MAb e por
neutralizacdo cruzada usando antissoros especificos de
virus gerados em animais (Corapi et al., A. J. Vet. Res.
51: 1388-1394, 1990). Podem existir virus de qualquer
genétipo como um dos dois bidtipos, citopatogénico
(citopatico ou cp) ou nao citopatogénico (ndo citopatico ou
nce) . Os virus cp induzem efeitos citopaticos (por exemplo,
lise celular) em células cultivadas enguanto que os virus
ndc citopaticos nao.

E desejavel preparar vacinas que proporcionem
protecgdo contra tanto BVDV-1 como BVDV-2., Contudo, devido
ac alto grau de identidade de sequéncia entre os dois
virus, existe a possibilidade de que um BVDV-1 citopatico
vivo e um BVDV-2 citopatico vivo incluidos na mesma
composicdo de vacina possam se recombinar entre si no
animal wvacinado para dar virus ndo citopaticos. A
recombinacdo entre BVDV-1 e BVDV-2 foi documentada. Veja-
se, por exemplo, Ridpath et al., Virology 212: 259-262
(1995). A infeccdo dos fetos em gado bovino gestante com
virus ncp antes que se desenvolva a imunocompeténcia pode

resultar em que o feto permaneca virémico durante todo o
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pericdo de gestagcdo e nascimento posterior de um novilho
gue permanece persistentemente virémico. O dito novilho
pode morrer de doenca das mucosas apds uma superinfeccio
com um BVDV cp. Por conseguinte, as composig¢bes de vacina
proporcionadas pela presente invengdo que contém BVDV-1 cp
vivo e BVDV-2 c¢p vivo que tém mutagdes no mesmo sitio
gendmico sdo especlalmente desejdvels para proteger aos
animais contra tanto BVDV-1 como BVDV-2.

Numa concretizagdo, o0s isolados de BVDV cp obtidos de
animais podem ser utilizados na composi¢do de vacina da
presente invenc¢do. Estudos descreveram isolados cp tanto de
BVDV-1 como de BVDV-2 e estdc disponiveils para os peritos
na especialidade, por exemplo, as estirpes BVDV-1 NADL
(ATCC n.° VR1422 ou VR-534), BVDV-2 53637 (depositada na
ATCC como PTA-4859) e isolado de campo de tipo 2 tais como
0s descritos por Ridpath e Neill, J. Virol 74: 8771-8774,
(2000). Os isolados c¢p descritos até o presente contém
tipicamente uma insercdoc de uma sequéncia heterdloga, por
exemplo, uma sequéncia codificante de ubiquitina (numero de
acesso Genbank M96687 ou De Moerlooze et al., J. Gene.
Virol. 74: 1433-1438, (1993)), uma sequéncia codificante de
NEDD8 bovina (Baroth et al., anteriormente) ou uma
sequéncia codificante de DnaJl de Bos Taurus (como descrito
nos Exemplos a seguir no presente documento) entre outras.

Em outra concretizagdo, um BVDV cp é gerado fazendo
alteragdes definidas no genoma BVDV, por exemplo, por
delecdo de sequéncias virais especificas, insercdo de
sequéncias num sitio gendmico viral especifico ou geracio
de uma ou mais substituig¢des ou combinacdes dos mesmos.

Quando ¢ gerado um BVDV c¢p por insergdo de uma

sequéncia heterdloga (isto ¢é, exdgena para o virus) num
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sitio gendmico especifico, a natureza da sequéncia a ser
inserida geralmente ndo é critica para a presente invencgdo.
Além disso, a insergcdo ndo se limita a nenhum sitio
particular desde gque a insercdo resulte num fendtipo
atenuado. Como sequéncias heterdlogas em 1isolados c¢p
encontra-se com fregquéncia na regido NS2-3, a regido NS2-3,
especialmente a parte que rodela ao suposto gsitio de
clivagem é NS2-3 que corresponde, por exemplo, aos residuos
de aminodcido N° 1679 a N° 1680 da estirpe BVDV-1 NADL (a
numeracdo ¢é baseada na sequéncia gendmica publicada com o
N° de acesso de Genbank M31182, SEQ ID N°: 4) ¢& uma
localizacgdo preferida para as inserc¢des.

Pode se gerado um BVDV-1 cp fazendo uma alteracdo
gendmica definida que imite a mutagdo 1dentificada num
isolado de BVDV-2 cp obtido de um animal, de modo que estes
virus tenham muta¢bes associadas com o bidtipo de cp no
mesme sitio gendmico. De forma similar, pode se gerado um
BVDV-2 cp por geragdo de uma alteracdo gendmica definida
que imite a mutacdo identificada num isolado de BVDV-1 cp
obtido de um animal.

Numa concretizagdo preferida, a composigdo de vacina
da presente invencdo contém NADL (um isolado de BVDV-1 cp)
e 53637 de BVDC-2 (um isolado de BVDV-2 cp), em que o0s dois
isclados c¢cp cada um contém uma mutacdo no mesmo sitio
gendémico que resulta no bidtipo citopatico. Na sequéncia
gendmica da estirpe BVDV-1 NADL se expde na SEQ ID N°: 4 e
a estirpe 53637 de BVDV-2 foil depositada na ATCC como PTA-
4859. Rmbos isolados contém uma inser¢do na regido NS2-3. O
BVDV-1 c¢p atenuado contém uma inserg¢do de uma sequéncia
codificante de Dnadl de Bos taurus 3’ da timidina na

posicdo de nucledtido N° 4993 (numeracdo de sequéncia de
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NADL) que é o terceiro nucledtido do cddon que codifica o
residuo de glicina na posigdo de aminodcido 1536. O BVDV-2
cp atenuado contém uma inser¢do de uma @ sequéncia
codificante de DnaJl de Bos taurus no mesmo sitio gendmico.

De acordo com a presente inveng¢ao, os isolados de BVDV
cp empregados na presente composicdo de vacina foram
atenuados e, portanto, ndc sdo patogénicos. 0s peritos na
especialidade conhecem métodos de atenuacdo e também sédo
descritos a seguir no presente documento.

Em outra concretizacdo, a composigcdc de vacina da
presente invenc¢do contém um BVDV-1 atenuado e um BVDV-2
atenuado, em que as mutagdes atenuantes em ambos os virus
residem no mesmo sitio gendmico de modo gque os dois wvirus
mutantes nao podem recombinar para eliminar as mutacgdes
atenuantes.

Um BVDV atenuado é gerado por meio de irradiacao UV,
tratamento quimico ou alto numero de passagens seriadas da
versdo patogénica do virus in vitro. Uma andlise de
sequéncia pode ser realizada a fim de determinar a natureza
e a localizacdo gendmica das mutacdes geradas por estes
métodos. A mutacdo pode ser em forma de uma delegdo,
insercdo ou substituicdo de um ou mais nucledtidos ou uma
combinacdo das mesmas. Como alternativa, um BVDV atenuado €
gerado realizando alteracgdes definidas no genoma de BVDVY,
por exemplo, por delecdo de sequéncias virails especificas,
insergdo de sequéncias num sitio gendmico viral especifico
ou concretizacdo de uma ou mais substituic¢des ou
combinag¢fes das mesmas.

Como fol descrito anteriormente, o0s virus mutantes
vivos para utiliza¢ao na composi¢do de vacina da presente

invenc¢do podem ser da mesma familia, género ou espécie, nos
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gquals os genomas virais tém uma identidade de sequéncia
suficiente para permitir a recombinagdo homdloga. Os
exemplos adicionais de combinag¢des de virus apropriadas
para utilizar na composicdo de vacina da presente invencédo
incluem, mas nao se limitam a, combinag¢des de diferentes
tipos de poliovirus, combinagdes de miltiplas estirpes
mutantes vivas de virus da  bronquite infecciosa,
combinag¢®es de multiplas estirpes mutantes vivas de virus
da doenca de Newcastle, combinag¢Bes de adenovirus 1 canino
e adenovirus 2 canino, combinacgdes de herpesvirus 1 equino
e herpesvirus 4 equino, combina¢bes de multiplas estirpes
mutantes vivas de virus influenza, combinagdes de multiplas
estirpes atenuadas vivas de calicivirus Felino, combinac¢des
de multiplos sorotipos de Rotavirus, combinacbes de
multiplos sorotipos de Rhinovirus, combinag¢des de multiplos
sorotipos de virus da febre aftosa, combinac8es dos
gendétipos Europeu e Norte-americano do virus da sindrome
respiratdéria reprodutiva porcina, combinagbes de estirpes
convencionais e variantes do virus da doenca infeccicsa da
bursa.

De acordo <com a presente 1invencao, embora as
particulas virais sejam a forma preferida para utilizar nas
vacinas, podem ser utilizados moléculas de acido nucleico
que codificam virus mutantes da mesma familia, género ou
espécie directamente em vacinas também. A molécula de ADN
ou ARN pode ser apresentada em forma “nua” ou pode ser
combinada com um agente que facilite a captagdo celular
(por exemplo, lipossomas ou lipidos catidnicos). As vacinas
e métodos de vacinacdo que envolvem Aacidos nucleicos (ADN
ou ARNm) foram bem descritos na técnica, por exemplo,

Patente dos Estados Unidos N° 5.580.859, Patentes dos
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Estados Unidos  N° 5.589.466, Publicacdo de Patente
Internacional WO 98/35562 e por Ramsey et al., 1997,
Immunol. Cell Biol. 75: 360-363; Davis, 1997, Cur. Opinion
Biotech. 8: 635-640; Manickan et al., 1997, Critical Rev.
Immunol. 17: 139-154; Robinson, 1997, Vaccine 15(8): 785-
787; Robinson et al., 1996, AIDS Res. Hum. Retr. 12(5):
455-457; Lal e Bennett, 1998, Critical Rev. Immunocl. 18:
449-484; e Vogel e Sarver, 1995, Clin. Microbiocl. Rev.
8(3): 406-410, todas sendo 1incorporadas no presente
documento por referéncia.

Além de dois ou mais virus mutantes vivos da mesma
familia, género ou espécie (especificamente BVDV) as
composigdes de vacina podem incluir outros componentes
antigénicos. Outros componentes antigénicos apropriados
para utilizar de acordo com a presente invencdo incluemn,
mas nao se limitam a, antigénios preparados a partir de
bactérias patogénicas tais como Mycoplasma hyopneumonia,
Haemophilus somnus, Haemophilus  parasuls, Bordetella
bronchiseptica, Bacillus anthracis, Actinobacillus
pleuropneumonie, Pasteurella multocida, Mannhemia
haemolytica, Mycoplasma bovis, Mycoplasma galanacieum,
Mycoplasma gallisepticum, Mycobacterium bovis,
Mycobacterium paratuberculosis, Clostridial spp.,
Streptococcus uberis, Streptococcus suls, Staphylococcus
aureus, FErysipelothrix rhusopathiae, Campylobacter spp.,
Fusobacterium necrophorum, Escherichia coli, Lawsonia
intracellularis, Listeria monocytogenes, Rickettsia
rickettsii, Borrelia spp., Ehrlichia spp., Chlamydia spp.,
Brucella spp., Vibrio spp., Salmonella enterica serovars,
Leptospira spp.,; fungos patogénicos tais comc Candida;

protozodrios tais como Cryptosporidium parvum, Neospora
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canium, Toxoplasma gondii, Fimeria sSpp., Babesia spp.,
Giardia spp.; helmintos tais como Ostertagia, Cooperia,
Haemonchus, Fasciola; ou em forma de uma preparag¢do celular
parcial ou completa inactivada ou em forma de moléculas
antigénicas obtidas por técnicas de engenharia genética ou
sintese quimica. 0s antigénios adicionais incluem virus
patogénicos tais como virus da doen¢ga de Marek, virus da
doenca infeccicsa da bursa, virus da doenca de Newcastle,
virus da anemia do frango, virus da variola avidria, virus
da leucose aviaria, virus da laringotraqueite infecciosa,
virus reticulcendotelial, wparvovirus canino, virus da
esgana, herpesvirus canino, coronavirus canino,
parainfluenza-5 canino, virus da panleucopenia felina,
herpesvirus felino, calicivirus felino, virus da
imunodeficiéncia felina, virus da peritonite infecciosa
felina, herpesvirus equino, virus da arterite equina, virus
da anemia infecciosa eguina, virus da encefalite equina
oriental, virus da encefalite equina ocidental, virus da
encefalite equina venezuelana, virus do Oeste do Nilo,
virus da gastroenterite transmissivel, corcnavirus bovino,
herpesvirus bovino 1,3,6, virus parainfluenza bovino, virus
respiratério sincicial bovino, virus da leucose bovina,
virus da peste bovina, virus da febre aftosa, virus da
raiva, virus da febre porcina africana, parvovirus porcino,
virus PRRS, circovirus porcino, virus influenza, virus da
doenga vesicular porcina, virus da febre de Techen, virus
da pseudo-raiva, em forma de preparacdo viral viva
modificada (atenuada), uma preparagdo de virus parcial ou
completo inactivado ou em forma de moléculas antigénicas
obtidas por técnicas de engenharia genética ou sintese

guimica. Quando sdo wutilizados virus vivos atenuados
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adicionais, tais virus adicionais deveriam ser
preferentemente de uma familia diferente daquela dos dois
virus atenuados principais, COomo foi descrito
anteriormente.

Numa concretizagao preferida, a presente inveng¢dao
propcrciona uma composigdo de vacina que contém um BVDV-1
cp atenuado derivado da estirpe BVDV-1 NADL, um BVDV-2 cp
atenuado derivado da estirpe 53637 de BVDV-2, onde cada um
dos dois isclados cp contém uma mutagdc associada com um
bidtipo cp no mesmo sitio gendmico e pelo menos um (isto &,
um ou mais) dos componentes antigénicos seguintes, em forma
viva modificada ou inactivada: herpesvirus bovino 1, virus
respiratério sincicial Dbovino, virus parainfluenza 3,
Campylobacter  fetus, Leptospira canicola, Leptospira
grippotyphosa, Leptospira hardjo, Leptospira
icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona ou Mannhemia
haemolytica.

Além disso, as composicdes de wvacina da presente
inveng¢do podem incluir um ou mais veiculos veterinariamente
aceitaveis. Como wutilizado no presente documento, um
“veiculo veterinariamente aceitdvel” dinclui qualquer os
solventes, meios de dispersdo, revestimentos, adjuvantes,
agentes estabilizantes, diluentes, conservantes, agentes
antibacterianos e antifungicos, agentes isotdnicos, agentes
retardantes da absorgdo e similares. Os diluentes podem
incluir Agua, solugdo salina, dextrose, etanol, glicerol e
similares. Os agentes isotdénicos podem incluir cloreto de
sddio, dextrose, manitol, sorbitol e lactose entre outros.
0Os estabilizantes incluem albumina entre outras. As

composigdes de vacina podem incluir, além disso, um ou mais
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agentes imunomoduladores distintos tais como, por exemplo,
interleucinas, interferons ou outras citocinas.

Os adjuvantes adequados para utilizacgao nas
composigbes de vacina incluem, mas ndo se limitam a, o
sistema adjuvante RIBI (Ribi dinc.), alumen, gel de
hidréxido de aluminio, emulsées de dlec em &gua, emulsdes
de 4gua em O6lec, tals como, por exemplo, adjuvantes
completo e incompleto de Freund, copolimero de bloco
(CytRx, Atlanta GA), SAF-M (Chiron, Emeryville CA),
adjuvante AMPHIGEN®, saponina, Quil A, colesterol, QS-21
(Cambridge Biotech Inc., Cambridge MA) ou outras fracgdes
de saponina, monofosforil lipido A, adjuvante de lipido-
amina Avridina, enterotoxina termoldbil de E. colil
(recombinante ou de outro modo), toxina colérica ou
dipéptido muramilo entre muitos outros.

Tipicamente, um virus mutante vivo estd presente numa
vacina numa quantidade de aproximadamente 1x10¢ e
aproximadamente 1x10° particulas de virus por dose, com um
veiculo veterinariamente aceitdvel, num volume de entre
aproximadamente 0,5 e aproximadamente 5 ml. A quantidade
exacta de um virus numa composicdo de vacina eficaz para
proporcionar um efeito protector pode ser determinado por
um perito em veterinaria. Quando a molécula de ADN ou ARN
do virus ¢é utilizada na vacina, a quantidade dos 4&cidos
nucleicos deveria estar geralmente entre aproximadamente
0,1 ug/ml e aproximadamente 5,0 mg/ml.

As composigbes de vacina da presente invengdo podem
ser preparadas em diversas formas dependendo da via de
administracdo. Por exemplo, as composicdes de vacina podem
ser preparadas em forma de solug¢des aguosas estéreils ou

dispersdes adeguadas para utilizacdo injectdvel ou ser
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preparadas em formas liofilizadas wusando técnicas de
secagem por congelacdo. As composicbes liofilizadas se
mantém tipicamente em aproximadamente 4°C e podem ser
reconstituidas numa solugdo estabilizante, por exemplo,
solugdo salina ou HEPES com ou sem adjuvante.

As composicbes de vacina da presente invengdo podem
ser administradas a uma animal para tratar ou prevenir uma
doenca causada pelas versdes patogénicas dos virus nas
composigbdes de wvacina. Portanto, também sdo descritos
métodos de vacinacdo de um animal contra uma doenca causada
por um virus.

Na pratica dos presentes métodos, uma composicido de
vacina da presente invengdo ¢ administrada a um animal
preferentemente por vias parentéricas, embora possam ser
utilizados também outras vias de administracdo, tais como,
por exemplo, por administracao oral, intranasal,
intramuscular, intraganglio linfético, intradérmica,
intraperitoneal, subcuténea, rectal ou vaginal, ou por uma
combinagdo de vias. Podem ser necessarios regimes de
refor¢co e o regime de dosagem pode ser ajustado para
proporcionar uma vacinagdo dptima.

A presente 1nvencdo ¢ 1ilustrada adicionalmente, mas
ndo como modo de limitacdo, pelos seguintes exemplos.
EXEMPLO I

Determinacdo da Posigcdo da Insercdo Celular na Estirpe

53637 De BVDVZ

Uma porgdo da sequéncia da regido NS2-3 de BVDV2-53637
fol determinada para ildentificar e mapear a localizagdo de
gualguer insercdo celular na regido. Um produtc de RT-PCR
de 670 Dbases a partir do ARN viral foi amplificado

utilizando 0 iniciador directo 5363701 (5" -
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CGTCCACAGATGGTTTGGT-3"; SEQ ID N°: 1) e o iniciador reverso
53637L (5’ -GGCTATGTATTGGACGTAACCC-3’; SEQ ID N°: 2). O
produto de RT-PCR foi purificado e submetido a andlise de
seguéncia (SEQ ID N°: 3). Quando foi alinhado com BVDV1-
NADL (ntmero de acesso de Genbank M31182Z2, SEQ ID N°: 4),
foram observadas semelhancas surpreendentes (FIGURA 1).
Ambos o0s virus contém uma inserc¢do numa grelha de leitura
derivada do gene Dnadl de Bos taurus. No caso do NADL, a
insercdo ¢é de 90 aminoacidos (270 nucledétidos) de
comprimento e localiza-se entre a glicina 1536 e a
poliamida 1627 na poliproteina de NADL. Estas coordenadas
correspondem & glicina 1536 e a prolina 1537 nas estirpes
de BVDV1 ndo citopaticas, tais como SD-1 (numero de acesso
de Genbank AAR42860, SEQ ID N°: 6), indicando que a
alteragdo gendémica em NADL ¢é uma simples insergdo sem
nenhuma delecdo ou duplicacdo concomitante das sequéncias
virais flanqueantes. Como BVDVI-NADL, existe uma inserc¢do
de uma porcdco do gene DnaJl de Bos taurus em BVDVZ2-53637. A
insergdo celular ¢é mais longa (131 aminocédcidos, 392
nucledtidos), estendendo-se em ambas as direcgdes com
respeito & insercdo em BVDVI-NADL. A localizacdo da
insercdo celular dentro da regido NS2-3 & i1déntica nos dois
virus. Ao contrdric de BVDVI-NADL, a insercdo de BVDV2-
53637 ¢é acompanhada de uma delecdoc de 5 aminoacidos (15
nucledtidos) de sequéncias virais flangueantes. Estdo
ausentes trés residuos de aminocdcidos que flangqueiam a
extremidade 5’ da insercdo, enquantoc que estdo ausentes
dois residuos de aminoacidos que flanqueiam a extremidade
3’ da insercdo. Devido a que as insercgdes celulares estédo

na mesma posi¢doc gendmica nos dois virus wvacinals, nao
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podem sofrer uma recombinagdo homdloga para deletar a
inserc¢do para gerar um virus quimérico ndo citopatico.

ExemElo II

Tentativas Para Detectar Virus BVDV Nao Citopaticos Em

Culturas Co-Passadas de BVDV1-NADL/BVDV2-53637

Para determinar se os dois virus de vacina sdo capazes
de se recombinar para gerar niveis detectaveis de BVDV nao
citopatico, os virus foram co-cultivados em células
susceptiveis e foi utilizado um ensaio de RT-PCR semi-nest
sensivel para detectar virus ndo citopdticos potenciais de
entre um excesso de produtos citopidticos mais longos que
ainda contém o inserto celular. Para aumentar a
probabilidade de recombinag¢do intertipica in vitro, cada
virus foi inoculado simultaneamente sobre células BK-6
confluentes em placas de 6 pogos a uma multiplicidade de
infeccdo de 2-4 (12 réplicas por experiéncia). Depois de 2
- 3 dias de co-cultivo, as c¢élulas foram congeladas e
descongeladas duas vezes e 0s residuos celulares foram
retirados por meio de centrifugacdo a baixa velocidade. O
liguido sobrenadante resultante foi utilizado depois como
indéculo para a seguinte passagem. Foram realizadas um total
de sete passagens seriadas em varios estudos. Durante as
passagens o BVDVI-NADL cresceu mails rapidamente que o
BVDV2-53637, mas o virus de tipo II ainda era detectavel
depois de sete passagens utilizando RT-PCR aninhada. Um
ensaio de RT-PCR semianinhada sensivel fol empregado numa
tentativa de detectar qualquer virus ndo citopéatico.

Na primeira ronda de RTI-PCR, foram utilizados o0s
iniciadores directos 5363701 (SEQ ID N°: 1) ou NADL4744
(0" -CGTGGCTTICTITGGTACGGG-3", SEQ ID N°: 7) Junto com o0s

iniciadores reversos 53637L (SEQ ID N°: 2) ou NADLH305 (5'-
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AGCGGTATATTGTACAAACGGA-3', SEQ ID N°: 8). As quatro
combina¢des de iniciadores directo e inverso foram
utilizadas para detectar BVDV1, BVDVZ e recombinantes
intertipicos. O tamanho esperado do produto de RT-PCR era
de 562 pb para o BVDV1I-NADL citopadtico e de 670 pb para o
BVDV-53637 citopdtico. Se estivessem presentes virus néo
citopaticos em nivels detectaveis seria esperado que
produzissem produtos na primeira ronda de 292 pb (BCVI1-
NADL) ou 277 pb (BVDV-53637). Os recombinantes intertipicos
deveriam ser de um tamanho similar ao dos precursores ou de
um comprimento intermedidrio dependendo da localizac¢do do
sitio de recombinacdo. Nao foram detectados nunca BVDV nédo
citopaticos depois da primeira ronda de RT-PCR.

Para aumentar a sensibilidade de deteccdo de BVDV nédo
citopatico em presenca de um grande excesso de BVDV
citopatico, foil incluida uma etapa de digestdo com enzimas
de restricdo antes da PCR aninhada para destruir os moldes
de NS2-3 de maior tamanho derivados dos virus citopaticos.
Foi seleccionada uma combinagédo de Mspl e Dral baseada na
observacdo de gue cortam dentro do inserto de Dnadl de Bos
taurus mas ndo cortam as sequéncias virais flanqueantes. Na
segunda ronda de PCR (semianinhada), foram utilizados o©s
iniciadores directos 5363702 (5’ -TGCACGATCTGTGAAGGGAAAGAA-
3’7, SEQ ID N°: 9) ou NADL4844 (5’ -TGCACTGTATGTGAGGGCCGAGAG-
3’7, SEQ ID N°: 10) Jjunto com os mesmos dols iniciadores
reversos 53637L ou NADL5305. Foram utilizadas combinagdes
de iniciadores apropriadas para tentar detectar
recombinantes intertipicos assim como BVDV1 e BVDVZ., O
tamanho esperado do produto de RT-PCR é de 462 pb para
BVDV1-NADL citopatico e de 570 pb para BVDV2-53637

citopatico (presente a baixos niveis devido a uma digestéo
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incompleta dos produtos de RT-PCR de BVDV citopatico). Se
estavam presentes virus ndo citopaticos em niveis
detectédveis, seria esperado que produzissem produtos de
segunda ronda de 192 pb (BVDVI-NADL) ou 177 pb (BDV2-
53637). 0s recombinantes intertipicos deveriam ser de um
tamanho similar a um dos precursores ou de um comprimento
intermedidrio dependendo da localizagdc do sitio de
recombina¢do. Nunca foram detectados BVDV ndo citopdticos
depois da segunda ronda de PCR. Em algumas reacgdes
individuais, foram observadas bandas aberrantes de diversos
tamanhos. Todas as bandas de entre 100 e 300 pb foram
consideradas produtos nao citopaticos potenciais e foram
submetidas a andlise de sequéncia de ADN., Em cada caso a
banda aberrante era o© resultado de uma falsa iniciacao
durante ¢ PCR. Ndo havia provas de virus ndo citopatico em

nenhum dos estudos.



25

LISTA DE SEQUENCIAS

<110> Welch, Siao-Kun Wan, et al.

<120> VACINAS VIRAIS MUTANTES SEGURAS

<130> PC25951A

<140> PCT/US2004/024011
<141> 26-07-2004

<le0> 10

<170> PatentIn versdo 3.2

<210> 1
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> iniciador directo de oligonucledtido
5363701

<400> 1
cgtccacaga tggtttggt 19

<210> 2
<211> 22
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador reverso sintético 53637L

sintético



<400> 2

ggctatgtat tggacgtaac cc

<210> 3

<211> 670
<212> ADN
<213>

<400> 3

cgtecacaga
aaaagctagt
agaatggaac
aatgacactc
ccaagaagca
aacggaceyq
tgaggaaggt
gctgatggat
ctccecagat

cagtgggegd

ccggatettt

atacatagee

<210> 4

tggtttggtg
accctaagta
ggagccaact
gcagactttg
atgaatacga
gaacctaaga
gacttttggg
ggaaaggtgt
acccacagag

cagagagcta

caagtacccee

<211> 12573

<212> ADN

22

aggaggaaat
aaaacaggca
gcccaaagtg
aggagaaaca
tgatgtgcag
gtgeccagata
cagagtcaag
atgatatcac
tccecttgtea

ctccagatgce

caggccagat

26

atatggggea
ctgcataate
tggaagacaa
ttacaaaaaqg
ccgatgccag
ctgtgctgag
catgttggge
agagtgggct
catctcattt

cceteoeotget

ecccaagygtyga
tgcacgatct
ggaaageeca
atatttataa
ggaaagcata
tgtaataggc
ctcaaaatcea
ggatgccagce
ggttcacgga

gaccttcagg

Estirpe 53637 do Virus da Diarreia Viral Bovina 2

tcaccatcat
grgaagggaa
taacatgtgyg
gagaaggacg
ggaggtttga
tgecatcectge
cectactttge
gtgtgggaat
tgecaggeac

atttcttgag

gtccagggaa gagtataagg gttacgtcea

<213> Estirpe NADL do Virus da Diarreia Viral Bovina 1

<400> 4

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

670



gtatacgaga
gootagggaa
gactagcata
gtacagggta
acgagggeat
ttaaccgact
taaaaatctce
atacaaacaa
atttggtgaa
ggaacgcgat
taatagcaga
ctataaaggt
tgaaacgact
tgtgtgtata
caggtgggte
agaagaggaa
gaaaatagty
agtggtggaa
tcaggacggc
agcattgttyg
cataacacag
aaggggtgty
tteccateta
gaagaccaac

caactggtac

tgagggacaa

attagaaaag
caaatoccete
atgaggggag
gtogtcagtg
gcccaaagea
gttacgaata
tgetgtacat
aaaccogtag
aggggagcayg
gttocaacea
ggacctgtga
cecegreotate
aaacggatag
gatggatgta
cataatagge
gcaacaaaaa
cecaaagaat
ggagtcaaat
ttgtaccata
gegtgggcaa
tggaacetac
aatagaagtt
gecacogata
tacacgtgtt
aatattgaac

ccaccaaggg

gecactegtat
tcagegaagy
tagcaacagt
gttegacgee
catcttaace
cagoctgata
ggeacatgga
gggtggagga
tocacoctea
acttggcate
gcgggatceta
acagggoeee
ggagagtaac
taataataaa
ttgactgoee
agaaaacaca
ctgaaaaaga
accaggtygag
acaaaaacaa
taatagctat
aagataatgg
tacatggaat
tagaactaasa
goagacttea
cetggattot

agtgcgoagt

27

acgtattggg
ccgaaaagag
gytgagtteg
ttggaataaa
tgagegggygy
gggtgetgea
gttgatcaca
acctgtttat
atcgacgeta
cttaccaaaa
cetgaageea
getggagete
tggaagtgac
aagtgccacyg
tetatgggte
gaaacccgac
cagcaaaact
gaagaagyga
accteaggaa
agttttgttt
gacggaagog
ctggecagag
aacaatteat
acgeocatgag
agtcatgaat

cacttgtagy

caattasaaa
gctageeatyg
ttggatgact
ggtcotogaga
tegeecaggt
gaggeccact
aatgaacttt
gatcaggcag
aagctoocac
agaggtgact
gggecactat
tttgaggagg
ggaaagctgt
agaagttace
acaacttgot
agactagaaa
aaacctoogy
asaaccaaga
tcacgcaaga
caagttacaa
atacaacggg
aaaatctgta
ggtatgatyy
tggaacaage
agaacccaag

tatgataggy

taataattag
ccottagtag
taagecctyga
tgccacgtgg
aaaagcagtt
gtattgctac
tatacasaac
gtgateoctt
acaagagagy
gcaggteggy
tttaccagga
gatccatgtyg
accacattta
aaagyggtytt
cagacacygaa
gggggaaaat
atgctacaat
gtaaaaacac
aactggaaaa
tgggagaaaa
caatgtteca
ctggegteece
atgcaagtga
atggttggtg
ccaateteac

ctagtgactt

60

120

180

240

3900

360

420

480

540

60¢

660

720

7806

840

200

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

14490

1500

1560



aaacgtagta
gaagLetoe
tgatgtatta
tgtrgacggy
ctggttagge
gtttggagca
gtatacaaaa
gaaatttgge
ggaggtacta
aatgtacceta
taagaccoag
ctggaatcta
agtgttggea
tttaacacge
agrcagggyge
geacttggat
actgggggct
agacacaatyg
gagagaaacc
casaaaactc
atbtggacte
gctgaacgga
tacgtoatte
acoattocct
ctgcateekt
ctctattgaa
etacceeatt
gshattgoaat
aaaaacaact
atatgaaate
taagacatta

aaaaggagay

acacaageta
tttgeaggca
ttoaaagaac
ttgaccaact
aagragoteg
tacgetgett
aattgracce
accaakgeag
ctactttort
atecotacatt
Ligaacotca
ggcaaatatg
tttgaagagg
atttggaacyg
cagatggtac
tgcaaacctyg
gaaggectta
gteattgett
agatatcteg
tttgatggge
tgcecatygtg
cocggecttece
aatatggqaca
cataggraag
ggaggaaatt
tcttgeaagt
ggcaagtgta
agagaaggtg
gtacaggtea
atatcaagtyg
aaaaataage

tatcaatact

gagatagooe
tattgatgoeg
atgaacgeat
cottagaagyg
ggatactagyg
cecattacty
ctgectgoett
aggacggcas
tagtggtgct
teteeatooe
cagtggaget
catgtataag
tgagccaggt
ctgcaacaac
agggeateet
aattctegta
ceagcactty
ggtgcgaaga
caatcttgea
gaaagcaaga
atgeocaaace
agatggtaty
cottagoeac
getgtatoac
ggacttgtgt
ggrgtyggcta
aattggagaa
tggacakagt
tagctatgga
aggggectgt
attttgagec

ggtrrgacet

28

cacaccctta
gggoecetyge
tagtatgrte
tgccagacaa
aaaaaagttyg
tgatgtegat
acccaagaac
gatattacat
gtecgactte
agaaagteac
gacaacagcet
accaaattgy
ggtgaagtta
tactgctott
gtggotacta
tgocatagea
gaaggaatac
tgggaagtta
tacaagagec
ggatgtagte
catagtaaga
ceoratagga
aactgtggta
ccaaaagaat
gectggagae
tcaatttaaa
tgagactggt
accacaagygyg
taccaaactc
agaaaagaca
cagagacage

ggaggtgact

acaggtigea
aactttgaaa
caggatacca
ggaaccgeta
gaaaacaaga
cgcaaaattyg
acaaaaattyg
gagatgyygy
gcaccggaaa
gttgatgtaa
quagtaatac
tggeettacy
gtgttgaggg
ttagtatgee
ttgataacag
aaggacgaaa
teacotggaa
atgtacetec
ttgcocgacca
gaaatgaacyg
gggaagttca
tggacaggga
cggacatata
ctgggggagy
caactactat
gagagtgagy
racaggotag
acattaaagt
ggacctatge
gegtgtactt
tactttcage

gaccatcace

agasaggaaa
tagctgeaay
ctetttacct
aactgacaac
gtaagacqgtg
gctacatatg
teggecctygy
gtcacttgte
cagctagtgt
tggattgtga
cagggreggt
agacaactgt
cactcagaga
ttgttaagat
gggtacaagg
gaattggtca
tgaagotgga
aaagatgoac
gtgtggtatt
acaacttbga
atacaacgor
cbgtaageoty
gaaggtctaa
atctorataa
acalaggogy
gactaccaca
tagacagtae
geaagatagyg
cttgcagace
tcaactacac
aatacatgct

gggattactt

1620
168Q
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160

222¢Q

2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2780
2820
2880
2340
3000
2060
3120
3180
3240
3300
3360
3420

3480



cgetgagtee
actggttaca
ggaagtggty
cttgergery
coacatcokta
tgtggtaaay
aacagtagta
actggtaaca
categotgty
tagatataaa
aagectaata
actaacttta
cgtggctyge
cgacttotta
gaazactgtt
tgactecate
gaaagcacayg
cgteageagt
catgcacagy
ggcagcacte
gttrtatata
gacocgtggot
aateaaggee
cegagagrgy
tgggatgteg
caacttogag
ggaacctaag
tgacttrtgy
Lggaaaggty
tacceacaga
caaLggotit

ggcaactaaa

atattagtgy
tacatkggtct
atgatgggca
tacctactge
gtggtacacc
gcogattceag
ctaétcgtca
ataatggcag
goggteatga
aaatggttac
tacctagyta
atactattat
ctattgtige
accctaatac
aggactgatra
tacgacgttg
gggaatttee
aaatggeage
aaagttatayg
atagagctga
ttgtckggaa
tcttggtacy
agtacactga
aaaggtggea
ctagcagatt
dgtatgtyca
agtgocagat
geagagtega
Latgatatca
gteecttgte
gtacaatata

gtaaaaatgc

tggtagtage
tatcagaaca
acttgetaac
tgagggagga
caatcaaatc
ggggccaaga
taggtttaat
cactgagggt
ctataacect
agtgcattot
gaategagat
atttgatete
aatgtgtgec
tgatcetgec
cagaaagaag
atgagagtygy
ctatactett
taatatacat
aagagatcte
actggtoeat
gattgagaaa
gggaggagga
gtaagagcag
cotgoccaaa
ttgaagaaag
geegatgeea
actgtgciga
geatgttggy
cagagtgggc
acatoteatt

cegetagggg

toatggtagy

29

cetettgqgt
gaaggcoetta
ccataacaat
gagegtaaaqg
tgtaattgtg
gtacttgygy
catagctagg
cactgaactyg
actgatggtt
cagcetggta
gccagaggta
aacaacaatt
tatcttatty
tacctatgaa
rtggetagag
agagggcgta
geceettate
gagtractta
aggaggtace
ggaagaagag
cctaataata
agtctacgge
geactgeata
atgtggacyge
acactataaa
gygaaageat
gtgtaatagg
cetoaaaate
tggatgccag
tggttoacgy
gcaactatit

caaccttgga

ggcagataty
gggatteagt
attgaagtég
aagtgggtet
atcctactga
aaaatagace
cgtgacecaa
acccaccage
agetatgtga
tetgcggtat
astateosaa
gtaacgaggt
ctggtcacaa
ttggttaaat
gggatagact
tatcttttte
aaageaacae
actttggact
aacataatat
gagagoaaag
aaacataagg
atgccasaga
atatgcacty
catgggaagce
agaatcttta
aggaggttry
ctgcateocky
acctacttty
cgtgrgggaa
atgeoctttea
ctgagaaact

gaagaaattyg

tactttggtt
atggatcagg
tgacatactt
tacrottata
tgattgggga
tergttttac
ctatagtgee
ctggagttga
cagattattt
tettgataag
actggagacs
ggaaggttga
cettgtagge
tatactatct
atacaagagt
catcaaggca
tgataagtty
ttatgtacta
ceaggttagt
gottaaagaa
taaggaatyga
tcatgactat
tatgrgagyy
cgataacgtyg
taagggaagyg
aaatggaccy
ctgaggaadgg
cgctgatgyga
tetocccaga
ggcaggaata
tgcecgtact

gtaatctgga

3340
3808
3660
3720
3780
3840
3800
3960
4020
40840
4140
4200
4260
4320
4380
4340
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
S220
5280
5340

5400



acatettgyy
atgocacatt
tacacccaga
gactygectgy
aaaagateta
caggtrgace
cagatgttat
tracctocaa
cttegaccota
gagggtggtt
gagtggaate
aaccagcatg
cacagaactc
tataccatta
catctettete
ctakgeatea
agaatactca
tategggaag
agoaggygreg
ggtaatgaaa
agtggatgag
ggtagoeaaag
teccagocaat
tattgaatca
tgaaaagady
ggoogtgact
gaggtattat
geaggcacaa
gaattacgat
aaataatcta
tgatcaccca

attcocaaaa

tggatcetaa
aatatactgg
geecoggtya
gettacacac
ctggtetgty
gatgagacag
gtyttaaatce
aagacaggty
asaaacttga
ggcagagtca
cagacegtoen
aacaggggag
ccaaaagceag
agggcagegg
aacctaagga
tacgggtact
tacatattet
atccacagat
gtgaccacaa
ggggaggatc
atgaasggca
aagotazaag
ctgagagtty
ggagtgacac
gtgagggtat
gtgggtgagc
aggagecagy
agatacggga
tggageetat
cteatetoaq
gageoaates

ataaggaatyg

gggggeetge
ataaactaac
ggttecctac
accaaggagy
acageatygyg
agtatggegt
cagaggeegt
gagaattecac
aaggatggte
aagtagggaa
caaaaaacay
acttcaagca
ttatagagga
cagagtcagt
taggggacat
tetgecaaat
tagatgaata
tttcagagag
caggtcaaaa
ttggtagtoa
atatgttygt
ctaagggeta
tgacatcaca
taccagattt
catcaaagat
aggcgcagceg
&aacageaac
ttgaggatgy
acgaggagga
sagactigae
aacttgrata

gagaagtcac

30

cgtgtgtaag
cgeatttite
gagcettacta
gataagttca
acgaactaga
caagactgag
taacatatca
gtgtgtcaco
aggcttgect
gaatgaagag
agcagacctyg
gattactttg
gataggaaga
¢taccagtat
gaaagagggg
gecteaacaa
ccattgtygcec
tataagggtt
geacccaata
gtteettgat
tittgtacea
taactetgga
atcecectalt
ggacacggtt
accoctteate
tagyggcaga
agggtcaaag
aatcaacgtyg
cagcectacta
agecgetgtt
caacagetat

agacacctagc

aagatcacay
gggatcatge
aaagtgagga
gtcegaccatyg
gtggtttgee
teagggtgoe
ggatccaaay
geatcaggea
atatttgaag
tetaaaccta
accgagatgyg
gcaacagagd
cacaagagag
atgagattga
gacatggcaa
aagcteagag
actootgaac
gtogecatga
gaggaattcea
atageagggt
acgagaaaca
tactattaca
gtaatcgtgy
atagacacyy
gtaacaggec
gtaggtagag
gactaccact
acgaaatcet
ataacccage
aagaacataa
gaagtecagy

gaaaattact

ageatygaasa
caagggggac

ggggtotgga

taacegoogyg
aaagcaacaa
cagacggtyc
gageagtoegt
caccoggotet
cctececagogg
caaaaataalt
tcaagaagat
caggcaaaac
tattagttot
aacaccoaag
ccgggataac
ctgotatgygt
aactggcaat
ctgecacgoe
tagceecoga
taaaaatace
tggoagtaga
gtggagagga
ctacaaatge
ggttgaaaty
ttaagaggat
tgaaaccegg
atgacctott
ttagggagat
tggaratact
tggccaggac
teeoggtect

cgtttctaaa

5460

5520

5580

5640

8700

5760

5820

5880

5840

6000

6060

6120

6180

6240

6300

5360

6420

6480

6540

6800

6660

6720

6780

6840

6900

6960

020

7080

7140

7200

7260

7320



tgccagaaag
ggcagttgac
tggtaaagea
tttatttggy
catatatace
caccataaaa
aaaaateatyg
agragaaaag
tgtoccaaaaa
gtggggaaca
gtttgcoaca
caagcaggag
tgactcegag
ggcaacctac
cetggettac
gagegtggtg
gagtgatgga
agtateggta
tgagtccagt
teaggotgea
tgaagcagte
ctacaaaggt
attgataatg
cctgtoogga
gotgaagaaa
tgacgagagy
tggotatgag
cgggectite
gtattacgat
geactactac
cactygacaay

ggtegggrte

ttaggggagy
ctottaggge
ctgaagcaag
tatgtgggtt
ategaggace
accgatggga
ggagccattt
ataaaaacayg
ttoattgact
cacacagcac
ctagtgttaa
gcagttgatt
acacagcaaqg
acatacaas’
cteeectatg
atactgagea
ttgetgggta
ggtatatety
gaacagaaaa
acagatgage
cagacaattg
tgggaggceca
Lttgaagcect
aattacattt
atggtactgg
atcagattge
atgaaagett
ctatgtagaa
gacaacetea
aaaggggtca
tgggaggtyy

aatggtgeat

atgtgeoegt
tagactyggee
tgaccgggtt
accaggetoet
agagactaga
cagagactga
cagattatge
ctecttiget
cattaattga
tatacaadag
agtggctage
tagtggtota
aagggagycyg
cttggaatta
ctaccageyge
ccacgatata
cggggataag
tgatgttggg
ggacectact
tggtaaaaga
gtaacccoct
aggaactatc
togagttatt
tggatttgat
ggtgggeeee
caacagacaa
tcaaaaatygt
acagacctgg
gagagataaa
cagcaaaaat
aacatggrgt

acttaggtga

31

gtatatctac
tgatoctyggy
gteetogget
cteaaagaqy
agacacecace
actgaaagaa
agcrggggga
taaagaaaac
aaataaagaa
catagetygeoa
ttttggagygy
ttatgtgatyg
attegtogea
ccacaatete
attaaaaatyg
taaaacatac
tgcagecatg
ggtaggggea
tatgaaggtyg
aaacccagaa
gagactaata
tgagaggaca
agggatggac
atacggeocta
tgeaccebtt
ctatttgagg
aggytggcaaa
taggggacca
accagtagea
tgactacagt
cataaccagy

cgageceaat

getactgaag
aaccagoagy
gaaaatgooe
catgtcccaa
cagetocagt
ctggegtogy
ctggagtetg
geagaageocy
gaaataatca
agactyggyge
gaatcagtgt
aataageott
agectgttca
totaaagtgy
tLCacecoaa
ctotetataa
gaaatocctgt
ategorgege
tttgtaaaga
aaaattataa
tagcacotgt
gcaggcagaa
tcacaaggga
cacaagcaaa
agttgtgact
gtagaaacca
cttaccaaag
gtcaactaca
aagttggaagy
aaaggaaaaa
ttagctaaga

cacegtgete

atgaggatet
tagtggagac
tactagtggce
tgataacaga
atgeacccaa
gtgacgtgga
ttaaatecca
caaaagggta
gatatggttt
atgaaacage
cagacecacgt
ccttooccaggy
teteegeact
tggaaccage
Tgeggetygga
ggaaggggaa
cacaaaacec
acaaggetat
acttettgga
tggcoettats
atggggttta
acttattcac
aaataaggaa
teaacagagg
ggaccoctag
ggtgoccatyg
tggaggagag
gagtcaccaa
gacaggtaga
tgotottyge
gatacactgg

tagtggagag

7380
1440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8380
8340
8400
8460
g§520
8580
8640
B700
8760
8820
:1:3:3y
8340
8000
2060
%9120
9180

9240



ggactgtgca
ghtaacetat
caatcttgas
cgtgaatgaa
tgtagttgat
aataattgga
gectgacgoe
agggectgga
cttcateaty
tataaatcotg
catgttagta
ggggactitt
geaggttacc
taactggttt
ctactragta
toagacaaga
gttectoaag
acggtgocoa
acagggtaac
ggtgaagata
gaagaaacet
aataaggttt
acagttggac
gtcaaghgoa
aacctttoat
attgeacaac
ctacggtgag
ctteotggag
attggteagy
aaatgagaag
gooaagagtt

taactgggty

actataacca
gacctgacesa
gagaaggaaa
gacgtagaga
atcaatttac
agggaaacce
agcgacaace
atacagacac
atcctggget
tacacaggaa
gtagcactga
ttagataggyg
aaggaagety
geatcagatyg
ggagatgrtg
attataaagg
gcatcaaaca
cctgoaacta
tgggageoos
caccrataty
aggagtiaagg
caaggaaace
agggaggggce
ggeataagge
gaggcaataa
aaattgttgyg
gtgacatggg
aagaagaaca
gatcetgaagy
agagatgtca
atccaatace

aaacagcage

aaaacacagt
totecaatet
tacccacego
ctataaaacc
aaccagaggt
tgatgacaac
aaaacteggt
atacactaac
caaggaatte
atgaccecag
gggatgtega
aggcectgga
ttaggaattt
accragtatt
gagagctaaa
aggtaggcote
aacagatgag
agagcaataa
teggttgeyy
aagettacet
atacagtaat
tcaacaccaa
gcaagaggaa
rggagaaatt
gagataagat
agattticca
agcaacttga
tcggagaagh
cogggagaaa
gtgatgactyg
ctgaagecaa

cegttgtgat
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acagtttceta
gaccaggetc
tacggteace
agtactagga
geaagtggac
gggagtgaca
gaagatcggg
agaagaaata
Catatcaaat
ggaaatacga
ccatgagety
ggctoctaagt
gatagaacag
tctggaagtyg
agatcaagct
aaggacgtat
tttageteca
ggggcacaty
ggtgecaccta
gaagttgaaa
aagagagcac
gasaatgote
catctacaac
gocaatagtg
agacaagagt
cacgatagec
ggegggggta
attggattea
gataaaatat
goaggcaggy
gacaaggeta

tocaggatat

aaaatgaaga
atcgaactag
acatggctag
gagagagtaa
acgtcagagg
cctgtottgg
Ltggatgagy
cacaacaggyg
agygcaaaga
gacttgatgg
tetgaaatgy
ctegggeaac
aaaaaagatg
gecttaaaaa
aaageacttg
gocatgaage
ctgtttgagy
geatcagott
ggtacaarac
gatttcatag
aacaaatgga
aacccaggga
caccagattyg
agggoocaaa
gaaaacogge
CAACTCACCT
aatagaaagg
gaaaagoace
tatgaaacty
gacctagtgyg
goeatcacta

gaaggaasga

aggggtgtgc
tacacaggaa
cttacacott
toccegacoo
ttgggatcac
aaaaagtaga
gtaattacce
atgegaggec
ctgetagaaa
ctgcaggyey
tegatttcaa
ctaaaccgaa
tggagatece
atgataagta
ggaccacgga
tatctagetyg
aactgtbget
accaattgge
cagocagaay
aagaagaaga
tacttaaaaa
aactatotga
gtactataat
cegacaccaa
aaaatccaga
tgaaacacac
gageageagy
tggtagaaca
caatagcaaa
ttgagaaqgag
aggtcatgta

cooocttgtt

%300
3360
9420
9480
9540
9600
3660
8720
8780
2840
2900
9960
16020
1008¢
10140
16200
10260
10320
10380
10440
18500
10560
10620
10680
10740
10800
10880
19920
10980
11040
11100

11160



caacatcret
ttttgacace
aatccagaaa
catgacagaa
agggagegge
gtacggette
ccacgtetgt
taacaraggy
aaagatgaaa
tgttaggtgg
atcaaagatg
agcggtagcc
cectgttggte
caaaggtgat
gagaacagge
gactaagcac
caactggcta
tgataaagge
aaaccecgygte
gctgagaaqgy
gtatatatty
ccaccteaag
ctcaagataa

gtctatagtt

<210> 5
<211>
<212>
<213>

<400> 5

gataaagtga
aaageotggy
tattactata
gtaccagtta
cagccagaca
tgcgaaagea
ggggatgatyg
atgcagattc
gttgectata
toccgacaaca
gcaacaagat
ttcagtttet
ctttcgecaac
ccaatagagg
tttgagaaat
acaagcaaaa
gttaagcecy
trtacattae
atgggggteg
ttgaaaatte
tasataaattc
aagacgacac

cactacattct

ggactaggyga

3988
PRT
Estirpe NADL

gaaaggaatg
acactcaagt
agaaggagtyg
taacagcaga
caagtgotgg
caggggtacc
gecttettaat
ttcatgaagc
gatttgagga
ccagtagtea
tggattcaag
tgctgatgta
agccagagac
cotataaaga
tggcaaat<t
gaataattea
acaggctgat
agaggaaagca
ggactgagag
tgcteatgac
aatccatgta
geccaacacy
aatgcacaca

agacctctaa

do Virus da Diarreia Viral Bovina 1
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ggactcgtee
gactagtaag
gcacaagtte
tggtgaagta
caacagcatg
gtacaagagt
aactgaaaaa
aggcaaacct
tatagagtte
catggeeggg
tggagagagg
ttoctggaac
agacccatca
tgtaataggt
aaacetaage
ggactgtgtt
atecageaaa
ttatgageaa
atacaagtta
ggcegtegge
catagtgtat
cacagctaaa
gcactttage

cag

aatgagccay
gatctgcaac
attgacacca
tatataagaa
ttaaatgtee
ttecaacaggyg
gggttagggc
cagaagataa
tgttctcata
agagacacey
ggtaccacag
cegettgtta
aaacatgeca
cggaatctaa
crgtecacgt
goecattggga
actggeeact
ctgcagetaa
ggteccatayg
gtcagcagcet
ataaatatag
cagtagtcaa

tgtatgagga

tggcegtaag
ttattggaga
tcaccgacca
atgggcagag
tgacaatgat
tggcaaggat
tgaaatttge
cggaagggga
coccagteec
ctgtgatact
catatgaaaa
ggaggatttg
cttattatta
gtgaactgaa
tgggggtcty
aagazgagqy
tatacatace
gaacagagac
teaatotget
gagacaaaat
ttgggacegt
gattatctac

tacgeceogac

11220

11280

11340

11400

11460

11520

11580

11640

11700

11760

11820

11880

11340

12000

12060

12120

12180

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12573
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Met Glu Leu Ile Thr Asn Glu Leu Leu Tyr Lys Thr Tyr Lys Gln Lys
1 5 10 1S

Pro Val Gly Val Glu Glu Pro Val Tyr Asp Gln Ala Gly Asp Pro Leu
20 25 30



Phe

His

Lys

65

Ile

val

Glu

Thr

145

Thr

Lys

Asp

Gly

2258

Asn

Trp

Ile

Gly Glu
. 3%

Lys Arg
50

Axg Gly
Tyr Leu
Tvr His
Thr Thr

115

His Ile
130

Arg Ser
Pro Leu
Lys lys
Ile val

185
Ala Thr
210
Lys Thr
Lys Pro

Ala Ile

Thr Glin
275

Arg

Gly

Asp

Lys

Arg

100

Lys

Tyr

Trp

Lys

180

Fro

Tle

Lys

Gin

Ile

260

Trp

Gly

Glu

Cys

Pro

Ala

Arg

Val

Gln

Val

165

Thr

Lys

Val

Ser

Glu

245

Ala

Agn

Ala

Arg

Arg

Gly

Pro

Ile

Arg

1590

Thr

Gln

Glu

val

Lys

230

Ser

Ile

Leu

Val

Asp

55

Ser

Pro

Len

Gly

Ile

135

Val

Thr

Lys

Ser

Glu

215

Asn

Arg

Val

Gln

His

Val

Gly

Leu

Glu

ATg

120

Asp

Phe

cys

Pro

Glu

200

Gly

Thr

Lys

Leu

Asp
280

35

Pro

Pro

Asn

Phe

Leu

103

val

Gly

Arg

Ser

Asp

185

Lys

Val

Gln

Lys

Phe

265

Asn

Gln

Thr

Ser

Tyx

50

rhe

Thr

Cys

Tzp

Asp

170

Arg

Rsp

Lys

Rsp

Leu

250

Gln

Ser

Asn

Arg

75

Gln

Glu

Gly

Ile

val

155

Thy

Leu

Ser

YT

Gly

235

Glu

Val

Cly Thr

Thre

Leu

€0

Gly

Asp

Glu

Sex

Ile

140

His

Lys

Glu

Lys

G1n

220

Leu

Lys

Thy

clu

Leu

45

Ala

Pro

Tyr

Gly

Asp

125

Ile

Asn

Glu

Arg

Thr

205

Val

Tyr

Ala

Met

Gly
285

Lys

Ser

val

Lys

Ser

1190

Gly

Lys

aArg

Glu

Gly

15¢

Lys

Ary

Hig

Leu

Gly

270

Ile

Leu
Leu
Ser
G;y
Met
Lys
Sexr
Leu
Gly
175
Lys
Pro
Lys
Asn
Leu
255

Glu

Gln

Pra

Pro

Gly

g0

Pro

Cys

Leu

Ala

Asp

160

Ala

Melt

Pro

Lys

Lys

240

Ala

Asn

Arg



Ala

Glu

305

Leu

Thr

Asn

Ala

Arg

385

Ser

Ala

Asp

Thy

Gln

465

Leu

Ala

Tyr

Val

Met.
280

Lys

Lys

Trp

Asn
370

VT

Pro

Gly

val

Leu

450

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly
530

Phe

Ile

Thr

Cys

TYr

355

Leu

Asp

Thr

Ile

Leu

435

Thr

Lys

Sex

Lys

515

)25 o

Gln

Cys

Ile

Arg

340

Asn

Thr

Arg

Pro

Leu

420

Phe

Leu

Ala

Lys

Bro

5400

Asn

Gly

Arg Gly

Thr Gly
310

His Gly
25

Leu Gln

Ile Glu

Glu Gly

Ala Ser
350

Leu Thr
20%

Met Arg

Lys Glu

Val Asp

Lys Leu

470

Leu Slu
485

Tyr Cys

Cys Thr

Lys Phe

Val

285

val

Met

Arg

Pro

Gln

378

Asp

Gly

Gly

His

Gly

455

Thr

Asn

Asp

Pro

Gly
538

36

Asn Arg Ser

Pro

Met

His

Trp

360

Pro

Leu

Cys

Pra

Glu

440

Leu

Thr

Lys

val

Ala

520

Thr

Ser

Asp

Glu

345

Ile

Pro

Asn

Lys

Cys

425

Ary

Thr

Ser

Asp
505

Cys

Asn

Ris

Ala

330

Trp

Leu

Arg

val

Lys

410

Asn

Ile

Asn

Leu

Lys

430

Arg

Leu

aAla

Leu

Leu

315

Ser

Asn

Val

Glu

Val

385

Gly

Phe

Sar

Ser

Qly

475

Thy

Lys

Pro

Glu

His

300

Ala

Glu

Lys

Met

Cys

380

Thr

Lys

Glu

Met

Leu

460

Lys

Trp

Ile

Lys

Asp
540

Gly

Thr

Lys

His

Asn

365

Ala

Gln

Asn

Ile

Phe

445

Glu

Gln

Phe

Gly

Asn

525

Gly

Ile

Asp

Thr

Gly

350

Arg

val

Ala

Phe

Ala

430

Gln

Gly

Leu

Gly

Tyr

510

Thr

Lys

Trp

Tle

Asn
335

Trp

Thx

Thr

ary

Ser

415

Ala

Asp

Ala

Gly

Ala

495

Ile

Lys

Ile

Pro

Glu
320

Tyr

Cys

G1ln

AsD

400

Phe

Ser

Thr

Arg

Ile
480

Tyr

Trp

Ile

Leu



His

545

Val

Leu

Lys

Pro

625

Gln

Trp

Val

Gly

Ala

705

Thr

Ile

Arg

Ser

val
85

Glu

Leu

His

Thr

Gly

510

Trp

val

Asn

Arg

val

550

Lys

Trp

Ala

Glu

val

770

Glu

Met

Ser

Phe

Gin

595

Ser

Pro

Val

Ala

Gly

675

Gln

Asp

Lys

Trp

Thr

755

val

Met

Gly

Asp

Ser

580

Leu

val

Tyr

Lys

Ala

660

Gln

Gly

Glu

Glu

Cys

740

Aryg

Phe

ABn

Gly

FPhe

565

Ile

Asn

Trp

Glu

Leu

645

Thr

Met

Hig

Aryg

Tyr

725

Glu

Tyr

Lys

Asp

His

550

Ala

Pro

Lewu

Asn

Thr

6§30

Val

Thr

Val

Leu

Ile

710

Ser

Asp

Leu

Lys

Asn
730

Leu Ser

Pro Glu

Gln Ser

Thr val
600

Leu Gly
615

Thr Val

Leu Arg

Thr Ala

Gln Gly
680

Asp Cys
695

Gly Gin

Pro Gly

Gly Lys

Ala Ile
760

Leu Phe
775

Phe Glu

37

Glu

Thx

His

585

Glu

Lys

Val

Ala

Fhe

665

Ile

Lys

Leu

Met

Leu

745

Leu

Asp

Phe

val

Ala

570

Val

Leu

Tyr

Leu

Leu

650

Leu

Leu

Pro

Gly

Lys

73¢

Met

His

Gly

Gly

Leu

555

Ser

Asp

Thr

Val

Ala

635

Arg

Val

Trp

Glu

Ala

713

Leu

Thr

Leu
795

Leu

val

val

Thr

Cys

6§20

Phe

ASp

cys

Leu

Phe

700

Glu

Glu

Leu

Arg

Lys

780

Cys

Leu

MetL

Met

Ala

6QS

lle

Glu

Leu

Leu

Leu

685

Sey

Gly

Asp

Gln

Ala

765

Gln

Pro

Ser Leu

Tyr Leu
S75

Asp Cys
530

Glu Val

Arg Pro

Glu val

Thr Arg

633

val Lys
670

Leu Ile

Tyr Ala

Leu Thr

Thr Met
735

hrg Cys
750

Leu Pro

Glu Asp

Cys Asp

val

560

Ile

Asp

Ile

Azn

Ser

640

Iile

Ile

Thr

Ile

Thr

720

Val

Thr

Thr

Ala
8OO



38

Lys Pro Ile Val Arg Gly Lys Phe Asn Thr Thr Leu Leu Asn Gly Pro
805 810 81%

Ala Phe Gln Met Val Cys Pro Ile Gly Trp Thr Gly Thr Val Ser Cys
820 825 830

Thr Ser Phe Asn Met Asp Thr Leu Ala Thr Thr Val Val Arg Thr Tyr
835 840 845

Avrg Arg Ser Lys Pro Phe Pro His Arg Giln Gly Cys Ile Thr Gln Lys
850 855 860

Asn Leu Gly Glu Asp Leu His Asn Cys Ile Leuw Gly Gly asn Trp Thr
865 8370 875 880

Cys Val Pro 6ly Asp Gln Leu Leu Tyr Lys Gly Gly Ser Ile Glu Ser
885 8390 885

Cys Lys Trp Cys Gly Tyr Gin Phe Lys Glu Ser Glu Gly Leu Pro His
960 905 910

Tvr Pro ile Gly Lys Cys Lys Leu Glu Asn Glu Thr Gly Tyr Arg Leu
915 920 925

Val Asp Ser Thr Ser Cys Asn Arg Glu Gly Vval Ala Ile Val Pro Gln
230 935 340

Gly Thr Leu Lys Cys Lys Ile Gly Lys Thr Thr Val Gln Val Ile Ala
945 350 355 360

Met Asp Thr Lys Leu Gly Pro Mat Pro Cys Arg Pro Tyr Glu Ile Ile
565 870 975

Ser Ser Glu Gly Pro val Glu Lys Thr Ala Cys Thr Phe Asn Tyr Thr
980 285 330

Lys Thr Leu Lys Asn Lys Tyr Phe Glu Pro Arg Asp Ser Tyr Phe Gln
385 1000 1008

Gln Tyr Met Leu Lys Gly Glu 7Pyr Gin Tyr Trp Phe Asp Leu Glu
1010 1015 1020

Val Thr Asp His His Arg Asp Tyr Phe Ala Glu Ser Ile Leu Val
1025 1030 1038

Val Val Val ala Leu Leu Gly Gly Arg Tyr Val Leu Trp Leu Leu
1040 1045 1050



Val

Asn

Leu

Ile

Met

Ile

Val

Pro

Met

Gln

Leu

Asn

Thr

Gln

Thy
1055

Gly
1070

Asn
1088

Arg
1100

Leu
1118

Ile
1130

Gly
1145

Gly
1160

Thr
1175

Gly
11490

val
1208

Cys
1220

Ile
1238

Trp
1250

Ile
1265

Cys
1280

Tyr

Ser

Ile

Glu

Val

Gly

Lys

Leu

Ile

Val

Ser

Ile

Tyr

Arg

Val

Val

Met

Gly

Glu

Glu

val

Asp

Ile

Ile

Met

Asp

Leu

Leau

Bro

Thr

Pro

Val

Glu

Val

Ser

His

val

Asp

Ile

Ala

Ile

Val

Ser

Gly

Leu

Arg

Ile

Leu

val

val

val

Pro

val

Leu

Ala

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg

Thy

Trp

Leu

Ser
1060

val
1078

Thr
1090

Lys
11058

1le
1120

Lys
1135

Cys
11590

Arg
1165

Leu
1180

val
1195

Asp
1210

Val
1225

Ile
12490

1258

Lys
1270

Leu
1285

Glu

Met

Tyr

Lys

Lys

Ala

Phe

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ser

Glu

Ile

Val

Leu

39

Gln

Met

Phe

Trp

Ser

Asp

Thr

Asp

val

val

Phe

Ala

Mat

Leu

ASp

Val

Lys

Gly

Leu

val

val

Ser

Thr

Pro

Thr

Met

Arg

val

Pro

Leu

Val

Thy

Als

Asn

Leu

Lau

Ile

Gly

Val

Thr

zlu

Thr

Phe

Glu

Tyx

Ala

Thr

Leu
1083

Ley
1080

Leu
1085

Leu
1110

Yal
1125

Gly
1140

Val
1185

Ile
1170

Leu
1188

Ile
1200

Lys
1215

Leuw
1230

val
1245

Leu
1260

Gly
1275

Leu
1230

Gly

Len

Tyr

Leu

Ile

Gln

Leu

Val

Thy

Thr

Lys

Ile

Thy

Ile

Leu

Trp

Ile

Thr

Len

Tyr

Leu

Glu

Ile

Pro

His

Leu

Trp

Ile

Ser

Leu

Ala

Gln

His

Leu

His

Leu

Tyr

Val

Leu

Gin

Lewx

Leu

Ser

Pro

Thr

Leu

Asp



Phe

Leu

Leu

Asp

Ala

Lew

Tyr

Glu

Ala

Gly

Ile

Gly

Lys

Val

Gly

Phe

Leu
12985

Tyr
1310

Gly
1325

Giu
1340

Gin
1355

Ile
1370

Leu
1385

Glu
1400

Leu
1415

Leu
1430

Ile
1445

Glu
1460

Ala
1475

Cys
1490

Arg
1505

Glu
1520

Thr

Tyr

Gly

Ser

Gly

Ser

Thr

1le

Ile

Lys

Lys

Glu

Ser

Glu

His

Glu

Len

Leu

Ile

Gly

Asn

Cys

Leu

Serx

Glu

Lys

His

Glu

Thr

Gly

Gly

Arg

Ile

Lys

Asp

Glu

Phe

Val

Asp

Gly

Leu

Phe

Lys

Val

Leu

Arg

Lys

His

Leu

Thr

Tyx

Gly

Ser

Ser

Phe

Gly

Agn

Pyr

val

Tyr

Ser

Glu

Pro

Tyr

Ile
1300

val
1315

Thr
1330

Val
1345

Ile
1360

Ser
1375

Met
1390

Thr
1405

Trp
1420

Leu
1435

Arg
1450

Gly
1465

Lys
1480

1495

Ile
1510

Lys
1525

Leu

Arg

Arg

Tyr

Leu

Lys

TYE

Asn

Ser

Leu

Asn

Met

Ser

Lys

Thr

Arg

40

Pro

Thr

val

Leu

Leu

Trp

Tyr

Ile

Met

Ser

Glu

Fro

Arg

Gly

Cys

Ile

Thr Tyr

Asp Thr

Asp Ser

Phe Pro

Pro Leu

Gln Leu

Met His

Ile Sex

Glu Glu

Gly Arg

Thr Val

Lys lle

His Cys

Gly Thr

Gly Met

Fhe Ile

Glu
1365

Glu
1320

Ile
1335

Ser
1358

Ile
1365

Ile
1380

Arg
1385

Arg
1410

Glu
1425

Leu
1440

Ala
1455

Met
1470

Ile
1485

Cys
1500

Ser
1515

1530

Leu

Arg

k29

Arg

Lys

Tyr

Lys

Lew

Glu

Arg

Ser

Thr

Ile

Pro

L.eu

Glu

Val

Sex

Agp

Gln

Ala

Met

Val

Val

Ser

Asn

Trp

Ile

Cys

Lys

Ala

Gly

Lys

Trp

Val

Lys

Thr

Ser

Ile

ala

Lys

Leu

TYY

Ile

Thr

Asp

Asgn



Phe

Glu

Ser

Lys

Ile

Ser

Thr

Thr

Gly

Bsp

Pro

Arg

Ser

Asp

Glu
15833

Met
1550

Arg
1565

Met
1580

Val
1585

Ser
1610

Arg
1625

Ala
1640

Lys
1655

Asn
1670

Lys
1685

Lys
1700

Arg
1718

Gly
1730

Ser
1745

Ser
1760

Gly

Asp

Leu

Leu

Tyr

Pro

Met

Arg

Val

Leu

Lys

Leu

Ala

Leu

Val

Met

Met

Arg

His

Gly

Asp

Agp

Gly

Lys

Glu

Ile

Thr

Pro

Glu

Asp

Gly

Glu

Pro

Leu

Ile

Thy

Phe

Gln

Met

Thr

Ala

val

Thr

Hia

arg

Ser

Pro

Ala

Lys

Thr

His

Arg

Len

Leu

Leu

Glu

FPhe

Arg

ala

val

Thr

Arg
1540

Lys
1555

Glu
15870

Ile
1585

Glu
1600

Arg
1615

Gln
1830

Phe
1645

Met
1660

Gly
1675

His
1690

Phe
1708

Phe
1720

Trp
1735

Thr
1750

Arg
1765

Cya

Ser

Glu

Thr

Trp

val

Glu

Leu

val

Trp

Glu

Gly

Pro

Ala

Ala

val

41

Gln Gly

Ala Arg

Gly Asp

Tyr Phe

Ala Gly

Pro Cys

Tyr Asn

Arg Asn

Gly Asn

Ile Leu

Lys Cys

Ile Met

Thr Ser

Tyr Thr

Gly Lys

Val Cys

Lys

Tyr

Phe

Ala

Cys

His

Gly

eu

Leu

Arg

His

Pro

Leu

His

Asp

Gln

His
1545

Cys
1560

1575

Leu
1590

Gin
1608

Tle
1620

Phe
1635

Pro
1650

Gly
1665

Gly
1680

Ile
1655

Arg
1710

Leu
1725

Gin
1740

Leu
1735

Sexr
1770

Arg

Ala

Ala

Met

Arg

Ser

Val

val

¢lu

Pro

Agn

Gly

Lys

Gly

Leu

Asn

Arg

Glu

Glu

Asp

Val

Phe

Gln

Leu

Glu

Ala

Ile

Thx

val

Gly

val

Asn

Phe

Cys

Ser

Gly

Gly

Gly

Tyr

&la

Ile

Val

Leu

Thr

Arg

Ile

cys

Arg



Leu

Pro

Ile

Gly

Asp

Ala

Glu

Ser

Ser

Ala

Gly

Ser

Thr

Gln

Leu

The
1775

Asp
1750

Ser
1805

Glu
1820

Leu
1835

Ser
1850

Glu
1865

Lys
1880

Met
1895

Gly
1810

Arg
1925

Glu
1949

Phe
1935

Gly
1970

¥ro
1985

Asp
2000

Asp

Gly

Gly

Phe

Lys

Ser

Ser

Asn

Ban

Lys

His

Ser

Asn

Ile

Glu

Glu

Ala

Ser

Thr

Asn

Gly

Lys

Axg

Arg

Thr

Lys

val

Leu

Thr

Leu

Tyxr

Thr

Ary

Lys

Leu

Arg

Pro

Ala

Gly

Thr

Arg

Tyr

Arg

Tyr

Arg

His

Glu

Cys

Gly

val

Lys

Val

Thr

hsp

Asp

Glu

val

Gln

Ile

Rla

Ala

Cys

TYE
1780

Tyr
1795

Ala
1810

Thr
182%

Gly
1840

Val
1855

Lys
1878

Leu
1885

FPhe
1800

Leu
1915

Leu
1830

™Y
1945

Gly
1960

Ser
1975

Ala
1990

Ala
2005

Gly

Val

Val

Ala

Trp

Gly

Ile

Thr

Lys

Pro

Val

Met

Asp

Tyx

Met

Thr

42

val

Leu

Val

Ser

Ser

Arg

Met

Glu

Gln

Lys

Leu

Arg

Met

Gly

Val

Pro

Lys

Asn

His

Gly

Gly

val

ser

Mat

Tle

aAla

Ile

Leuy

Lys

Tyr

Glu

Glu

Thxy

Pro

Leu

Thr

Leu

Lys

Gly

val

Thr

Val

Pro

Lys

Glu

Phe

TYyr

Gln

Asp
1785

Glu
1800

Gln
181S

Pro
1830

Pro
1845

val
1860

Iie
187%

Lys
1830

Leu
1905

Ile
192¢

Leu
1935

His
1950

Gly
1965

cys
1980

Ser
1985

Leu
2010

Ser

Ala

Lys

Ala

Ile

Gly

Gln

Lys

Ala

Glu

Arg

Pro

Asp

Gin

Tyr

Ala

Gly

Val

Thr

Fhe

Phe

Lys

Thr

Ile

Thr

Glu

Ala

Ser

Metb

Met

Ile

Ile

cys

aAsn

Gly

Phe

Glu

Asn

Val

Thr

Gly

ile

Ala

Ile

Ala

Pro

Phe

Iie



Gly

Thr

Pro

Leu

Asp

Met

Ser

val

Glu

Gly

Phe

Gln

Tyr

Asn

Lys
2013

Ala
2030

Ile
2045

Gly
2060

Glu
2075

Ala
2090

Gly
2105

Thy
2120

Ser
2135

Leu
2150

Ile
2165

Rla
21890

Tyr
2195

Asp
2210

Val
2225

Glu
2240

Ile

Thr

Glu

Ser

Met

Val

Tyr

Ser

Gly

Lys

val

Gln

Arg

Len

Thr

Glu

His

Pro

Glu

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

Val

Thr

Arg

Ser

Leu

Lys

Agp

Arg

Ala

Phe

Phe

Gly

Val

Tyx

Sex

Thr

Glu

Gly

Arg

Gin

Gln

Ser

Ser

Phe

Gly

Ile

Len

Asn

Ala

Ser

Pro

Lo

Lys

Leu

Gly

Glu

Ala

Phe

Leu

Ser
2020

Ser
2035

Ala
2050

Asp
2065

Met
2080

Lys
2055

Gly
2110

Tyr
2125

Pra
2140

Arg
2155

Lys
2170

Arg
2185

Thr
2200

Gln
22158

Arg
2230

Leu
22485

Glu

val

Pro

lle

Leu

Lys

Glu

val

Asp

val

Arg

Val

Ala

Arg

Glu

Ile

43

Ser

Thr

Glu

Ala

Val

Leu

Asp

Ile

Leu

Arg

Met

Gly

Thr

Tyr

Met

Thy

Ile

Thr

Vval

Gly

Phe

Lys

Pro

Val

Asp

Val

Ala

Arg

Gly

Gly

Asn

Gln

Aryg

Thr

Met

Leu

val

Ala

Ala

Ala

Thr

Ser

Val

val

Ser

Ile

Tyr

Leu

Val
2028

Gly
2040

Lys
2055

Lys
2070

Pro
2085

Lys
2100

Asn
2115

Thr
2130

val
2145

Ser
2160

Thr
2175

Lya
21390

Lys
2205

Glu
2220

Asp
2235

Glu
2256

Val

Gln

Gly

Ile

Thr

Gly

Leu

Asn

Ile

Lys

Val

Pro

Asp

Asp

Trp

Ile

Ala

Lys

Glu

Pro

Arg

Arg

Ala

Asp

Ile

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser

e

Met

His

Asp

Val

Asn

val

Ile

Thr

Pro

Glu

Arg

His

Ile

Leu

Asn



Asn

Met

Ser

Gly

Axg

ASDP

Pro

Val

Phe

Met

Thr

Thr

Ile

Val

Glu

Ser

Leu
2355

Ala
2270

Tyr
2285

Glu
2300

Lys
2315

Glu
233¢

Gly
2345

Thr
2360

Gly
2375

Ils
2390

Thr
2405

Glu
2420

Met
2435

Lys
2450

Asn
2465

Leuw
2480

Leu

Arg

Glu

val

Leu

Asp

Asn

Gly

Tyxr

Thr

His

Thr

Gly

Ser

Ala

Ile

1le

Thy

val

Thr

Gly

Leu

Gln

Leu

val

Leu

Glu

Ala

Gln

Glu

Glu

Ser

Asp

Gln

Asp

Glu

Ala

Gln

Ser

Gly

Ile

Gln

Leu

Ile

Ala

Ala

Asn

Glu

His

val

Thr

Asp

val

val

Ser

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Glu

Ala

Lys

Asp
2260

Pro
22758

Pro
2250

TYyr
2305

Val
2320

Asp
2335

Val
2350

Ala
2365

Gin
2380

Thr
2395

Ala
2410

Glu
2425

Azp
2440

Lys
2455

Lys
2470

Glu
2485

44

Leu Pro

Glu Pro

val Leu

Glu Asn

Pro val

Leu Leu

Glu Thr

Glu Asn

Ala Leu

Ile Glu

Pro Asn

Leu Ala

Tyr Ala

Ile Lys

Gly Tyr

Glu Ile

Ala

Ile

Phe

Tyr

VY

Gly

Gly

Ala

Ser

Asp

Ala

Ser

Ala

Thr

val

Ile

Ala

Gln

Pro

Ser

Ile

Leuw

Lys

Leu

Lys

Gln

Ile

Gly

Gly

Ala

Gln

Arg

Val
2265

Leu
2280

Lys
2285

phe
2310

Tyx
2325

Asp
2340

Ala
2355

Leu
2370

Ary
2385

Arg
2400

Lys
2415

Asp
2430

Gly
2445

Pro
2480

Lys
2475

Tyr
2480

Lys Asn

Ala Tyr

Ile Axg

Leuw Asn

Ala Thr

Trp Pro

Leu Lys

val Ala

His Val

Leu Glu

Thr Asp

Val Glu

Leu Glu

Leu Phe

Fhe Ile

Gly Leu

Ile

Asn

Asn

Ala

Glu

Asp

Gln

Leu

Pro

Asp

Gly

Lys

Phe

Lys

Asp



Gly

His

Gly

Lea

Ser

Tle

Agn

Rla

val

Arg

Ala

val

Ser

Pro

Thr
24985

Glu
2510

Gly
2528

val
2540

Glu
2585

sSar
2570

Leu
2583

Thr
2600

val
2615

Lys
2630

Met
2645

Met
2660

Sexr
28678

Phe
2680

Glu
2765

Gly Asn

2720

His

Thr

Glu

Val

Thx

Ala

Serxr

Ser

Ile

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Lys

Pro

Thr

Ala

Ser

Tyr

31n

Leu

Lys

Ala

Leu

Lys

Ile

Gly

Gln

Asp

Ile

Lau

Ala

FPhe

val

YT

Gln

Ala

Val

Leu

Ser

Ser

Leu

Val

Lys

Gln

Ile

Arg

Leu

Ala

Ser

val

Glu

Thr

val

Lys

Thr

Asp

Ser

Gly

Arg

Ala

Met

Leu

Tyr
250

Thx
2515

ASD
2530

Met
2545

Gly
2560

Tyr
2575

Glu
2590

Met
2605

Thr
2620

Gly
2635

Gln

2650

Ala
2665

Thr
2680

Ala
2695

Ala
2710

Ile
2725

Lys

Leu

Hig

Asn

Arg

Thr

Pro

Pha

1le

Leu

Asn

lle

Leu

Thr

Leu

Tyr

45

Ser

Vval

val

Lys

Arg

Ala

Thr

Leu

Pro

Ala

Leu

Asp

Phe

Hisg

Ile

Leu

Lys

Pro

Phe

Lys

Leu

Pro

Lys

Gly

Val

Ala

Met

Glu

Glu

Leu

Ala

Lys

Gln

Ser

Val

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Sar

His

Lys

Leu

Ala

YT

Ala
2505

Trp
2520

Ala
2535

Phe
2550

Ala
2565

2580

Tyr
2595

Arg
2610

Tyr
2625

Gly
2640

Val
2655

Asn
2870

val
2685

val
2700

Val
2718

Gly
2730

Arg

Leu

Ala

Pro

Sex

Asn

Leu

Len

Leu

Ile

Gly

Ala

Phe

Lys

Gln

val

Leu

Ala

Val

Gly

Leu

Tyr

Pro

Glu

Ser

Ser

Yle

Ile

Val

Glu

Thr

Gly

Phe

asp

Asp

Phe

His

Tyr

Sexr

Ile

Ala

Ser

Glu

Lys

Asn

Ile

Tyr



Lys

Met

Leu

Lys

Trp

Leu

Phe

Pro

Arg

val

Thr

Asp

Axg

Pro

Lys

Gly
273%

Ley
2750

Asp
2765

Asp
2780

Lys
2795

Thx
2810

Arg
2828

Lys
2840

Phe
2855

Val
2870

Ala
2885

Ala
2900

Lys
25915

Tyr
2930

Asn
294%

Asn
2960

Phe

Ser

Leu

Met

Pro

val

Asn

Leu

Thr

Lys

Lys

Trp

Thr

His

Thy

Glu

Thr

Gln

Ile

Val

Ser

Glu

Val

Cys

Lys

Leu

Ile

Glu

Gly

Arg

Val

Leu

Gly

Tyr

Leu

Asp

Thr

Gly

Arg

Tyr

Glu

Asp

Val

val

Ala

Gln

Lys

Tle

Lys

Gly

Gly

Glu

Arg

cly

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Glu

Gly

Leu

FPhe

Glu
2740

Met
2755

Ile
2770

Leu
2785

Trp
2800

Arg
2815

Cys
2830

Lys
2845

Arqg
2860

Asp
2875

Gln
2890

Ser
2905

His
2920

Fhe
2935

val
2950

Leu
2965

Leu

Phe

Arg

His

Ala

Ile

Pro

Leu

Pro

Asp

Val

Lys

Gly

Asn

Glu

Lys
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Ser

Glu

Asn

Lys

Pro

Arg

Thy

Gly

Asn

Glu

Gly

vVal

Gly

Arg

Met

Glu Arg Thr

Ala Phe

Leu Ser

Gln Ile

Ala Pro

Leu Pro

Gly Tyr

Lys Val

Arg Gly

Leu Arg

His Tyr

Lys Met

Ile Thr

Ala Tyr

Asp Cys

Lys Lys

2745

Gly
2760

Gly
2775

Asn
2750

Phe
2805

Thr
2820

Glu
2835

Glu
2B50

Pro
2865

Glu
2880

Tvr
2895

Leu
29210

Arg
2925

Leu
2540

Rla
2955

Gly
2570

Ala

Leuw

Asn

Arg

Ser

Asp

Mat

Glu

Val

Ile

Lys

Len

Leu

Gly

Thr

Cys

Gly Arg

Leu Gly

Tyr 1le

Gly Leu

Cys Asp

Asn Tyr

Lys Ala

Ser Gly

Asn Tyr

Lys Pro

Gly val

&la Thr

Ala Lys

Asp Glu

Ile Thr

Ala ¥he



Thy

Val

Val

Thr

Val

val

Val

Gln

Pro

Asp

Ser

Asn

Leu

Val

Leu

val

Tyx
2875

His
2990

Thr
3008

Tle
3020

Asp
3035

Gly
3050

Thr
3065

Asn
3080

Gly
3095

Ala
3110

Asn
3125

Asp
1140

val
3155

Asp
3170

Ser
3185

Arg
3260

Asp

Arg

Thr

Lys

Ile

Ile

Pro

Ser

Ile

Arg

Axg

Pro

Val

Phe

Leu

Asn

Lew

Asn

Trp

Pro

Asn

Thr

Val

val

Gln

Pro

Ala

Arg

Ala

Lys

Gly

Leu

Thr

Asn

Lew

val

Leu

Ile

Leu

Lys

Thr

Phe

Lys

Glu

Leu

Gly

Gin

Ile

Ile

Leu

Ala

Leu

Gln

Ile

Glu

Ile

Hig

Ile

Thr

Ile

Arg

Thr

Pra

Glu

Ser
2980

Glu
2885

Tyx
3010

Gly
3028

Fro
3040

Gly
3058

Lys
3076

Gly
3085

Thr
3100

Met
3115

Ala
3130

Arg
3145

Asp
3160

Phe
3175

Lys
3180

Gln
3205

Asn

Glu

Thr

Glu

Glu

Arg

Val

Leu

Leu

Ile

Arg

Asp

val

Leu

Pro

Lys

47

Leu

Lys

Phe

Arg

Val

Glu

Glu

Asp

Thr

Leu

Asn

Leu

Asp

Asp

Lys

Lys

Thy

Glu

Val

Val

Gln

Thr

Pro

Glu

Glu

Gly

Ile

Met

Pro

Arg

Gln

Asp

Arg

Ile

Asn

Ile

Val

Leu

Asp

Gly

Glu

Ser

Asn

Ala

Glu

Glu

Val

val

Leu
2985

Pro
o0

Glu
3015

Pro
3030

Asp
3045

Met
3060

Ala
31078

Asn
3080

Ile
3105

Arg
3120

Ley
31358

Ala
3150

Leu
3163

Ala
3180

Thr
318%

Glu
3210

Ile

Thr

Asp

Asp

Thr

Thr

Ser

Tyr

His

Asn

Tyr

Gly

Ser

Liex

Lys

Ile

Glu

Ala

val

Proc

Ser

Thr

Asp

Pro

Agn

Ser

Thr

Arg

Glu

Glu

Glu

Pro

Gly

vVal

Glu

Gly

Asn

Gly

Axg

Ile

Gly

Met

Met.

Ala

Ala

Asn



Trp

Asn

Gln

Glu

Glu

Ris

Leu

Lys

Glu

Glu

Leu

Leu

Gly

Ile

Arg

Phe
3215

Asp
3230

Ala
3245

val
3260

Lys
3275

Leu
3290

Met
33905

Gly
3320

1le
3335

Glu
3350

His
3365

Asn
3380

Asp
33985

Thy
3410

Val
3425

Asp
3440

Ala

Lys

Lys

Gly

Rla

Leu

Ala

Cys

His

Glu

Asn

Thr

arg

Ile

Ser

Tyx

Ala

Ser

Ser

Leu

Ser

Gly

Pro

Glu

Lys

Lys

Glu

Met

Arg Ala

Lys

Ile

Asp

Tyr

Leu

Axg

Asn

aArg

Ala

val

Tyr

Lys

Trp

Lys

Gly

Ser

Gln

Asp

Asp

Leu

Gly

Thr

Lys

Cys

Tyr

His

Giu

Lys

Ile

Met

Arg

Ser

Thr

Lys

Pro
322¢

val
3235

Ala
3250

Tyx
azes5

Gln
3280

Pro
3295

Gin
3310

Leu
3328

Ala
3340

Pro
3355

Leu
3370

Leg
3385

Lys
3400

ala
3415

Asp
3430

Ser
3448

val

Gly

Thr

Ala

Met

Pro

Leu

Gly

Tyr

Arg

Lys

Aszn

Axg

Gly

Thr

Glu

48

Phe Leu

Asp Val

Asp Gln

Met Lys

Ser Leu

Ala Thr

Ala Gln

Thr Ile

Leu Lys

Val Lys

Lys Ile

Pro Gly

Asn Ile

Ile Arg

Lys Thr

Asn Arg

Glu

Gly

Thr

Leu

Thr

Lys

Gly

Pro

Leu

Asp

Arg

Lys

Leu

Phe

Gln

Val
3228

Glu
3240

Axg
3355

Ser
3270

Pro
3285

Ser
3300

Asn
3315

Ala
3330

Lys
3345

Thr
33160

Phe
3378

Lau
3390
Asn

3405

Glu
3420

His
3435

Asn
3450

Ala

Leu

Ile

Ser

Leuy

ABN

Trp

Arg

Asp

Val

Gln

Ser

Hise

Lys

Glu

Pro

Leu

Lys

Ile

Trp

Phe

Lys

Glu

Arg

Phe

Ile

Gly

Glu

Gin

Leu

Ala

Glu

Lys

Asp

Lys

Phe

Glu

Gly

Pro

val

Ile

Aryg

Asn

Gln

Ile

Pro

Ile

Leu



Leu

Gly

Ile

val

ala

Ala

Pro

Trp

The

Ser

Asp

Gln

Ile

Glu

Thr

Asn
3455

Lys
3470

val
34B5

Gly
3500

Arg
3515

Ile
3530

Gly
3545

Glu
3560

Val
3575

Pro
3590

Phe
3805

Thr
3620

Lys
3635

Thr
3650

Val
3665

Ser
3580

Lys

His

Asn

Glu

Asp

Pro

Bsp

Ala

Lys

Leu

A&n

Gln

Tyx

Asp

Ala

Leu

Thr

Arg

Val

Leu

Lys

Leu

Lys

Gln

Phe

Glu

Val

Tyr

His

Ile

Gly

Leu

Tyr

Lys

Lew

Lys

Asn

Val

Thr

Gln

Asn

Pro

Thr

Tyr

Met

Arg

Asn

Glu

Gly

Gly

Asp

Ala

Glu

Val

Arg

Pro

Ile

Val

Ser

Lys

Thr

Asn

Ser

Ile
3460

Glu
3475

Ala
3430

Ser
3505

Gly
3520

Lys
35835

Glu
3550

Leu
3565

val
3580

Phe
3585

Ala
3810

Lys
3625

Lys
3840

Glu
31655

Gly
3670

Met
1685

Phe

val

Ala

Glu

Arg

Arg

Lys

Ala

Val

Asp

val

Asp

Glu

Val

Gin

Leu
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His

Thy

Gly

Lys

Lys

Asp

Arg

Ile

Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Pro

Arg

Asn

thr

Trp

Phe

Hig

Ile

¥al

Pro

Thr

Pro

val

Phe

Gln

Hig

Val

Gly

val

Ile

Glu

Leu

Leu

Lys

Ser

Arg

Lys

Gly

Arg

Asp

Leu

Lys

Ile

Ser

Leu

Ala
3465

Gln
3480

Glu
3495

Vval
3519

Tyr
3525

Asp
3540

val
3555

val
3570

3585

Lys
3600

Thy
3615

Ile
3630

Phe
3645

Thr
3660

Gly
3675

Thr
3690

Gln

Leu

Lys

Glu

Tyr

Asp

Ile

Met

Glu

Glu

Lys

Gly

Ile

Ala

Gln

Met

Pro

Glu

Lys

Gln

Glu

Trp

Glin

Fa'se

Gly

Trp

Ala

Glu

Asp

Asp

Pro

Mat

Thr

Ala

Asn

Leu

Thr

Gln

Tyr

Asn

Lys

Asp

TYP

Ile

Thr

Gly

Asp

Tyr



Gly

Val

Glu

Leu

Met

Ala

Leu

val

Arg

Pro

Ala

Thr

Leu

Phe
3698

Ala
3710

Lys
372%

His
3740

Lys
3758

Pro
3770

Gly
3785

Asp
3800

ala
3815

Axrg
3830

Ser
3845

Tyr
3860

Gly
3875

Gly
3890

val
3805

axg
3520

oys

Arg

Gly

Glu

val

val

Arg

Ser

Fhe

Ile

Lys

Lys

Fhe

Val

ala

Leu

Glu

Ile

Leu

Ala

Ala

Pro

Asp

Ser

Ser

Cys

His

Asp

Glu

Txp

Ile

ile

Ser

His

Gly

Gly

Val

Thr

Gly

Phe

Leu

Ala

Val

Lys

Thr

Gly

Ser

Thr

Val

Leu

Lys

Arg

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

Thr

Ile

Leu

Lys

Lys

Ser

Cly
3760

Cys
3715

Lys
3730

Bro
3745

Phe
3780

3775

Val
1790

Arg
3805

Ley
3820

Val
3835

Tyx
3850

Gly
3865

Ala
3880

His
k3:3:1

Glu
3910

Lys
3928

Val

Gly

Phe

Gln

Glu

Ser

Ile

Gly

Met

Leu

Tyr

Arg

Asn

Thr

Glu

Thr
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Pro

Asp

Ala

Lys

Asp

Asp

Leu

Thr

Tyr

Ser

Tyr

Asn

Leu

Ser

Gly

Gly

Tyr

Asp

Asn

Ile

Ile

Asgn

Ser

Thr

Ser

Gln

Lys

Leu

Asn

Lys

Asn

His

Lys

Gly

Lys

Thr

Glu

Thr

Lys

Ala

Gln

Gly

ser

Leu

Arg

Trp

Leu

Ser
3708

Phe
3720

Gly
3735

Glu
3750

Phe
3765

ser
3780

Met
3795

Tyr
3B10

Asn
3828

Pro
3840

Asp
3858

Glu
3870

Ser
3885

Ile
3500

Leu
isis

3830

Phe

Leu

Met

Gly

Cys

Ser

Ala

Glu

Pro

Glu

Pro

Leu

Leu

Ile

val

Ile

Asn

Ile

Gin

Glu

Ser

His

Thr

Lys

Leu

Thr

Ile

Lys

Ser

Gln

Lys

Pro

Arg

Thx

Ile

Lys

His

Met

Arg

Ala

Val

Bsp

Gly

Axg

Thr

Bsp

Pro

Asp
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Lys Gly Phe Thr Leu Gln Gly Lys His Tyr Glu Gln Leu Gln Leu
3935 3940 3945

Arxrg Thr Glu Thr Asn Pro Val Met Gly Val Gly Thr Glu Arg Tyr
3850 3955 3560

Lys Leu Gly Pro Ile Val Asn Leu Leu Leu Arg Arg Leu Lys Ile
3965 3370 3975

Leu Leu Met Thr Ala Val Gly Vval Ser Ser
3980 3985

<210> 6
<211> 3898
<212> PRT

<213> Virus da Diarreia Viral Bovina 1

<400> 6



Met

Pro

Phe

His

Lys

65

Ile

val

Glu

Thr
145

Glu

val

Gly

Lys

S0

Arg

Tyr

Tyx

Thr

His

130

Arg

Pro

Leu

Gly

Glu

38

Arg

Gly

Leuy

His

Thr

115

Ile

Ser

Leu

Ile

Val

20

Arg

Gly

Asp

Lys

Arg

100

Lys

Tyr

His

Trp

Thr

Glu

Gly

Glu

cys

Pro

85

Ala

Arg

Ile

Gln

val

Aszn

Glu

Ala

Arg

Arg

70

Gly

Pro

Ile

Cys

Arg

150

Thr

Glu

Pro

1le

Asn

55

Ser

Pro

Leu

Gly

Ile

135

val

Ser

Leu

Val

His

40

val

Gly

Leu

Glu

Arg
12¢

Asp

Leu

52

Leu Tyr
10

Tyr Asp
25

Pro Gin

Pro Thr

Asn Ser

Phe Tyr

90

Leu Phe
105

val Thr

Gly Cys

Axg Trp

Ser Asp

Lys

Gln

Ser

Ser

Lys

75

Gln

Glu

Gly

Ile

Val

158

Thr

Thr Tyr

Ala Gly

Thr Leu
45

Leu Ala
&0

Gly Pro

Asp Tyr

Glu Gly

Ser Asp
125

Thr val
140

His Asn

Lys Glu

Lys

Asn

30

Lys

Ser

val

Lys

Ser

110

Gly

Lys

Arg

Glu

Gln

15

Pre

Leu

Leu

Ser

Gly

95

Met

Lys

Ser

Leu

Gly

Lys

Leu

Pro

Pra

Gly

80

Pro

Cys

Leu

Ala

Asp

160

Ala



Thy

Lys

Asp

Gly

225

Asn

Txp

Ile

Ala

Glu

308

Leu

Thr

Asn

Ala

Arg

388

Ser

Ala

Lys

Ile

Ala

218

Lys

Lys

Ala

Thx

Met

250

Lys

Lys

Cys

Trp

Asn
370

Tyx

Pro

Gly

Lys

val

185

Thr

val

Pro

Ile

Gln

275

Phe

Ile

Thr

cys

355

Leu

Asp

Thr

val

Lys

i8a¢

Pro

Ile

Lys

Pro

Leu
260

Trp

Gln

Cys

1le

Arg

340

Asn

Thr

Arg

Pro

Leun

168

Gln

Lys

Val

Ser

Glu

245

Ala

Asn

Arg

Thr

Ris

325

Leu

Iie

Glu

Asp

Leu

408

Thx

Gln

Glu

val

Lys

23¢

Ser

val

Leu

Gly

Gly

310

Gly

Gln

Glu

Gly

Ser

320

Thr

Arg

Lys

Ser

hap

215

Asn

Arg

val

Gln

val

285

val

Met

Arg

Pre

Gln

178

Asp

Gly

Gly

Pro

Glu

200

Gly

Thx

Lys

Leu

Asp

280

Asgn

Pro

Met

His

Trp

360

Pro

Leu

Cys

Pro

53

Asp

185

Lys

vVal

Gln

Lys

Ile

268

Asn

Arg

Ser

Asp

Giu

345

Ile

Pro

Asn

Lys

Cys

170

Arg

asp

Lys

Asp

Leu

250

Glu

Gly

Ser

His

Ala
330

Trp

Leu

Arg

Val

Lys

410

Asn

Leu

ser

Tyr

Gly

235

Glu

val

Thr

Leu

Lau

318

Ser

Asn

Ile

Glu

Val

338

Gly

Phe

Glu

Lys

Glin

220

Ley

Lys

Thx

Glu

His

o0

Ala

Giu

Lys

Met

Cys

380

Thr

Lys

Glu

Lys

Thr

205

val

Tyr

Ala

Met

Gly

285

Gly

Thr

Lys

His

Asn

365

Ala

Gln

Asn

Tle

Gly

198

Lys

Lys

His

Leu

Gly

270

Iie

Ile

Rsp

Thr

Gly

350

Arg

Val

Ala

Phe

Ala

175

Arg

Pro

Lys

ABN

Leu

255

Glu

Gln

Trp

val

Asn
335

Trp

Thr

Thyr

Arg

Ser

415

Ala

Met

Pro

Lys

Lye

240

Ala

Asn

Arg

Pro

Glu
320

Tyr

Gln

oys

Asp

400

Phe

Sex



Asp

Ala

Gln

465

Leu

aAla

rhe

Ile

His

545

val

Leu

Lys

Pro

Trp
625

Gln

Trp

val

val

His

450

Gly

Gly

aAla

Thr

Gly

530

Glu

Leu

His

Thr

Gly

616

Trp

Val

Asn

Arg

Leu
438

VT

Thr

Lys

Ser

iys

515

Pro

Mel

Ser

Phe

Gln

595

Ser

Pro

val

Ala

Gly

420

Phe

Leu

Ala

Lys

Pxo

500

Asn

Gly

Gly

Asp

Sexr

580

Leu

Val

Tyr

Lys

Ala

660

Gin

Lys

Val

Lys

Leu
485

Tyr

Cys

Lys

Gly

Phe

565

Ile

Asn

Trp

Glu

Ile

645

Thr

Val

Glu

Asp

Leu

470

Glu

Cys

Thy

Fhe

His

330

Ala

Pro

Leu

Asn

Thr

638

val

Thr

Val

Hig

Gly

455

Thr

Asn

Asp

Pro

Asp

535

Leu

Pro

Gln

Thr

Leu

615

Ala

Len

Thx

Gln

Glu

440

Val

Thr

Lys

Val

Ala

529

The

Ser

Glu

Ser

Ile

600

Gly

Ala

Arg

Ala

Gly

425

Cys

Thr

Txp

Ser

Asp

505

Cys

Asn

Glu

Thr

His

585

=lu

Lys

Val

Ala

Phe

665

Ile

54

Thr

Asn

Leu

Lys

490

Arg

Leu

Ala

Val

Ala

570

Val

Leu

Ty

Leu

Leu

650

Len

Leu

Gly

Ser

Gly

475

Thr

Lys

Pro

Gilu

Leu

553

Ser

Asp

Thy

Val

Ala

635

Arg

Val

Txp

Val

Len

480

Lys

Trp

Ile

Lys

Asp

540

Leu

Ala

Ile

Thr

Cys

620

Phe

Asp

Cys

Leu

Phe

445

Glu

Gln

Phe

Gly

Asn

525

Gly

Leu

Met

Thr

Ala

605

Ila

Glu

Leu

Leu

Leu

4390

Gln

Ser

Leu

Gly

Tyr

510

Thr

Lys

Ser

TYr

Asp

520

Asp

Arg

Glu

Thr

Ile

670

Leu

Asp

Ala

Gly

Ala

495

Ile

Lys

Ile

Leu

Leu
575

Cys

Val

Pro

Val

Arg

655

Lys

Ile

Thr

Arg

Ile
480

TY¥Yr

Trp

Ile

Leu

Val

560

Ile

Asp

Ile

Asp

Gly

640

Ile

Met

Thy



Gly

Ala

705

val

Ile

Arg

Ser

Val

85

Lys

Ala

Met

Arg

Thr
865

val

val

&30

Lys

Trp

Ala

Glu

Val

70

Glu

Pro

Phe

Leu

Arg

850

Len

Val

Lys

Pro

&75

Gln

Asn

Lys

Trp

Thr

755

val

Met

Ile

Gin

Ala

835

Ser

Gly

Thx

Trp

Ile
915

Asp Asp

Gly

Asp

ASDP

Cys

740

Arg

Phe

Asp

val

Met

820

Asn

val

Glu

Gly

cys

500

Gly

Thr

His

AYg

Tyr

728

Lvs

Ty

Lys

Asp

Axg

84as

Val

Arg

Pro

ASp

Asp

885

Gly

Lys

Ser

Leu

Val

710

Seyr

Gly

Len

Lys

Asp

790

Gly

Cys

Asp

Phe

Leu

870

Gln

Tyxr

Cys

Cys

Asp

695

Gly

His

Gly

Ala

Leu

773

Phe

Lys

Thy

Prg

85%

Tyr

Ser

Lys

Arg

Asp

95

680

Cys Lys

Pro Leu

Glu Met

Lys Phe
745

Tle Leu
160

Phe dlu

Glu Phe

Phe Asn

Ile Gly
B82%

Leu Asp
B840

Tyr Arg

aAsp Cys

Arg Tyr

Phe Gln
905

Leu Asn
820

Arg Glu

Pro

Gly

Lys

7340

Thr

His

Gly

Gly

Thr

81¢

Thr

Gin

Ala

Thr

890

Lys

Asn

Gly

Glu
Ala

715

Leu

Tyr

Ser

Gin

Leu

7395

Thy

Thr

Ala

Gly

Leu

875

Gly

Ber

Glu

Val

Tyy

700

Glu

Glu

Leu

Arg

Lys

T80

Cys

Leu

Gly

Val

Cys

860

Gly

Gly

Glu

Thr

Ala

&85

Sex

Gly

Asp

Sexr

Ala

765

Gln

Pro

Leu

Thr

Val

845

Ile

Gly

Leu

Gly

Gly

925

Ile

Tyr

Lew

Thy

Ala

Thr

Met

- 735

Arg

750

Leu

Glu

Cys

Asn

¥al

230

Arg

Thr

Asn

Ile

Leu
910

Tyr

val

Fro

aAsp

Asp

Gly

815

Ser

Thr

Gln

Trp

Glu

895

Pro

arg

Pro

Ile

Thr
720

Val

5 Thr

Thr

Thr

Ala

800

Pro

Tyr

Lys

Thy

88¢

Ser

His

Leu

His



56

93¢0 238 g40

Gly Leu Val Lys Cys Lys Ile Gly Asp Thr Thr val Gln Val Ile Ala
945 950 955 &0

Thr Asp Thr Lys Leu Gly Pro Met Pro Cys Lys Pro His Glu Ile Ile
965 970 975

Ser Ser Glu Gly Pro Ile €lu Lys Thr Ala Cys Thr Phe Asn Tyr Thr
880 985 490

Arg Thr Leu Lys Asn Lys Tyr Phe Glu Pro Arg Asp Ser Tyr Phe Gln
995 1900 1003

Gln Tyr Met Leu Lys Gly Asp Tyr Gln Tyr Trp Phe Asp Leu Glu
1010 1015 1020

Val Thr Aasp His His Arg Asp Tyr Phe Ala Glu Ser Ile Leu Val
1025 1030 1035

Val Val Val Ala Leu Leu Gly €ly Arg Tyr Val Leu Trp Leu Leu
1040 1045 1050

Val Thr Tyr Met Val Leu Ser Glu Gln Lys Ala Ser Gly Ala Gln
1055 1060 1065

Tyr Gily Ala Gly Glu Val val Met Met Gly Asn Leu Leu Thr His
1070 1478 1080

Asp Asn Val Glu val Val Thr Tyr Phe FPhe Leu Leu Tyr Leu Leu
1085 149¢C 1085

Leu Arg Glu Glu Ser Val Lys ULys Trp Val Leu Leu Leu Tyr His
1100 1108 1110

Ile Leu Val Ala His Pro Leu Lys Ser Val Ile Val Ile Leu Leu
1115 11240 1125

Met Ile Gly Asp Val Val Lys Ala Asp Pro Gly Gly Gln Gly Tyr
1120 1135 1140

Leu Gly Gln Ile Asp Val Cys Phe Thr Met Val val 1Ile Ile Ile
1145 1180 1155

Ile Gly Leu Ile Ile ala Arg Arg Asp Pro Thr Ile Val Pro Leuw
1160 1165 1170

Ile Thr Ile Val Ala Ser Leu Axg Val Thr Gly Leu Thr Tyr Ser



Pro

Met

Gin

Leu

Asn

Thr

Gln

Phe

Leu

Lew

Asp

Leu

Tyr

Glu

ala

1175

Gly
1190

val
1205

Cys
1220

Ile
1235

Trp
1250

val
1265

Gly
1280

Leu
1285

Tyr
1310

Gly
1325

Glu
1340

Gln
1358

Ile
1370

Lew
1385

Glu
1400

Leu

val

Ser

Ile

His

Arg

Vval

val

Thy

Tyr

Gly

Ber

Lys

Ser

ser

Ile

Ile

Asp

Tyr

Leu

Lau

Pro

Thr

Pro

Leuw

Leu

Leu

Gly

Asn

Cys

val

Ser

Glu

Ala

Val

Ser

Gly

Leu

Met

Ile

Ile

Lys

Asp

Glu

Phe

val

Leu

Ala

Thr

Leu

Arg

Thr

Trp

Len

Leu

Thr

Gly

Ser

Ser

Phe

Gly

Asn

1180

Met
1195

Asp
1210

Val
1228

Ile
1240

Leu
1255

Lys
1270

Len
1285

Ila
1300

Ile
1315

Lys
1330

val
134S

Metbt
1360

Sar
1375

Met
1390

Thr
1405

Trp

Ala

Tyr

Ser

Glu

Ile

Ile

Leu

Leu

Lys

Axrg

Tyr

Leu

Lys

Tyr

Asn

Ser

57

val

Phe

Gly

Thr

Leu

Asp

Ile

Pre

Thr

val

Leu

Lew

Trp

Tyr

Met

Met

Ile
Arg
Val
Pro
Phe
Leu
Thr
Thr
Asp
Asp
Phe
Pre
Gln
Met
Ile

Glu

Thr

Tyx

Phe

Glu

Tyr

Ala

Thr

Tyr

Ile

sSer

Bro

Leu

Leu

His

Ser

Glu

1185

Ile
1200

Lys
1215

Leu
1230

Val
1245

Leu
1260

Gly
1278

Lewy
1299

Blu
1305

Glu
1320

Ile
1338

Ser
1350

val
1365

Tle
1380

Arg
1395

Arg
1410

Glu

Thr

Arg

Ile

Thr

Ile

Leu

Trp

Leu

Lys

Tyr

Arg

Arg

Lys

Ile

Glu

Ley

Arg

Ile

Ser

Leu

Ala

Val

Ser

Asp

Gln

Ala

Met

val

Val

Ser

Leu

Leu

Cys

Pro

Thr

Leu

Asp

Lys

Trp

Val

Lys

Thr

ala

Ile

Ala

Lys



Gly

Ile

Gly

Lys

Val

Gly

Phe

Phe

Thyr

Thr

Gly

Bro

Arg

Ser

1415

Leu
1430

Ile
1445

Glu
1460

Ala
1475

Cys
1450

Arg
1565

Glu
1520

Glu
1535

Ala
1550

Lys
1565

Asp
1580

Lys
1595

Lys
1610

Axy
1625

Gly
1640

Ser

Lys

Lys

Glu

Sexr

Glu

His

Glu

Gly

Arg

Val

Leu

Lys

Leu

Ala

Leu

Val

Lys

Hia

Glu

Thr

Gly

Gly

Arg

Pro

Gly

Lys

Glu

Ile

Ths

Pro

Glu

Asp

fhe

Lys

Val

Leu

Arg

Lys

His

Phe

Gin

Met

His

The

Ala

val

Thr

His

Tyr

val

Ty

Asn

Lys

Pro

Tyr

Arg

Leu

Leu

Leu

Glu

Phe

Arg

Gly

Val

1420

Leu
1435

Arg
1450

Gly
1465

Lys
1480

Trp
1495

Ile
1510

Lys
1525

Gin
154¢

Phe
15585

Met
15870

Gly
1585

His
1600

Phe
1615

phe
1830

Leu

Asn

Met

Asn

Lys

Thr

Arg

Glu

Leu

val

Trp

Glu

Gly

Pro

Ala

Ala

58

Sexr

Glu

Pro

Lys

Gly

Cys

Ile

Tyr

Arg

Gly

Ile

Arg

Ile

Thr

Gly

Gly

Thr

Lys

Ris

Gly

Gly

Phe

Asn

Asn

Asn

Leu

Cys

Met

Ser

Thy

Lys

Arg

Val

Tle

Cys

Thr

Mat

Ile

Gly

Leu

Leu

Arg

His

Pro

Leu

His

Asp

1425

Leu
1449Q

Ala
1455

Met
1470

Ile
148%

Cys
1560

Ser
1515

Axg
1530

Phe
1545

Pro
1560

Gly
1575

Gly
1580

Ile
1605

Arg
1620

Leu
1635

Gln
1650

Leu

Arg

Gly

Thr

Ile

Pro

Leu

¢lu

Ile

Ile

Glu

Pro

Asn

Gly

Lys

Gly

Leu

Asn

Trp

Ile

Cys

Lys

Ala

Gly

Gln

Lew

Glu

Ala

Ile

Thr

Yal

Gly

val

Leu

Tyr

Ile

Thr

cys

Asp

Asn

Tyxr

Ala

Val

Val

Leu

Thx

Arg

Ile

Cys



Asp

Leu

Pro

Ile

Gly

Asp

Glu

Ser

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Thr

Gln

1655

Ser
1670

Thr
1685

Asp
1700

Ser
1715

Glu
1730

Leu
1745

Ser
1760

Glu
1775

Lys
17940

Mel
1805

Gly
1820

Arg
1835

Glu
1850

Phe
1865

Gly
1880

Pro

Met

Asp

Gly

Gly

Phe

Lys

Ser

Ser

ABR

Asn

Lys

His

Ser

Asn

Ile

Lys

Gly

Glu

Ala

Ser

Thr

asn

Gly

Lys

Thr

Thr

Lys

val

Leu

Thy

Leu

Arg

Thr

Arg

Lys

Leu

Arg

Pro

Ala

Gly

Thr

Arg

Tyr

Arg

Arg

Thr

Glu

Cys

Gly

Val

Lys

Val

Thr

Rep

Asp

Glu

val

Gln

Ile

Ala

Ala

1660

Arg
1675

Tyx
1690

Tyxr
1705

Ala
1720

Thr
1738

Gly
1750

Val
1765

Lys
1786

Leu
1788

Phe
iglo

Leu
182%

Leu
1840

Tyyr
1855

Gly
1879

Ser
1885

Ala

val

Gly

val

Val

Ala

TYP

Gly

Tle

Thr

Lys

Pro

val

Met

Asp

Tyr

Met

59

Val

val

Leu

val

Ber

Ser

Arg

Met

Glu

Gln

Lys

Leu

Arg

Met

Gly

Val

cys

Lys

Asn

His

Gly

Gly

Val

Ser

Met

Ile

Ala

Ile

Leu

Lys

Tyr

Glu

Gln

Thr

Pro

Leu

Thy

Leu

Lys

Gly

val

Thr

val

Pro

Lys

Glu

phe

Tyr

1665

Ser
168¢

Asp
1695

Glu
17190

Gln
1725

Pro
1740

Pro
1755

Val
1770

Ile
1785

Lys
1800

Leu
1815

Iie
1830

Leu
1845

Hig
1860

Gly
1875

Cys
1890

Ser

Asn

Ser

Ala

Lys

Ala

Ile

Gly

Gln

Lys

Ala

Glu

Arg

Pro

ABp

Gln

Asn

Gly

Val

Thr

Fhe

Phe

Lys

Thr

Ile

Thr

Glu

Ala

Ser

Met

Met

Ile

Lys

cys

Asn

Gly

Phe

Glu

Asn

val

Thr

Gly

Ile

Ala

Tle

Ala

Pro

FPhe



Len

Gly

Thr

Pro

Leu

Asp

Met

Ser

Val

Glu

Gly

Phe

Gln

18395

Asp
1910

Lys
1825

Ala
1940

Ile
19585

Gly
1870

Glu
1985

Ala
2000

Gly
2015

Thr
2036

Ser
2045

Leu
2060

Ile
2075

Ala
2080

Tyr
2105

ASp
2120

Val

Glu

Ile

Thx

Glu

Ser

Met

val

Tyrx

Ser

Gly

Lys

val

Gln

Arg

Leu

Thr

Tyr

His

Pro

Glu

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

val

cys

Thr

Arg

Ser

Leu

Lys

His

Arg

Ala

Phe

Phe

Gly

Val

Tyr

Ser

Thr

Glu

Gly

Arg

Gln

Gln

Ser

Cys

Fhe

Gly

Ile

Leu

Asn

Ala

Ser

Pro

Leu

Lys

Leu

Gly

Glu

Ala

Phe

1900

Ala
1915

Ser
1930

Sex
1945

Ala
1960

Asp
1975

Met
1996

Lys
2005

Gly
2020

TYY
2035

Bro
2050

Axrg
2065

Lys
2080

Arg
2085

Thr
2110

Gin
2125

Arg

Thr

Glu

val

Pro

Ile

Leu

Lys

Glu

Val

Asp

val

Axg

Val

Ala

Arg

Glu

60

Pro

Ser

Thr

Gla

Ala

Val

Leu

Agp

Ile

Lew

Arg

Met

Gly

Thr

Tyr

Met

Glu Gln

Ile Arg

Thr Thr

Val Met

Gly Leu

Phe Val

Lys Ala

Pro Ala

Val Ala

Asp Thr

val Ser

Ala Val

Arg Val

3Gly Ser

Gly Ile

Asn Tyr

1805

Leu
1928

Val
1935

Gly
1850

Glu
1865

Lys
1380

Pro
19893

Lys
2010

Asn
2025

Thy
2040

Val
2055

Sex
2070

Thr
2085

Lys
2100

Lys
2115

Glu
2130

Asp

Ala

val

Gln

Gly

Ile

Thr

Gly

Leu

Asn

Yal

Lys

val

Pro

Asp

Asp

Ile

Ala

Lys

Glu

Pro

Arg

Tyr

Arg

Ala

Asp

Ile

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ile

Met

His

Asp

val

Asn

Asn

Val

Ile

Thr

Pro

Glu

Arg

His

Ile

Leu



Ty

Asn

Met

Ser

Gly

Arg

Asp

Pro

Val

Phe

Met

Thr

Thr

Tle

Val

Glu

2135

Glu
2150

Leu
2165

Ala
2180

Ty
2195

Glu
2210

Lys
2225

Glu
2240

Gly
2255

Ala
2270

Gly
2285

1le
2300

Thr
2315

Glu
2330

Met
2345

Lys
2360

Asn

Glu

Leu

Arg

Glu

val

Leu

Asp

Asn

Gly

Tyr

Thr

His

Thr

Gly

Ser

Val

Asp

1le

Thr

Val

Thr

Gly

Leu

Gln

Leu

Val

Asp

Leu

Glu

Ala

Gln

Glu

Ser

Ser

Rsp

Gln

Asp

Gla

Ala

Glin

Ser

Gly

Ile

Gin

Lew

Ile

Ala

Ala

Ley

Glu

His

Val

Thr

Asp

val

val

Ser

Tyr

Tyr

Lys

Ser

Glu

Ala

2140

Leu
2185

Asp
2170

Pro
2185

Pro
2200

Tyr
2215

Val
2230

Asp
2245

val
226C

Ala
2275

Gln
2290

Thr
2305

Ala
232¢

Glu
2338

hsp
23150

Lys
2385

hArg

Ile

Leu

Glu

Val

Giu

Pro

Lew

Glu

Glu

Ala

Ile

Fro

Leu

Tyx

Ile

Gly

6l

Thr

Pro

Pro

Leu

Asn

val

Leu

Thr

Asn

Ley

Glu

Asn

Ala

Ala

Lys

TYY

Gln Leu

Ala Ala

Ile Gln

Phe Pro

Tyxr Ser

Tyr Ile

Gly Leu

Gly Lys

Ala Leu

Ser Lys

Asp Gin

Ala Ile

Ser Gly

Ala Gly

Thr Ala

Val Gln

2145

Glu
2160

Val
2178

Leu
2130

Lys
2205

Phe
2220

Tyr
2235

Asp
2250

Ala
2265

Leu
2280

Arg
2235

2310

Lys
2328

Asp
2340

Gly
2388

Pro
2370

Lys

Ile

Lys

Ala

Ile

Leu

Ala

Trp

Leu

Val

His

Leu

Thr

val

Leu

Leu

Leu

Leu

Asn

Tyr

Arg

Asn

Thr

Pre

Lys

Ala

Val

Glu

Glu

Glu

Asp

Phe

Ile

Asn

Ile

Asn

Asn

Ala

Glu

Asp

Gln

Leu

Pro

Gly

Lys

Phe

Lys

Asp



Ser

Gly

His

Gly

Len

Thr

Ile

Asn

Ala

val

Arg

Ala

val

Ser

Asn

Pro

2375

Leu
2390

2405

Glu
2420

Gly
2435

Val
2450

Gly
2465

Ser
2480

Leu
2495

Thr
2310

Val
2528

Lys
2540

Met
2555

Met
2570

Ser
258%

Phe
2600

Glu

Ile

Hie

Thr

Glu

Val

Thy

Ala

Ser

Ser

Ile

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Lys

Glu

Thr

Ala

Thr

Gln

Leu

Lys

Ala

Leu

Lys

Ile

Gly

Gln

Asp

Ile

Asp

Ala

Phe

Val

Gin

Ala

Val

Leu

Sex

Sex

Leu

Val

Lys

Gln

Ile

Lys

Leuw

Ala

Ser

Val

Glu

Thr

val

Lys

Thr

Asp

Ser

Gly

Arg

Ala

Met

2380

Agp
2395

Tve
2410

Thr
2425

Asp
2440

Met
2455

Gly
2470

2485

Glu
25G0

Met
2515

Thr
2830

Gly
2545

Gln
2560

Ala
2575

Thr
2590

Ala
2605

Ala

val

Lys

Leu

His

Asn

Arg

Thr

Pro

Phe

Ile

Leu

Asn

Ile

Leu

Thr

Leu
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Ile

Ser

Val

Ile

Lys

Axg

Ala

Thr

TYE

Leu

Pro

Ala

Leu

Asp

Phe

Ile

Ile

Leu

Arg

Pro

Phe

Lys

Ley

Pro

Lys

Gly

val

Ala

Met

Glu

Gla

Arg

Ala

Lys

Glin

Ser

Val

Thr

Ala

Thr

Thr

Thr

Sar

Hig

Lys

Leu

Ala

2383

Tyr
2400

Ala
2415

Trp
2430

Ala
2445

rhe
2460

Ala
2475

2490

Tyr
2508

Arg
2520

Tyx
3535

Gly
2580

Val
2565

Asn
2580

val
2595

Val
2610

Val

Gly

Arg

Leu

Ala

Pre

Ser

Asn

Leu

Leu

Leu

Ile

Gly

Ala

Phe

Lys

Gin

Leu

L

Ala

Val

Gly

Leu

Tyr

Pro

Glu

Ser

Sexr

Ile

Ile

val

Glu

Thr

Trp

Gly

Phe

Asp

Asp

Phe

Asn

Tyr

Serx

Ile

Ala

Sex

Glu

Lys

Asn

Ile



Gly

Lys

Asn

Met

Lys

Trp

Len

Leu

Pro

val

Thr

Asp

Axg

Pro

2615

Asn
28630

Gly
264%

L
2660

Asp
2675

Asp
26530

Lys
2705

Thr
27206

Arg
2738

Lys
2750

Phe
2765

Val
2780

Ala
279%

Ala
2810

Lys
2825

Tyr
2840

Asn

Pro

Trp

Phe

Ser

Lau

Ile

Pro

val

Asn

Leu

Thr

Lys

Arg

Trp

Thr

Hig

Lee Arg

Glu Ala

Thr Leu

Glu Gly

Ile His

Val Leu

Ser Asp

Glu Thr

Val Ser

Cys Arg

Lys Tyr

Leu Glu

Ile Asp

Glu val

Gly Val

Arg Asp

Leu

Lys

lle

Lys

Gly

Gly

Glu

Lys

Gly

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Glu

Gly

Lau

262¢

Ile
2635

Glu
2650

Met
2665

Ile
2680

Leu
2695

2710

Arg
3728

Cys
2740

Lys
2755

Arg
2770

Asp
2785

Gln
2800

Seyr
2815

+

His
2830

Phe
2845

val

Tyr

Leu

Phe

His

Ala

Ile

Pro

Leu

Pro

Asp

val

Lys

Gly

Arg

Glu
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His Leu

Ser Glu

Glu Ala

Asn Leu

Lys Gln

Pro Ala

Arg Leu

Cys Gly

Thr Lys

Gly Arg

Asn Leu

Glu His

Gly Lys

Thr Leu

Gly Ala

Arg Asp

Tyr

Arg

Phe

Ser

Ile

Pro

Pro

Tyr

val

Gly

Arg

Thr

Thr

Tyr

cys

2625

Gly
2640

Thr
2655

Glu
2670

Gly
2685

Asn
2700

Phe
2715

Thr
2730

Glu
2748

Glu
2760

Pro
2775

Glu
2790

- TYT

2805

Leu
2820

Arg
2835

Leu
2850

Ala

Val

Ala

Leu

Asn

Arg

Ser

Asp

Met

Glu

Val

Ile

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

Tyr

Gly

Ley

Tyr

Gly

Cys

Ser

Lys

Ser

Asn

Arg

Gly

Ala

Thr

Asp

Ile

Tyr

Arg

Gly

Ile

Leu

Agp

Ala

Gly

Prc

Val

Thr

Lys

Glu

Thr



Lys

Thy

Val

Val

Thy

Val

Val

val

Gln

Pro

asp

Ser

Asn

Ley

Val

Leu

2855

Asn
2870

Tyr
2885

His
2900

‘Thr
2915

Ile
2930

Asp
2345

Gly
2880

Thr
2975

Ser
2990

Gly
3005

Ala
3020

Asn
3035

Asp
305¢

val
10868

Asp
3080

Ser

Thr

ABD

AXg

Thy

Lys

Ile

Ile

Pro

Ser

val

Arg

Arg

Pro

val

Phe

Leuw

val

Leu

Asn

Trp

Pro

Asn

Thy

val

Val

Gln

Pro

Ala

RArg

Ala

Lys

Gly

Gln

Thr

Asn

Leu

val

Leu

Ile

Met

Lys

Thr

fhe

Lys

Glu

Leu

Gly

Gln

Phe

Tle

Leu

Ala

Leu

Gln

Ile

Glu

Ile

His

Ile

Thr

Ile

Arg

Thr

Pro

2880

Leu
2875

Ser
2890

Glu
290%

Tyr
2920

Gly
2915

Pro
2950

Gly
2965

Lys
2980

Gly
2995

Thr
3910

Met
3025

Ala
3040

Arg
3055

Rep
3070

fhe
3085

Lys

Lys

Asn

Glu

Thr

Glu

Glu

Lys

Val

Leu

Leu

Val

Arg

Asp

Ile

Leu

Pro
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Met

Leu

Lys

Phe

Arg

val

Glu

Glu

Asp

Val

Leu

Asn

Leu

Rsp

Asp

Lys

Thr

Glu

val

Val

Gln

Ala

Pro

Glu

Glu

Gly

Ile

Met

Pro

Arg

Lys Gln

Lys

Arg

Ile

Asn

Ile

Val

Val

Asp

Gly

Glu

Ser

Asn

Ala

Asp

Glu

Val

2865

Gly
2880

Leu
289%

Pro
2910

Glu
292%

Pro
2940

Asp
29535

Met
2970

Thr
2988

Agn
3000

1le
3015

Lys
3030

Leu
3045

Glu
3060

Leu
3075

Ala
1050

Thr

Cys ala

Ile Glu

Thr Ala

Asp val

Asp Pro

Thr Ser

Thr Thr

Asp Asn

Tyr Pro

His Asn

sexr Ser

Tyr Thr

Gly Arg

Ser Glu

Leu Glu

Lys ala

Phe

Leu

Gly

Val

Glu

Gly

Asn

Gly

Lys

Met

Gly

Ile

Leu

Ala

Ala



Tle

Trp

Lys

Gln

Glu

Ley

Glu

His

Len

Lys

Glu

Glu

Leu

Leu

Ser

Ile

3095

Arg
3110

Phe
3128

Asp
3140

Ala
3155

Val
3170

Gln
3185

Leu
3200

Mat
3215

Gly
3230

Metl
3245

Glu
3260

His
3275

Asn
3290

Asp
3305

Thr
3320

Val

Asp

Thr

Lys

Lys

Gly

Ala

Leu

Ala

Cys

His

Glu

Asn

Thr

Arg

Val

Arg

Leu

Ser

Tyr

Ala

Sexr

Ser

Len

Ser

Gly

Pro

Glu

Lys

Lys

Glu

Met

Ala

Leu

Asp

His

Leu

Arg

Ser

Arg

Ala

Val

Tyr

Lys

Trp

Lys

Gly

sexr

Gin

Lys

Asp

Leu

Gly

Thr

Lys

Cys

Tyr

Glu

Lys

Ile

Met

His

Ser

The

3100

Glu
3115

Pro
3130

Ile
114%

Ala
3160

Tyx
3178

Gln
31%0

Pro
3305

Gin
3226

Leu
3235

Ala
3250

Pro
3265

Leu
3280

Leu
3295

Lys
3310

Ala
3325

Asp

Glu

Val

Gly

Thr

Thy

Mat

Pro

Len

Gly

Tyr

Arg

Lys

Asn

Arg

Gly

Thr
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Arg

Fhe

Asp

Asp

Met

ser

Ala

Ala

Thr

Leu

Ile

Lys

Pro

Asn

Ile

Lys

Gln

Leu

val

Gln

Lys

Leu

Thr

Gln

val

Lys

Arg

Ile

Gly

Ile

Arg

Ser

val

Asp

Val

Thr

Leu

Thx

Lys

Gly

Pro

Leu

Asp

Lys

Lys

Tyr

Len

Phe

3105

Glu
3120

Ile
3135

Glu
3150

Arg
3165

Ser
318¢

Pro
3195

Ser
3210

Asn
3225

Ala
3240

Lys
1258

Thr
3270

Phe
3285

Leu
3300

Asn
1318

Glu
3330

His

Ile

Ala

Val

Tie

Serx

Leu

Asn

Trp

Arg

Asp

Val

Gln

Ser

Asn

Lys

Glu

Pro

Met

Lys

val

Trp

Phe

Lys

Giu

Axg

Leu

Ile

Gly

Glu

Gln

Leu

Asp

Lys

Asp

Lys

Phe

Glu

Gly

Pro

Val

val

Arg

Asn

Gin

Ile

Pro

ile



Arg

His

Leu

Gly

Ile

Val

Ala

Ala

Pro

Trp

Thr

Leu

Asp

Gln

Ile

Glu

3335

Asp
335¢

Asn
31365

Lys
3389

Ile
3335

Gly
3410

Arg
3425

Ile
34490

Gly
3455

Glu
3470

Val
3485

Pro
3500

Phe
351%

Thr
3530

Lys
3545

Thr
3560

val

Lys

Lys

His

Asn

Glu

Asp

Pro

Asp

Ala

Lys

Leu

Asn

Gln

Tyr

Asp

Ty

Ile

Leu

Thr

Arg

val

Leu

Lys

Lau

Lys

Gln

Phe

Glu

val

Tyr

His

Ile

asp Lys

Leu Glu

Tyr Gly

Lys Gly

Leu Asp

Lys Ala

Asn Glu

Val Asp

Thr Axrg

Gln Pro

Agn Ile

Pro Val

Thr Ser

Tyr Rrg

Met Val

Arg Asn

3340

Asn
3355

Ile
3370

Glu
3388

Ala
3409

Ser
3415

Gly
3430

Lys
3445

Glu
3460

Leu
3475

Val
3490

Pha
3505

Ala
3520

Arg
35835

Lys
3550

Glu
356%

Gly

Glu

Phe

val

Ala

Glu

Arg

Arg

Lys

Ala

Val

Asn

val

Asp

Glu

Val

Gln
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Asn

His

Thr

Gly

Lys

Lys

Asp

Lys

Ile

Ile

Lys

Ser

Leu

Trp

Pro

Arg

Arg

Thx

Trp

bhe

Hia

ile

Val

Pro

Thr

Pro

Val

Phe

His

His

val

Gly

Gln

Ile

Glu

Leu

Leu

Ser

Arg

Lys

Gly

Arg

Asp

Leu

Lys

Tle

Ser

3345

Asn
3360

Ala
3375

Gln
3350

Glu
3405

Val
34290

Tyr
3435

Asp
3450

Val
34865

Val
3480

Tyr
3495

Lys
3510

Thr
3525

Ile
3540

Phe
3555

Thyr
3570

Gly

Pro

Asp

Leu

Lys

Glu

Tyr

Asp

Ile

Met

Glu

Glu

Lys

Gly

ile

Ala

Gln

Glu

Pro

Glu

Lys

Gln

Glu

Trp

Gin

Gly

Trp

Ala

Glu

Asp

Asp

Pro

Leu

Ser

Ala

Asn

Leu

Thr

Gln

Tyr

Asn

Lys

Asp

Trp

Ile

Thr

Gly

Atp



Thr

val

Glu

Leu

Mat

Thr

Ala

Leu

Val

Arg

Pro

Ala

Thr

Leu

3375

Ser
35490

Phe
3605

Ala
3620

Lys
3635

Hig
3650

Lys
3665

Pro
3680

Gly
36495

Asp
3710

Ala
3728

Ary
3740

Ser
3755

Tyr
3770

Gly
3785

Gly
3800

Val

Ala

cys

Lys

Gly

Glu

Val

Val

Axg

ser

Phe

Ile

Thr

Lys

Phe

Ile

Ala

Gly

Glu

Ile

Leu

Ala

Ala

Pro

Asp

Ser

Ser

Cys

Gin

Asp

Glu

Trp

Ile

AsD

Sex

Hig

Gly

Gly

Tyr

val

Thr

Gly

Phe

Leu

Thr

Val

Lys

Thr

Gly

Ser

Thr

Val

Leu

Lys

Lys

Arg

Ala

Glu

Leu

Leu

Thr

Ile

Leu

Lys

Lys

3580

Met
3585

Gly
3610

Cys
3625

Lys
3640

Pro
1635

Phe
3670

3685

Val
3700

Arg
3715

Leu
373¢

Val
3745

TyT
3760

Gly
3775

Ala
3790

His
3a0s

Glu

Leu

Val

Gly

fhe

Gin

Glu

Sex

Ile

Gly

Met

Leu

Tyxr

Arg

Asn

Thy

Glu

67

Asn Val

Pro Tyr

Asp Asp

Ser Asn

Lys Leu

Asp Ile

Asp Asn

Leu Ser

Thr Thr

Tyr Ser

Ser Gin

Tyr Lys

Asn Leu

Leu Asn

Ser Lys

Gly Asn

Leu

Lys

Gly

Lys

Thr

Glu

Thr

Lys

Trp

Arg

Gly

Ser

Leu

Arg

3585

Thr
3s040

Sexr
3618

Phe
3830

Gly
3645

Glu
3660

Phe
3675

Ser
3690

Met
17108

Tyr
37290

Asn
3735

Pro
3750

Asp
3765

Glu
3780

Sex
3795

Ile
3810

Leu

Met

Phe

Leu

Met

Gly

Cys

Sex

ala

Glu

Pro

Glu

£ro

Leu

Lew

Ile

Val

Ile

Asn

1le

Gln

Glu

Ser

Thyr

Lys

Leu

Thr

ile

Lys

Sex

Gln

Asn

Ty¥

Arg

Thr

Ile

Lys

His

Met,

Arg

Ala

val

Ala

Gly

Arg

Thr

Asp

Ala



3815

Asp Arg Leu Ile Ser Ser
3830

Lys Gly Phe Thr Leu Gln
3845

Gly Ala Glu Thr Asn Pro
3860

Lys Leu Q@ly Pro Ile Val
3875

Leu Leu Met Ala Ala Val
3890
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cgtccacaga tggtttggtg

aaaagctagt accctaagta
agaatggaac ggagccaact
aatgacactc gcagactttg
ccaagaagca atgaatacga
aacggaccgg
tgaggaaggt

gctgatggat

gaacctaaga
gacttttggg
ggaaaggtgt
ctceceagat acccacagag
cagtgggcgg cagagagcta

ccggatcttt caagtaccce

atacatagcc

<210> 4
<211> 12573
<212> ADN

aggaggaaat
aaaacaggca
gcccaaagtg
aggagaaaca
tgatgtgcag
gtgccagata
cagagtcaag
atgatatcac
teecttgtea
ctccagatge

caggccagat
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atatggggca
ctgcataatc
tggaagacaa
ttacaaaaag
ccgatgccag
ctgtgctgag
catgttgggc
agagtgggct
catcteattt
cecectectget

gtccagggaa

cceaaggtga
tgcacgatct
ggaaagccca
atatttataa
ggaaagcata
tygtaataggce
ctcaaaatca
ggatgccage
ggttcacgga
gaccttcagg

gagtataagg

tcaccatcat
gtgaagggaa
taacatgtgg
gagaaggacg
ggaggtrrga
tgcatcetge
cctactttge
gtgtgggaat
tgccaggeac
atttcttgag
gttacgtcca
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gtatacgaga
gcetagggaa
gactagcata
gtacagggta
acgagggcat
ttaaccgact
taaaaatcte
atacaaacaa
atttygtgaa
ggaacgcgat
taatagcaga
ctataaaggt
tgaaacgact
tgtgtgtata
caggtgggtc
agaagaggga
gaaaatagtg
agtggtggaa
tcaggacgge
agcattgttg
cataacacag
aaggggtotg
ttcccatcta
gaagaccaac
caactggtac
tgagggacaa
asacgtggta
gaacttctcc

tgatgtatta

tgttgacggy

attagaaaag
caaatcccte
atgaggaggg
gtcgtcagty
gcecaaagea
gttacgaata
tgctgtacat
aaacccegeg
agyggaycag
gttccaacca
ggacctgtga
cecegtetate
aaacggatag
gatggatgta
cataataggc
gcaacaaaaa
cccaaagaat
ggagtcaaat
ttgtaccata
gcgtgggecaa
tggaacctac
aatagaagtt
gceaccgata
tacacgtgtt
aatattgaac
ccaccaagygy
acacaagcta
tttgcaggca
ttcaaagaac

ttgaccaact

gcactcgtat
Tcagegaagy
tagcaacagt
gttcgacgee
catcttaacc
cagectgata
ggcacatgga
gggtggagga
tecaceotca
acttggeatc
gcgggatcta
acagggeccc
ggagagtaac
taataataaa
ttgactgeee
agaaaacaca
ctgaaaaaga
accaggtgag
acasaaacaa
Taatagctat
aagataatgg
tacatggaat
tagaactaaa
gcagactica
cctggattet
agtgcgcagt
gagatagece
tattgatgeg
atgaacgecat

ccttagaagg
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acgtattygg
ccgaaaagag
ggtgagticg
ttggaataaa
1gagcgaggy
gugtgctgea
gttgatcaca
acctgtttat
atcgacgceta
cttaccaaaa
cctgaageca
gctggagete
tggaagtgac
aagtgccacg
tctatgggte
gaaaccegac
cagcaaaact
gaagaagygga
acctcaggaa
agrittgrre
gacggaaggg
ctggecagag
aacaattcat
acgecatgag
agtcatgaat
cacttgtagy
cacaccctta
gggeeeetge
tagtatgttc

tgccagacaa

caattaaaaa
gctagecatg
ttggatgget
ggtctcgaga
tegeccagyt
gaggeecact
aatgaacttt
gatcaggeag
aagctcecac
agaggtgact
gggccactat
tttgaggagy
ggaaagetgt
agaagttacc
acaacttgct
agactagaaa
aaaccteegy
aaaaccaaga
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caagttacaa
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aaaatctgta
ggtatgatgg
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tatgataggg
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gtattgctac
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acaagagaygyg
gcaggtegag
tttaccagga
gatccatgty
accacattta
aaagggtgtt
cagacacgaa
gggggaaaat
atgctacaat
gtaaaaacac
aactggaaaa
tgggagaaaa
caatgtteca
ctggegtecc
atgcaagtga
atggttggtg
ccaatcteac
ctagtgactt
agaaaggaaa
tagctgcaag
ctetttacct

aactgacaac

60
120
180
240
300
360
420
430
540
660
660
720
780
840
900
960

1029
1080
1140
1260
1260
1320
1380
1449
15300
1560
1620
1680
1740
1800



ctggttagge
gtttygagca
gtatacaaaa
gaaattigge
ggaggtacta
aatgtaccta
taagacccag
ctggaatcta
agtgttggca
trtaacacge
agtcagggge
gcacttggat
actggggget
agacacaatg
gagagaaace
£aaaaaactc
atttggactc
gctgaacgga
tacgtcattc
accatteect
ctgcatcett
ctetattgaa
ctacceeatt
ctettgcaat
aaaaacaact
atatgaaatc
taagacatta
aaaaggagag
cgetgagtee
actggttaca
ggaagtggtg
cttgctgetg
ceacatctta

tgtggtaaay

aagcageteg
tacgetgett
aattgcacce
accaatgeag
ctactttett
atcctacatt
ttgaacctea
ggcaaatatg
tttgaagagg
atttggaacg
cagatggtac
tgcaaacctg
gaaggcctta
gtcattgett
agatatctcyg
tttgatggge
tgeecatgtg
ccggectee
aatatggaca
cataggcaag
ggaggaaatt
tcttgeaagt
ggcaagtota
agagaaqgtg
gtacaggtca
atatcaagtg
aaaaataagt
tatcaatact
atattagtgg
tacatggtct
atgatgggca
tacetactge
gtggtacace

gecgattcag

ggatactagg
ceecttacty
ctgectgett
aggacggcaa
tagtggtgct
tttecatece
cagtggaget
tatgtataag
tgagccaggt
ctgcaacaac
agggcattct
aattctcgta
cecaccacttg
ggtgcgaaga
caatcttgea
gaaagcaaga
atgecaaace
agatggtatg
ccttagecac
getgtatcac
ggacttgtgt
ggtgtggeta
aattggagaa
tggccatagt
tagctatgga
aggggcctgt
attttgagee
ggtttgacct
tggtagtage
tatcagaaca
acttgctaac
tgagggagga
caatcaaate

gaggeeaaga

73

azaaaagttg
tgatgtegat
acccaagaac
gatattacat
gtcegacttc
acaaagtcac
gacaacaget
accaaattgg
ggtgaagtta
tactgetitt
gtggctacta
tgccatagea
gaaggaatac
tgggaagtta
TECARGAGEC
ggatgtagtc
catagtaaga
ceecatagga
aactgtggta
ccaaaagaat
gcetggagac
tcaatttaaa
cgagactggt
accacaagyy
taccaaactc
agaaaagaca
cagagacage
ggaggtgact
cetettgggt
gaaggectta
ccataacaat
gagcgtaaag
tgtaattgtg
gtacttggag

gaaaacaaga
cgcaaaatty
acaaaaatig
gagatggggg
geaccggaaa
gtigatgtaa
gaagtaatac
tggecttaty
gtgttgaggy
ttagtatgec
ttgataacag
aaggacgaaa
tcacctggaa
atgtacctec
ttgecgacea
gaaatgaacy
gggaagtica
tggacaggga

cggacatata

£1gggggagy
caactactat
gagagigagg
tacaggetag
acattaaagt
ggacctatge
gcgtgtactt
tactticage
gaccatcace
ggcagatatg
gggattcagt
attgaagtgg
aagtgggtet
atcctactga

aaaatagacc

gtaagacgty
getacataty
£eggeectyy
gtcacttgtc
cagctagtgt
tggattgtga
cagggreggt
agacaactgt
cactecagaga
ttgttaagat
gagtacaagg
gaattggtca
tgaagctgga
aaagatgeac
gtgtggratt
acaactttga
atacaacget
ctgtaagcetg
gaaggtctaa
atctccataa
acaaagyggy
gactaccaca
tagacagtac
gcaagatagy
cttgcagace
tcaactacac
aatacatget
gggattactt
tacttiggtt
atggatcagy
tgacatactt
tactcttata

tgattgggga
Letgtittac

1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840



aacagtagta
actggtaaca
catcgetgty
tagatataaa
aagcctaata
actaacttta
cgtggetgge
cgacttctta
gaaaactgtt
tgactecate
gaaagcacag
cgtcageagt
catgcacagy
ggcageacte
gttitatcta
gaccgtgact
aatcaaggee
ccgagagtag
tgggatgrcy
caactttgag
ggaacctaag
tgacttitgy
tggaaaggty
tacccacaga
caatggertt
ggcaactaaa
acatcttggy
atgccacatt
tacacccaga
gactgectgy
aaaagatcta
caggttgacc
cagatgttat
tcacctecaa

ctrcgaccta

ctaatcgtea
ataatggeag
gcggtcatga
aaatggttac
tacctaggta
atactattat
ctattgttge
accctaatac
aggactgata
tacgacgttg
gggaattttt
aaatggeage
aaagttatag
atagagetga
trgtctggaa
tcttggtacg
agtacactga
aaaggtggca
ctagcagatt
gytatgtgea
agtgccagat
gcagagtcga
tatgatatca
gtcoctigte
gtacaatata
gtaaaaatge
tggatcctaa
aatatactgg
gccooggtga
gcttacacac
ctggtetgty
gatgagacag
gtygttasate
aagacaggtg

aaasacttga

taggtttaat
cactgagyyt
ctataaccet
agtgcattet
gaatcgagat
atttgatcte
aatgtgtgee
tgatCCthC
cagaaagaag
atgagagtgg
ctatactett
taatatacat
aagagatcte
actggtecat
ggttyagaaa
gggaggagga
gtaagagcag
cctgeccaaa
ttgaagaaag
gecgatgeea
actgtgetga
gcatgttggg
cagagtggge
acatcteatt

cegetagogg
tcatggtagg

gggggectge
ataaactaac
ggricectac
accaagyeyy
acagcatgog
agtatggegt
cagaggeegt
gagaattcac

aaggatggte

74

catagetagg
cactgaactg
actgatggtt
cagcetggta
grecagaggta
aacaacaatt
tatcttattg

tacctatgaa

ttggctagyg
agagggcgta
geeecttate
gagttactta
aggaggtacc
ggaagaagag
cctaataata
agtctacggt
gcactgcata
atgtggacgc
acactataaa
gggaaagcat
gtgtaatagg
ccteasaate
tggatgecag
tggticacgg
geaactattt
caaccttgga
cgtgtgtaag
cgecatttite
gagcrtacta
gataagttca
acgaactaga
caagactgac
taacatatca
gtgtgtcacc
aggcttgect

cgtgacccaa
acecaccage
agctatgtga
tetgcggtyt
actatcccaa
gtaacgagyt
ctggtcacaa
ttggttaaat
gggatagact
tatctiittc
aaagraacac
actttggact
aacataatat
gagagcaaag
aaacataagg
atgccaaaga
atatgcactg
catgggaagce
agaatcttta
aggaggtttg
ctgcatccty
acctactttg
cgtotgggaa
atgectttca
ctgagaaact
gaagaaattg
aagatcacag
gggatcatge
aaagtgagga
gtcgaccatg
gtggtttgec
teagggtyce
ggatccaaag
gcatcaggca

atatttgaag

ctatagtgee
ctggagttga
cagattattt
tettgataag
actggagacc
ggaaggttga
cettgtggge
tatactatct
atacaagagt
catcaaggca
tgataagttg
ttatgtacta
ccaggttagt
gcttaaagaa
taaggaatga
tcatgactat
tatgtgaggy
cgataacgty
taagggaagg
aaatggacey
ctgaggaagy
cgctgatgga
tctocecaga
ggcaggaata
tgeccgtact
gtaatetgga
agcacgaaaa
caagggggac
ggggtetgga
taaccyecyy
aaagcaacaa
cagacggtge
gggcagicgl
caccggettt

cetecagoyy

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
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940



gaggatggtt
gagtggaatc
aaccageatg
cacagaactc
tataccatta
catetetttt
ctatgcatca
agaatactca
tatcgggaag
agcagggteg
ggtaatgaaa
agtggatgag
ggtagcaaag
tecagecaat
tattgaatca
tgaaaagagg
ggccgtgact
gaggtattat
gcaggcacaa
gaattacgat
aaataatcta
tgatcaccea
attcccaaaa
tgccagaaag
ggeagttgac
tggtaaagea
tttatttggy
catatatacc
cgecataaaa
aaaaatcatg
agcagaaaag
tgtccaaaaa

gtggggaaca
gtttgccaca

ggcagagtca
cagaccgtet
aacaggggag
cCaaaageag
agggcagegg
aacctaagga
tacgggtact
tacatattct
atccacagat
gtgaccacaa
ggggaggatc
atgaaaggea
aagetaaaag
ctgagagttg
ggagtgacac
gtgagggtat
gtgggtgage
aggagecagg
agatacggga
tggageetat
ctcatcteag
gagecaatee
ataaggaatg
ttaggygagy
ctettaggge
ctgaagcaag
tatgtgggtt
atcgaggacc
accgatggga
ggagccattt
ataaaaacag
ttcattgact
cacacagcac

ctagtgttaa

aagtagggaa
taaaaaacag
acttcaagea
ttatagagga
cagagtcagt
taggggacat
tetgecaaat
tagatgaata
trteagagag
caggtcaaaa
ttggtagtca
atatgttggt
ctaagggeta
tgacatcaca
taccagattt
catcaaagat
aggcgeageg
aaacagcaac
ttgaggatgg
acgaggagga
aagacttgee
aacttgcata
gagaagteac
atgtgceegt
tagactggee
tgaccgggtt
accaggetet
agagactaga
cagagactga
cagattatge
ctectttgtt
cattaattga
tatacaaaag

agtggctage

75

gaatgaagag
agcagaccty
gattactttg
gataggaaga
ctaccagtat
gaaagagyyg
gectcaacca
ccattgtgee
tataagggtt
gcacccaata
gttccttgat
trttgtacca
taactctgga
atceccctat
ggacacggtt
acectteate
taggggcaga
agggtcaaag
aatcaacgtg
cagectacta
agcegetgtt
caacagctat
agacacctac
gtatatctac
tgatcctygag
greetcgget
ctcaaagagg
agacaccace
actgaaagaa
agerggggga
taaagaaaac
aaataaagaa

catagctgea

ttitggaggg

tctaaaccta
accgagatgg
gcaacagydg
cacaagagag
atgagattga
gacatggcaa
aagctcagag
actcctgaac
gregecatga
gaggaattca
atagcagggt
acgagaaaca
tactattaca
gtaatcgtog
atagacacgg
gtaacaggce
gtaggtagag
gactaccact
acgaaatcct
ataacccage
aagaacataa
gaagtccagg
gaaaattact
gctactgaag
aaccageagq
gaaaatgeec
catgtcecaa
caccteceagt
ctyggegicdg
ctggagtiig
gcagaageeg
gaaataatca

agactggagc
gaatcagtgt

Caaaaataat
tcaagaagat
caggeaaaac
tattagttet
aacacccaag
cegggataac
ctgctatggt
aactggcaat
ctgecacgec
tagcccccga
taaaaatacc
tggcagtaga
gtggagagga
ctacaaatge
ggttgaaatg
ttaagaggat
tgaaacecgg
atgacctett
ttagggagat
tggaaatact
tggecaggac
teeeggtect
cgtttctaaa
atgaggatct
tagtggagac
tactagtgge
tgataacaga
atgcacccaa
gtgacgtgga
ttaaatccea
caaaagggta
gatatggttt
atgaaacagc

cagaccacgt

6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7149
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7920
7980



caagcaggeg
tgactecgag
ggcaacctac
cctggettac
gagcgtagty
gagtgatgga
agtateggta
tgagtccagt
tcaggotgea
tgaagcagte
ctacaaaggt
attgataatg
cetgtecgga
gctgaagaaa
tgacgagagg
tgyctatgag
cgggccttee
gtattacgat
gcactactac
cactgacaag
ggtegggtic
ggactgtgca
gttcacctat
caatcttgaa
cgtgaatgaa
tgtagttgat
aataattgga
gcetgacgec
agggcetgga
ctteatcaty
tataaatcly
catgttagta
ggggactttt
graggttacc
taactggtit

gcagttgatt
acacagcaag
acatacaaaa
cteccctatg
atactgagca
ttgctgggta
ggtatatctg
gaacagaaaa
acagatgage
cagacaattg
tgggaggcca
tttgaagect
aattacattt
atggtactgg
atcagattge
atgaaagett
ctatgtagaa
gacaacctca
aaaggggtca
tgggaggtgy
aatggtgcat
actataacca
gacctgacca
gagaaggaaa
gacgtaggga
atcaatttac
agggaaacce
agcgacaacc
atacagacac
atcetggget
tacacaggaa
gtagcactga
ttagataggy
aaggaagety
gcatcagaty

tagtggtcta
aaggyaggcy
cttggaatta
ctaccagege
cracgatata
cggggataag
tgatgtiggy
ggacectact
tggtaaaaga
gtaacceect
aggaactatc
tegagttatt
tggatrttgat
ggtgggcoce
caacagacaa
tcaaaaatgt
acagacctgg
gagagataaa
cagcaaaaat
aacatggtgt
acttaggtga
aaaacacagt
tctecaatet
£ACECacege
ctataaaacc
aaccagaggt
tgatgacaac
aaaactcggt
atacactaac
caaggaattc
atgaccccag
gggatgtcga
aggeectgga
ttaggaattt

acccagtatt

76

ttatgtgatg
attegtegea
ccacaatctc
attaaaaatg
taaaacatac
tgcagccatg
ggtaggggca
tatgaaggty
aaacccagaa
gagactaata
tgagaggaca
agggatggac
atacggeeta
tgcacccttt
ctatttgagyg
aggtggcaaa
taggggacca
accagtagea
tgactacagt
cataaccagg
cgagcecaat
acagttteta
gaccaggetc
tacggtcacc
agtactagga
gcaagtggac
gggagtgaca
gaagatcggy
agaagaaata
ratatcaaat
ggaaatacga
ccctgagety
ggctctaagt
gatagaacag

tctoggaagty

aataageott
agectgttca
tctaaagtgg
tteaccccaa
ctctctataa
gaaatcctgt
atcgetgege
tttgtaaaga
aaaattataa
taccaccigt
gcaggcagaa
tcacaaggga
cacaagcaaa
agttgtgact
gtagaaacca
cttaccaaag
gtcaactaca
aagttggaag
aaaggaaaaa
ttagctaaga
caccgtgcte
aaaatgaaga
atcgaactag
acatggctag
gagagagtaa
acgtcagagg
cotgtettgg
Ttggatygagg
cacaacaggg
agggcaaaga
gacttgatgg
tctgaaatgg
ctcgggeaac
aaaaaagatg

gecttaaaaa

cctteccagy
tcteegeact
tggaaccage
cgcggetgga
ggaaggggaa
cacaaaacec
acaacgetat
acttettgga
tggeottatt
atggggttta
acttatteac
aaataaggaa
tcaacagagg
ggaccectag
ggtgcecatg
tggaggagag
gagtcaccaa
gacaggtaga
tgetcttgge
gatatactgg
tagtggagag
aggggtgtgc
tacacaggaa
cttacacctt
teecegacee
ttgggatcac
adaaagtaga
gtaattacce
atgcgaggee
ctgctagaaa
ctgcagageg
tcgatttcaa
ctaaaccgaa
tggagatcee

atgataagta

8040
8100
3160
8220
8280
8340
8400
8460
8520
8580
8040
8700
8760
8820
8880
8940
5000
5060
9120
9180
9240
3300
9360
5420
9480
9540
9600
9660
9720
9780
9840
9900
9960
16020
10080



ctacttagta ggagatgttyg gagagctaaa

Lragacaaga
gttcctcaag
acggtgeeca
acagggtaac
ggtgaagata
gaagaaacct
aataagottt
acagttggac
gtcaagtgca
aacctttcat
attgcacaac
ctacggtgag
cttcctggag
attggtcagg
aaatgagaag
gccaagagtt
taactgogty
caacatcttt
ttttgacacc
aatccagaaa
catgacagaa
agggagegge
gtacggette
ccacgtetgt
taacaaaggg
aaagatgaaa
tgitagygtyg
atcaaagatg
ageggtagec
cetgtrggte
caaaggtgat
gagaacagge

gactaagcac

attataaagg
gcatcaaaca
cctgeaacta
tgggagcoce
cacccatatg
agggttaagg
£aagyaaace
4gggagggge
ggcataagge
gaggcaataa
aaattgttgg
gtgacgtggy
aagaagaaca
gatctgaagg
agagatgtca
atccaatace
aaacagcage
gataaagtga
aaagectggg
tattactata
graccagtta
cagccagaca
tgcgaaagea
ggggatgaty
atgcagattc
grtgectata
teegacaaca
gcaacaagat
ttcagtttct
ctttcgeaac
ccaatagggg
tttgagaaat

acaagcaaaa

aggtaggcte
aacagatgag
agagcaataa
teggttgegg
aagcttacct
atacagtaat
tcaacaccaa
geaagaggaa
tggagaaatt
gagataagat
agatttteea
agcaacttga
tcggagaagt
ccgggagaaa
gtgatgactg
ctgaagecaa
ccgttgtgat
gaaaggaatg
acactcaagt
agaaggagtyg
taacagcaga
caagtgctgg
caggggtace
gertettaat
ttcatgaage
gatttgagga
ccagtagtea
tggattcaag
tgctgatgta
agccagagac
cctataaaga
tggeaaatet

gaataattca

77

agatcaaget
aaggacgtat
tttaactcca
ggggeacaty
ggtgcaccta
gaagttgaaa
aagagagcac
gaaaatgete
cat¢tacaac
gccaatagty
agacaagagt
cacgatagee
ggcgggggta
attggattca
gataaaatat
graggcagyg
gacaaggeta
tccaggatat
ggactegite
gactagtaag
geacaagttc
tggtgaagta
caacagcatg
gtacaagagt
aactgaaaaa
aggcaaacct
tatagagtte
catggeeggy
tggagagagy
ttcctggaac
agacccatca
tgtaataggt
aaacctaage

ggactgtgtt

aaagcacttg
gececatgaage
ctgtttgagg
gcatcagett
ggtacaatac
gatttcatag
aacaaatgga
aacccaggga
caccagatty
agggeecaaa
gaaaaccgge
caaccecaccee
aatagaaagyg
gaaaagcacc
tatgaaactg
gacctggrgg
gecatcacta
gaaggaaaga
aatgagccag
gatctgeaac
attgacacca
tatataagaa
traaatgtce
ttcaacagyy
gggttaggge
cagaagataa
tgttctcata
agagacaccyg
ggtaccacag
ccgettgtta
aaacatgeea
cggaatctaa
ctgtecacgt

gecattggga

gggecacgya
tatctagetg
aattgttget
accaattgge
cageeagaag
aagaagaaga
tacttaaaaa
aactatetga
gtactataat
ccgacaccaa
aaaatccaga
tgaaacacac
gggcagcagg
tggtagaaca
caataccaaa
ttgagaagag
aggtcatgta
ceeectiget
tggccgtaay
ttattggaga
tcaccgacea
atgggcagag
tgacaatgat
tggcaaggat
tgaaatttyc
cggaagggga
ccecagteee
ctgtgatact
catatgaaaa
ggaggatttg
cttattatta
gtgaactgaa
tgggggtcty
aagaagagyy

10140
10200
10260
10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
16800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
1134¢
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11940
12000
12060
12120



caactggcta
tgataaaggc
aaacccggte
gctgagaagg
gtatatattg
ccacctcaag
ctcaagataa

gtctatagtt

<210> 5
<211>
<212>
<213>

PRT

<400> 5

gttaagecey
tttacattac
atgggggtty
ttgaaaattc
taaataaatt
aagacgacac

cactacatit

ggactaggga

3988

acaggctgat
aaggaaagca
ggactgagag
tgctcatgac
aatccatgta
gceccaacacg
aatgcacaca

agacctctaa
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atccagcaaa
ttatgagcaa
atacaagtta
ggccgtegyc
catagtgtat
cacagctaaa
gcactttage

cag

actggceact
ctgcagctaa
ggtcccatag
gtcagcaget
ataaatatag
cagtagtcaa

tgtatgagga

tatacatacc
gaacagagac
tcaatctget
gagacaaaat
ttgggaccgt
gattatctac

tacgeecgac
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12300
12360
12420
12480
12540
12573
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Ile
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Leu
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Ile
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Glu
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Gly

Leu

45

Ala

Pro

Tyr

Gly

Asp

125

Ile

Asn

Glu

Arg

Lys

Asp

30

Lys

ser

val

Lys

Ser

110

Gly

Lys

Arg

Glu

Gly

GIn

15

Pro

Leu

Leu

Ser

Gly

95

Met

Lys

Ser

Leu

Gly

Lys

Lys

Leu

Pro

Pro

Gly

80

Pro

Cys

Leu

Ala

Asp

160

Ala

Met



Lys

Asp

Gly

Asn

Trp

Tle

Ala

Glu

30%

Lau

Thr

ASN

Ala

Ap

38

ser

aAla

Asp

Thr

Ila

Ala

2190

LyS

Lys

ala

Thy

Met

290

Lys

Lys

Cys

Trp

Asn

370

Tyr

Prao

Gly

val

Leu
459

val

195

Thr

Thy

Pro

Ile

Gln

275

Phe

Ile

The

Cys

Tyr

355

Leu

Asp

Thr

Ile

Leu

435

Tyr

180

Fro

Ile

Lys

Gln

Ile

260

Trp

Gln

Cys

Ile

Ar

34

Asn

Thr

Arg

Pro

Leu

420

rhe

Leu

Lys

val

ser

Glu

245

Ala

Asn

Arg

Thr

His

325

Leu

ile

Giu

Ala

Leu

405

Met

Lys

val

Glu

val

Lys

230

ser

Ile

Leu

Gly

Gly

310

Gly

GIn

Glu

Gly

Ser

390

Thr

arg

Glu

Asp

Ser

Glu

215

Asn

Arg

val

GlIn

val

295

val

Met

Arg

Pro

Glin

375

ASp

Gly

Gly

His

Gly

Glu

200

Gly

Thr

Lys

Ley

Asp

280

Asi

Pro

Mat

His

Trp

360

Pro

Lay

Cys

Pro

Gly

440

Leu

185

LysS

val

GIn

Lys

Phe

265

Asn

Arg

sSer

ASp

Glu

345

Ile

Pro

Ash

Lys

Cys

425

Arg

Thy

80

ASp

Lys

ASp

Leu

259

Gln

Gly

Ser

His

Ala

330

Trp

teu

Arg

val

Lys

Asn

Ile

Asn

Ser

TYyr

Gly

Gly

val

Thr

Leu

Leu

315

Ser

Asn

val

Glu

val

395

Gly

rhe

Ser

Ser

Ly5

GlIn

220

Leu

LYS

Thr

Glu

His

300

ala

Glu

Lys

Met

Cys

380

Thr

Lys

Glu

Met

Leu
460

Thr

205

val

Tyr

Ala

Met

Gly

Gly

Thr

Lys

His

Asn

365

Ala

Gln

Asn

Ile

phe

445

Glu

190

Lys

Arg

His

Leu

270

Ile

Ile

Asp

Thr

Gly

350

ATg

val

Ala

Phe

Ala

430

Gin

Galy

Pro

Lys

Ash

Leu

255

Glu

Gin

Trp

Ile

Asn

335

Trp

Thr

Thr

Arg

ser

415

ala

Asp

Ala

Pro

Lys

Lys

Ala

Asn

Arg

Pro

Glu

320

Tyr

Cys

Gln

Cys

AsD

400

Phe

ser

The

Arg



GIn

465

Leu

Ala

Tyr

val

His

545

val

Leu

Lys

Pro

Trp

625

GIn

Trp

val

Gly

Ala

705

Thr

Gly

Gly

Ala

Thr

Gly

Glu

Leu

His

Thr

Gly

Trp

val

ASNH

Arq

val

690

Lys

Trp

Thr

LysS

Ser

LyS

Pro

Met

ser

Phe

Gln

595

Ser

Pro

val

Ala

Gly

675

Gln

Asp

LYS

Ala

Lys

Pro

500

Asn

Gly

Gly

Asp

ser

580

teuy

val

Tyr

Lys

Ala

660

GIn

Gly

Glu

Glu

Lys

Leu

485

Tyr

Cys

Lys

Gly

rhe

565

Ile

Asn

Trp

Glu

Leu

645

Thr

Mat

His

Arg

Tyr

Leu

470

Glu

cys

Thr

Phe

His

§50

Ala

Pro

Leu

Asn

Thr

630

val

Thr

val

Leu

il

710

ser

Thr

Ash

Asp

Pro

Gly

Leu

Pro

Gin

Thr

Leu

615

Thr

Leu

Thr

Gin

Asp

695

Gly

Pro

Thr

Lys

val

Ala

520

Thr

Ser

Glu

Ser

val

600

Gly

val

Arg

Ala

Gly

Cys

Gln

Gly

81

Trp

ser

Asp

505

cys

Ash

Glu

Thr

His

585

Glu

Lys

val

Ala

Phe

665

Ile

Lys

Leu

Met

Leu

LYS

490

Arg

Leu

Ala

val

Ala

570

val

Leu

Tyr

Leu

Leu

650

Leu

teu

Pro

Gly

LyS

Gly

Thr

LyS

Pro

Glu

ey

555

Ser

Asp

Thr

val

Ala

635

Arg

val

Trp

Glu

Ala

715

feu

Lys

Trp

ile

LYsS

ASp

540

Leu

val

val

Thr

Cys

620

Phe

Asp

Cys

Leu

rhe

700

Glu

Glu

Gin

Phe

Gly

Asn

525

Gly

Leu

Met

Met

Ala

605

Ile

Glu

Leu

Leu

Leu

685

ser

Gly

ASp

Leu

Gly

Tyr

510

Thr

Lys

sar

Tyr

590

Gluy

Arg

Glu

Thr

val

670

Leu

Tyr

Leu

Thr

Galy

Ala

495

Ile

Lys

Ile

Leu

Leu

575

Cys

val

Pro

val

Arg

Lys

Ile

Ala

Thr

Met
735

Ile

480

Tyr

Trp

Ile

Leu

val

560

Ile

Asp

ile

Asn

Ser

640

Ile

Ile

Thr

Tle

Thr

720

val



82

I1e Ala Trp Cys Glu Asp Gly Lys Len Met Tyr Leu ¢ln Arg Cys Thr
740 745 75

Arg Glu Thr Arg Tyr Leu Ala Ile Leu His Thr Arg Ala Leu Pro Thr
755 760 765

ser val val Phe Lys Lys Leu Phe Asp Gly Arg Lys GIn Glu Asp val
770 775 780

val Glu Met Asn Asp Asn Phe Glu Phe Gly Leu Cys Pro Cys Asp Ala
785 790 795 800

Lys Pro Ile val Gly Lys Phe Asn Thr Thr Leu Leu Asn Gly Pro

Al
80 810 815

Ala phe GIn Met val Cys Pro Ile Gly Trp Thr Gly Thr val Ser Cys
820 82% 830

Thr Ser Phe Asn Met Asp Thr teu Ala Thr Thr val val Arg Thr Tyr
835 840 845

Arg Arg ser Lys Pro Phe Pro His Arg GIn Gly Cys Ile Thr Gln Lys
&s 855 860

Asn Leud Gly Glu Asp Leu His Asn Cys Ile Leu Gly Gly Ash Trp Thr
865 870 875 880

Cys val Pro Gly Asp GIn Leu Leu Tyr Lys Gly Gly Ser Ile Glu Ser
885 899 895

Cys Lys Trp Cys Gly Tyy Gin Phe Lys Glu Ser Glu G6ly Leu Pro His
800 905 910

Tyr Pro Ile Gly Lys Cys Lys Lteu Glu Asn Glu Thr Gly Tyr Arg Leu
915 520 928

val Asp Ser Thr Ser Cys Asn Arg Glu Gly val Ala Ile val Pro Gln
930 935 940

Gly Thr Leu Lys Cys Lys Ile Gly Lys Thr Thr val Gin val Ile Ala
945 950 955 960

Met Asp Thr Lys Leu Gly Pro Met Pro Cys Arg Pro Tyr Glu Ile 1le
965 970 975

ser Ser Glu Gly Pro val Glu Lys Thr Ala Cys Thr Phe Asn Tyr Thr
980 985 390

Lys Thr Leu Lys Asn Lys Tyr Phe Glu Pro Arg Asp Ser Tyr Phe Gln
995 1000 1005



GIn

vai

val

val

Tye

Asn

Ley

e

Met

Ley

Ile

val

Pro

Met

Gin

Leu

Asn

Thr

Tyr
1010

Thr
1025

val
1040

Thr
1055

Gly
107¢

Asn
1085

1180

Ley
1115

Ile
1139

Thr
117%

Gly
1190

val
1205

Cys
1220

Ile
1235

Trp
1250

Ile

Met

ASp

val

Tyr

ser

Ile

Glu

val

Gly

Lys

Lat

Ile

val

Ser

Ile

Tyr

Arg

val

Leu

His

Ala

Met

Gly

Glu

Glu

vat

Asp

ile

Ile

Met

ASp

Tyr

Lau

Ley

Pro

Thr

Lys

His

Ley

val

Glu

val

Ser

His

val

ASp

Ile

Ala

Tle

val

Ser

Gly

Leu

Arg

Gly

Arg

lLeu

Lew

val

val

val

Pro

Val

Leu

Ala

Ala

Ala

Thr

Leu

Arg

Thr

Trp

Glu
1015

AS
1030
Gly
1045

Ser
1060

val
1075

Thr
1090

Lys
1105

Tle
1120

Lys
1135

Cys
1130

Ar
1165
Leu

1180

val
1195

Asp
1210

val
1225

ile
1240

Leu
1255

Lys

Tyr

Tyr

Gly

Glu

Met

Tyr

Lys

Lys

ala

phe

Arg

Arg

Ala

Tyr

Ser

Glu

Tle

val

83

Gin

phe

Arg

Gin

Met

Phe

Trp

Ser

ASp

thr

ASp

val

val

phe

Ala

Met

Leu

ASP

TYyr

Ala

Tyr

Lys

Gly

Leu

val

val

Ser

Thr

Pro

Thr

Met

Arg

val

Pro

Leu

val

Trp

Glu

val

ala

ASD

Leu

Leu

Tle

Gly

val

The

Glu

Thr

Tyr

Phe

Glu

Tyr

Phe
1020
Ser

1035

Lay
1050

Ley
1065

Ley
1080

Ley
1095

Ley
1110

val
1125

Gly
1140

val
115§

Ila
1170

Leu
1185

Ile
1200

Lys
121%

Ley
1230

val
1245

Ley
1260

Asp

Ile

Trp

Gly

Leu

Tyr

Leu

1le

Gin

Leu

val

Thr

Thr

Lys

Ile

thr

Ile

Ala 6ly tLeu

Leu

Leu

leu

Ile

Thr

Leu

TYr

Leu

Glu

Ile

Pro

His

Leu

Trp

Arg

1le

Ser

teu

Gly

val

Ley

Gln

His

Leu

His

Leu

Tyr

val

Leu

Gln

Leu

Leu

ser

Pro

Thr

Leu



Gln

rhe

Leu

Leu

AsSp

Ala

Leu

Tyr

alu

Ala

Gly

Ile

Gly

Lys

val

Gly

rhe

1265

Cys
1280

Leu
1295

Tyr
1310

Glu
1340

GlIn
1355

Ile
1370

Leu
1385

Glu
1400

Leu
1415

Leu
1430

Ile
1445

Glu
1460

ala
1475

Cys
1430

1505

Glu
1520

val

Thr

Tyr

Gly

Ser

Gly

sar

Thy

Ile

Tie

Lys

Lys

Glu

Ser

Glu

His

Glu

Pro

Leu

Leu

Ile

Gly

ASn

Cys

Leuw

Ser

Glu

Lys

His

Glu

Thr

Gly

Gly

Arg

Ile

1le

LYS

Asp

Glu

phe

val

Asp

Gly

Lau

Phe

LyS

val

Leau

Arg

Lys

His

teu

teu

Thr

Tyr

Gly

ser

Sar

Phe

Gly

Asn

Tyr

val

Tyr

Sar

Giu

Pro

Tyr

1270

Leu
1285

Ile
1300

val
131%

Thr
1330

val
1345

Ile
1360

ser
1375

Met
1390

Thr
1405

Trp
1420

Leu
1435

Ar
1450

Lys
1480

Trp
1495

ile
1510

Lys
1525

Leu

Leu

Arg

Arg

Tyr

Ley

Lys

Tyr

Asn

sSer

Leu

Asn

Met

ser

Lys

Thy

Arg

84

val

Pro

Thr

vatl

Leu

Leu

Trp

Tyr

tle

Met

Ser

Glu

Pro

Arg

Gly

<ys

Ile

Thr

Thr

Asp

Asp

Phe

Pro

Gln

Met

Ile

Glu

Gly

Thr

Lys

His

Gly

Gly

Phe

Thr

Tyr

Thr

Ser

Pro

Leu

Leu

His

Ser

Glu

Arg

val

Ile

Cys

Thr

Mat

Ile

1275

teu
1260

Glu
1305

Glu
1320

Itle
1335

ser
1350

Ite
1365

Ile
1380

Ar
1395

Ar
14%0

Glu
1425

Leu
1440

Ala
1455

Mat
1470

Itle
1485

vs
1500
ser

1515

Ar
1530

Trp

Leu

Arg

Tyr

Arg

Lys

Tyr

Lys

Leu

Glu

Arg

Ser

Thr

Ile

Pro

Leu

Glu

Ala

val

Ser

ASp

Gin

Ala

Met

val

val

Ser

Asn

Trp

Iie

Cys

Lys

Ala

Gly

ASp

Lys

Trp

val

Lys

Thr

ser

Ile

Ala

Lys

Leu

Tyr

Ile

Thr

cys

Asp

ASn



phe

Gly

Asn

ser

Lys

1le

Ser

Thr

Thr

Gly

Cys

Asp

Pro

Arg

Ser

Asp

Leu

Glu  Gly
1535

Met  Asp
1550

Arg Leu
1565
Met Leu

1580

val Tyr
1595

ser Pro
1610

Arg  Met
1645
Ala arg

1640

Lys wval

Asn  Leu
1670

Lys Lys
1685

Lys Leu
1700

Arg Ala
1718

Gly Leu
1730

Ser val
1745

ser Met
1760

Thr Asp
1775

Met

Arg

His

Gly

AsSp

Asp

Pro

Gly

LYs

Glu

Ile

Thr

Pro

Glu

Asp

Gly

Glu

Cys

Glu

Pro

Leu

Ile

Thr

Phe

GlIn

Met

His

Thr

Ala

val

Thr

His

Arg

Thr

Ser

Pro

Ala

Lys

Thr

His

Arg

Leu

Leu

Leu

Glu

Phe

Arg

Ala

val

Thr

Glu

Ar
1530
LYS

1555

Glu
1570

Ile
1585

clu
1600

Ar
1615

Gln
1630

Pha
1645

Met
1660

His
1690

Phe
1705

Phe
1720

Trp
1735

Thr
1750

Ar
1765

Tyr
1780

Cys

Ser

Glu

Thr

Trp

val

Glu

Leu

val

Trp

Glu

Gly

Pro

Ala

Ala

val

Gly

85

GlIn

Ala

Gly

Tyr

Ala

Pro

Tyr

Arg

Gly

Ile

Lys

Ile

Thr

Tyr

Gly

val

val

Gly

Arg

Asp

phe

Gly

cys

Asn

AsSn

Asn

Leu

Cys

Mel

ser

Thr

Lys

Cys

Lys

Lys

TYr

rhe

Ala

cys

His

Gly

Leu

Leu

Arg

His

Pro

Leu

His

Asp

Gin

Thr

His
1545

Cys
1560

Trp
1573

Leu
1590

Gln
1605

Ile
1620

Phe
1635

Pro
1650

Gly
1665

Gly
1680
Ile

1695

Arg
1710

Leu
1725

Glin
1740

Leu
1755

ser
1770

Asp
1785

Arg

Ala

Ala

Met

Arg

Ser

val

val

Glu

Pro

ASn

Gly

Lys

Gly

Leu

Asn

Ser

Arg

Glu

Glu

Asp

val

Phe

GlIn

Ley

Glu

Ala

Ile

Thr

val

Gly

val

Asn

Gly

phe

Cys

Ser

Gly

Gly

Gly

TYr

Ala

Tle

val

Leu

Thr

Arg

Tle

cys

Arg

Cys



Pro

Ile

Gly

Asp

Ala

Glu

ser

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser

Thr

Gin

Leu

Gly

Thr

Asp
17390
Ser

1805

Glu
1820

Leu
1835

ser
1850

Glu
1865

Lys
1880

Met
1895

Glu
1940

Phe
1955

Gly
1970

Pro
1985

Asp
2000

Lys
2015

Ala
2030

Gly

Gly

Phe

Lys

Ser

Ser

Ash

Asn

Lys

His

ser

Asn

Ila

Lys

Glu

Ile

Thr

Ala

Ser

Thr

Asn

Gly

Lys

Arg

Arg

Thr

Lys

val

Leu

Thr

Leu

Tyr

His

Pro

Arg Cys

Lys Gly

Cys val

Leu Lys

Arg val

Pro Thr

Ala Asp

Gly Asp

Thr 6lu

Arg val

Tyr Gln

Arg Ile

Tyr Ala

Aarg Ala

His Cys

Arg Phe

Ala Gly

Tyr
1795

Ala
1810

Thr
1825

Gly
1840

val
1855

Lys
1870

Leu
1885

Phe
1900

Leu
1915

Leu
1930

Tyr
1945

ser
1975

Ala
19390

Ala
20058

ser
2020

ser
2035

val

val

Ala

Trp

Gly

Ile

Thr

Lys

Pro

val

Met

Asp

Tyr

Met

Thr

Glu

val

86

Leu

val

Ser

Ser

Arg

Met

Glu

Gin

Lys

Leu

Arg

Met

Gly

val

Pro

Ser

Thr

Asn

His

Gly

Gly

val

ser

Met

Ile

Ala

Ile

Leu

Lys

Tyr

Glu

Glu

Ile

Thr

Pro

Leu

Thr

Leu

Lys

Gly

val

Thr

val

Pro

Lys

Glu

Phe

Tyr

Gln

Arg

Thr

Glu Ala
1800

GIn  Lys
1815

Pro Ala
1830

Pro Tle
1845

val Gl
1869 Y

Ile GlIn
1875

Lys Lys
1890

Leu Ala
190%

ITe Glu
19290

Leu Arg
1935

His Pro
1950

Gly Asp
1965

Cys GlIn
1980

ser Tyr
1995

Leu Ala
2010

val val
20258

Gly Gln
2040

val

Thr

Phe

Phe

Lys

Thr

1le

Thr

Glu

Ala

Ser

Met

Met

Ile

Tle

Ala

Lys

Asn

Gly

Phe

Glu

Asn

val

Thr

Gly

Ile

Ala

ite

Ala

Pro

Phe

Ite

Mat

His



Pro

Leu

ASp

Met

ser

val

Glu

Gly

Phe

Gln

Tyr

Tyr

Asnh

Tyr

ASn

Met

Ser

Gly

Ile
2045

Glu
2075

Ala
2090

Y
2165

Thr
2120

Ser
2135

Leu
2150

Tle
2165

Ala
218

Tyr
2195

ASp
2210

val
2225

Glu
2240

Leu
2255

Ala
2270

Tyr
2285

Glu

Glu

ser

Met

val

Tyr

ser

Gly

Lys

val

GIn

Arg

Leu

Thr

Gly

Leu

Arg

Gly

val

Gly

Gln

Lys

Glu

Tyr

Gln

val

Cys

Thr

Arg

ser

Leu

Lys

Asp

Ile

Thr

val

Thr

rhe Ile

Phe Leu

Gly Asn

val Ala

Tyr Ser

ser Pro

Thr Leu

gl Lys

ely Leu

Arg Gly

Gln Glu

Gln Ala

sSer Phe

Ser Leu

Ser Glu

Asp His

Gln val

Asp Thr

Ala
2050

ASp
2065

Met
2080

Lys
2095

Tyr
2125

Pro
2140

Arg
2155

Lys
2170

Ar
2185

Thr
2200

Gin
2218

Ar
2230

Leu
2245

ASp
2260

Pro
2275

Pro
2290

Tyr

Pro

Ile

iey

Lys

Gly

val

ASp

val

Arg

val

Ala

Arg

Glu

Ile

Ley

Glu

val

Ghu

87

Giu

Ala

val

Ley

ASp

Ite

Leu

Arg

Met

Gly

Thr

Tyr

Met

Thr

Pro

Pro

Ley

ASh

val

Gly

Phe

Lys

Pro

val

AsSp

val

Ala

Arg

Gly

Gly

Asn

Gln

Ala

Ile

rhe

Tyr

Met

Leu

val

Ala

Ala

Ala

Thr

Ser

val

val

Ser

Tle

Tyr

Leu

Ala

Gln

Pro

Ser

Lys Gly Glu
2055

Lys
2070

Pro
2085

Lys
2{00

Asn
2115

Thr
2130

val
2145

Ser
2160

Thr
2175

Lys
2{90

LYS
2205

Glu
2220

Glu
2250

val
2265

Leg
2280

Lys
2295

Phe

Ile

Thr

Gly

Leu

Asn

Ile

Lys

val

Pro

ASp

ASp

Trp

Ile

Lys

Ala

Tle

Leu

Pro

Arg

Tyr

Arg

Ala

AsSp

Ile

Gly

Gly

Tyr

Gly

Ser

Ley

AsSn

Tyr

Arg

ASn

Asp

val

ASn

ASH

val
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Lys

Asp

Trp

Gly

Phe

ASp

ASp

phe

ASn



Asn Leu
2495

Ala thr
25190

val val
2525

Arg Lys
2540

Ala Met
2555

val Met
2570

ser Ser
2585

Asn phe
2600

Proe Glu
2615

Gly asn
2630

Lys Gly

Asn Leu
2660

Met ASp
2675

Leu Asp
2690

Lys

Lys
2705

Trp Thr
2720

i

ser

Ser

Ite

Gly

Glu

Leu

Glu

Leu

Lys

Pro

Trp

Phe

ser

Leu

Ile

Pro

val

LyS

Ala

Leu

LYS

Ile

Gly

GIn

ASp

Ile

Leu

Glu

Thr

Glu

Ile

val

Ser

Glu

val

Leu

Sar

ser

Leu

val

Lys

Gin

Tle

ATg

Ala

Leu

Gly

His

Leu

Asp

Thr

val

Lys

Thr

Asp

Ser

Gly

Arg

Ala

Met

Leu

Lys

Ile

Lys

Gly

Gly

Glu

Lys

Glu
2500

Met
2515

Thr
2530

Gln
2560

Ala
2575

The
2590

aAla
2605

Ala
2620

Tle
2635

Glu
2650

met
2665

Ile
2680

Leu
2695

Trp
2719

Ar
2725

Cys
2740

Pro

phe

Ile

Ley

Asn

Iie

Leu

Thr

Leu

Tyr

Lau

Phe

Arg

His

Ala

Ile

Pro
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Ala

Thr

Tyr

Leu

Pro

Ala

Leu

Asp

Phe

His

Ser

Glu

ASn

Lys

Pro

Arg

Cys

Ley

Pro

Lys

Gly

val

Ala

Met

Glu

Gly

Leu

Glu

Ala

Leu

Gin

Ala

Led

Gly

Ala

thr

Thr

thr

Ser

His

Lys

Leu

Ala

Tyr

Arg

Phe

Sayp

1le

Pro

Pro

Tyr

Tyr
2505

2530

Tyr
2535

Gly
2550

val
2565

Asn
2580

val
2585

val
2610

val
2625

Gly
2640

Thr
2655

Glu
2670

Gly
2685

Asn
2700

Phe
2718

Thr
2730

Glu
2745

Leu

Leu

Leu

Ile

Gly

Ala

phe

Lys

GIn

val

Ala

Leu

Asn

Arg

Ser

Asp

Met

Pro

Glu

Ser

Ser

Ile

Tle

val

Glu

Thr

Tyr

Gly

Leu

Tyr

Gly

Cys

sSer

Lys

TYr

Ser

Ile

Ala

Ser

Glu

Lys

Asn

Ile

Tyr

Arg

Gly

Ile

Leu

Asp

Tyr

Ala



Leu

Pro

Arg

val

Thr

Asp

Arg

Pro

Lys

The

val

val

Thr

val

val

val

Gin

Lys
2750

Phe
2765

val
2780

Ala
2795

Ala
2810

Lys
2825

Tyr
2840

Asn
2855

Asn
2870

Tyr
2885

His
2900

Thr
2915

Ile
2930

ASD
2945

Gly
2960

Thr
2978

Ser
2990

ASn

Leu

Thr

LyS

Arg

Trp

Thr

His

Thr

AsSp

Arg

Thr

Lys

Ile

Tle

Pro

ser

val

Cys

Lys

Leu

Ile

Glu

Gly

Arg

val

Leu

Asn

Trp

Pro

Asn

Thr

val

val

Ser

Arg

Tyr

Glu

Asp

val

val

Asp

Gin

Thr

Asnh

Leu

val

Leu

Ile

Met

Lys

Gly

Asn

Tyr

Gly

Tyr

Glu

Gly

Leu

Phe

Ile

Leu

Ala

Leu

Gln

Ile

Glu

Ile

Lys
2755

Arg
2770

Asp
2785

GlIn
2800

Ser
2815

His
2830

phe
2845

val
2860

Leu
2875

Ser
2890

Glu
2905

Tyr
2520

Gly
2935

Pro
2950

Leu

Pro

Asp

val

Lys

Gly

Arg

Glu

LYS

Asn

Glu

Thr

Glu

Glu

Lys

val

Ley
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Thr Lys

Gly Arg

Asn Lau

Glu His

Gly Lys

Thr Leu

Gly Ala

Arg Asp

Met Lys

Leu Thr

Lys Glu

Phe val

Arg val

val Gln

Glu Ala

Glu Pro

Asp Glu

val

Gly

Arg

Tyr

Thr

Thr

Ty?

Cys

Lys

Arg

e

Asn

Ile

val

val

ASp

Gly

Glu
2760

Pro
2775

Glu
2790

Tyr
2805

Leu
2820

Ar
2835

Leu
2859

Ala
2865

Leu
2895

Pro
2910

Glu
2925

Pro
2940

Asp
2955

Met
2970

Thr
2985

Asn
3000

Glu

val

Ile

Lys

Leu

Leu

Gly

Thr

Cys

Tle

Thr

Asp

Asp

Thr

Thr

Asp

Tyr

ser

Asni

Arg

aly

Ala

Thr

Asp

Ile

Ala

Glu

Ala

val

Pro

ser

Thr

Asn

Pro

Gly

Tyr

Pro

val

Thr

Lys

Glu

Thr

Phe

Leu

Thr

Gly

val

6lu

Gly

Asn

Gly



Pro

Asp

Ser

AN

Leu

val

Leu

Tle

Trp

Lys

Gin

Glu

l.eu

Glu

His

Leu

Lys

Glu

Gly wval
3005

Ala Arg
3020

Asn  Arg
3035

Asp  Pro
3050

val wval
3065

Asp Phe
3080

Ser Lew
3095

Arg  Asp
3110

phe Thr
3125

ASp  LyS
3140

Ala Lys
3155

val aly
3170

GIn Ala
3185

Leu tLeu
3200

Met Ala
3215

Gly Cys
3230

Met His
3245

Glu Glu

Gin

Pro

Ala

Arg

ala

Lys

Gly

Leu

Ser

Tyr

Ala

Ser

Ser

Ley

Ser

Galy

Pro

Glu

Thr

Phe

Lys

slu

Leu

Gly

Gln

Leu

ASp

His

Leu

Arg

Ser

Arg

Ala

val

Tyr

Lys

His

Ile

Thr

e

Arg

Thr

Pro

Lys

ASp

Leu

Gly

Thr

Lys

Cys

Tyr

His

Glu

Lys

Thr
3010

Met
3025

Ala
3040

Arg
3053

ASp
3070

Phe
3085

Lys
3100

Glu
3115

Pro
3130

Ila
3145

Ala
3160

Tyr
3175

Gln
3190

Pro
3205

Gln
3220

Leu
3235

Ala
3250

Pro

Leu

val

arg

ASp

Ile

teu

Pro

Glu

val

Gly

Thr

Thr

Met

Pro

Ley

Gly

Tyr

Arg
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val

Leu

Asn

teu

Asp

ASp

Lys

ATYg

Phe

ASp

Asp

Met

ser

Ala

Ala

Thr

Leu

Ile

Glu

Gly

Ile

Met

Pro

Arg

Gin

Gin

Leu

val

Gin

LYS

Leu

Thr

Gin

val

Lys

Arg

Glu

Ser

Asn

Ala

Asp

Glu

val

val

Asp

val

Thr

Leu

Thr

Lys

Gly

Pro

Ley

ASp

Ile
3015

Lys
3030

Ley
3045

Glu
3060

Leu
3075

Ala
3090

Thr
3105

Glu
3120

Ile
3135

Glu
3150

Ar
3165

ser
3180

Pro
3195

Ser
3210

Asn
3225

Ala
3240

LyS
3255

Thr

His

Sar

Tyr

Gly

Ser

Lau

Lys

Ile

aAla

val

Tle

ser

Leu

Asn

Trp

Arg

Asp

val

ASn

Ser

Thr

Arg

Glu

Glu

Ala

Pro

Met

Lys

val

Trp

Phe

Lys

Glu

Arg

Leu

Ile

Lys

Met

Gly

1le

Leu

Ala

Ala

ASp

Lys

Asp

Lys

phe

Glu

Gly

Pro

val

val

Arg



Glu

Lau

Leu

ser

1le

Arg

His

Leu

Gly

Ile

val

Ala

Ala

Pro

Trp

Thr

Leu

3260

His
3275

Asn
3290

ASD
3305

Thr
3320

val
3335

ASp
3350

Asn
3365

Lys
3380

Ile
3395

Gly
3410

AT
3425
Ile

3440

Gly
3455

Glu
3479

val
3485

Pro
3500

phe
38158

ASH

Thr

Arg

val

Arg

Lys

Lys

His

Ash

Glu

AsSp

Pro

ASp

Ala

LYS

Ley

Asni

Lys

Lys

Glu

Met

Ala

Ile

Leu

Thr

Arg

val

Leu

LYS

Leu

Lys

Gln

Phe

Glu

Trp

Lys

Gly

ser

GIn

ASp

Leu

Tyr

Lys

Leu

Lys

Asn

val

Thr

Gin

Asn

Pro

1le

Met

His

ser

Thr

Lys

Glu

Gly

Gly

Asp

Ala

Glu

Asp

arg

Pro

e

val

3265

Leu
3280

Ley
3285

Lys
3310

Ala
3323

ASp
3340

Asn
33535

Ile
3370

Glu
338%

ala
3400

Ser
3415

Gly
3430

Lys
3445

Glu
3460

Leu
3475

val
3480

Phe
3505

Ala
3520

LYS

Asn

Arg

Gly

Thr

Glu

Phe

val

Ala

Glu

Arg

Arg

Lys

ala

val

Asn

val
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Lys

Pro

Asn

ile

Lys

ASn

His

Thr

Gly

Lys

Lys

Asp

Lys

Ile

Ile

Lys

Ser

Ile

Gly

Ile

Arg

ser

Arg

Thr

Trp

Phe

His

Tle

val

Pro

Thr

Pro

val

phe

Lys

Lys

Tyr

Leu

rhe

Gin

Ile

Glu

Leu

Leu

Arg

Ser

Arg

LyS

Gly

Arg

Asp

3270

rhe
3285

Leu
3300

Asn
3315

Glu
3330

His
334%

Asn
3360

Ala
3375

Gln
3390

Glu
3405

val
3420

Tyr
3435

Asp
3450

val
3465

val
3480

TYr
3495

Lys
3510

Thr
3525

GIn

Ser

Asn

Lys

Glu

Pra

ASp

Leu

LyS

Glu

Tyr

Asp

Ile

Met

Glu

Glu

Lys

Gly

Giu

Gin

Leu

ala

Glu

Pro

Glu

Lys

Gin

Giu

Trp

Gin

Tyr

Gly

Trp

Ala

Ash

GIn

e

Pro

Ile

Leu

Ser

Ala

Ash

Leu

Thr

Gln

Tyr

Ash

Lys

ASp

Trp



ASp

Gln

Ile

Glu

Thr

Ala

val

Glu

Leu

Met

Thr

Ala

Lau

val

Arg

Pro

Ala

Thr Gln
3530

Lys Tyr
3545

Thr Asp
3560

val Tyr
3575

ser Ala
3590

Phe Cys
3605

Ala Lys
3620

Lys Gly
3635

His Glu
3650

tys val
3665

pro  val
3680

Gly Arg
3695

Asp Ser
3710

Ala Phe
3725

arg TIle
3740

Ser Thr
3755

Tyr Lys
3770

val

Tyr

His

Ile

Gly

Glu

Ile

Leu

Ala

ala

Pro

ASp

Ser

sSer

Cys

Gln

ASp

Thr

Tyr

Met

Arg

Asn

ser

His

Gly

Gly

Tyr

val

Thr

Gly

Phe

Leu

Thr

val

ser Ar
3535

Arg Lys
3550

val Giu
3565

Asn Gly
3580

Ser Met
3595

Thr Gly
3610

val Cys
3625

Leu Lys
3640

Lys Pro
3655

Lys Phe
3670

Arg Trp
3685

Ala val
3700

Glu Arg
3715

Leu Leu
3730

teu val
3745

Thr Tyr
3760

Ite Gly
3775

Asp

Glu

val

Gin

Leu

val

Gly

phe

Gin

Glu

Ser

1te

Gly

Met

Lau

Tyr

Arg
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Leu

Trp

Pro

Arg

Asn

Pro

Asp

ser

LYsS

Asp

Asp

Leu

Thr

Tyr

Ser

Tyr

Asn

His

His

val

Gly

val

Tyr

AsSp

Asn

Leu

Tle

ASN

Ser

Thr

Ser

GIn

Lys

Leu

Leu

Lys

Ile

Ser

Leu

Lys

Gly

Lys

Thr

Glu

Thr

Lys

Ala

Trp

Arg

Gly

Ser

Ile
3540

Phe
3555

Thr
3570

Gly
3585

Thr
3600

ser
3615

Phe
3630

Glu
3660

pha
3675

ser
3690

Met
3705

Tyr
3720

Asn
3735

Pro
3750

ASp
3765

Glu
3780

Gly

Ile

Ala

Gln

Met

rhe

Leu

Met

Gly

cys

ser

Ala

Glu

Pro

Glu

Pro

Leu

Glu

ASp

ASp

Pro

Ile

ASNh

Ile

Galn

Glu

ser

Tyr

Thr

Lys

Leu

Thr

Ile

Lys

Ile

Thr

Gly

ASp

Tyr

Arg

Thr

Ile

Lys

His

Met

Arg

Ala

val

Ala

Gly

Arg



110

Thr Gly pPhe Glu Lys Leu Ala Asn Leu Ash Leu Ser teu Ser Thr

3785 3790 3795

Leu Gly Ile Trp Thr Lys His Thr Ser Lys Arg Ile Ile Gln Asp
3800 3805 3810

Cys val Ala Tle Gly Lys Glu Glu Gly Asn Trp teu val Asn Ala
3815 3820 3825

Asp Arg tLeu Ile Ser Ser Lys Thr Gly His Leu Tyr Ile Pro Asp
3830 3835 3840

Lys Gly Phe Thr Leu GIn Gly Lys His Tyr Glu Gln Leu Gln Leu
3845 3850 3855

Gly Ala Glu Thr Asn Pro val Met Gly val Gly Thr Glu Arg Tyr
3860 3865 3870

Lys Leu Gly Pro Ile val Asn Leu Leu Leu Arg Arg Leu Lys val
3875 3880 3885

Leu Leu Met Ala Ala val Gly Ala Ser Ser
3890 3895

<210> 7
<211> 19
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de oligonucledétido sintético NADL4744

<400> 7
cgtggcttct tggtacggg 19

<210> 8
<211> 22
<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> iniciador de oligonucledétido sintético NADL5305



<400>
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8

agcggtatat tgtacaaage ca 22

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

9
24
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de oligonucledétido sintético 53637u2

9

tgcacgatct gtgaagggaa agaa 24

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10
24
ADN

Sequéncia Artificial

iniciador de oligonucledétido sintético NADL4844

10

tgcactotat gtgagggecg agag 24
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REIVINDICACOES

1. Umna compoesi¢do de vacina que compreende pelo menos
dois virus mutantes vivos da mesma familia,

em que cada virus contém uma muta¢doc no genoma viral e as
mutacdes nos virus residem no mesmo sitioc gendmico de modo
gque 0s virus mutantes ndo se podem recombinar entre si para
eliminar as mutac¢des e em que dois dos virus mutantes vivos
consistem em Virus da Diarreia Viral Bovina (BVDV)
mutantes.

2. A composi¢do de vacina de acordo com a reivindicacgdo
1, em que os dols virus vivos mutantes consistem num Virus
da Diarreia Viral Bovina Tipo 1 (BVDV-1) mutante e um Virus
da Diarreia Viral Bovina Tipo 2 (BVDV-2) mutante.

3. A composigdo de vacina de acordo com a reivindicacgao
2, em gque os dois virus vivos mutantes consistem num BVDV-1
citopatico (cp) e um BVDV-2 cp e ambos estdo atenuados.

4, A composicdo de vacina de acordo com a reivindicacgao
3, em que o0 BVDV-1 cp e o0 BVDV-2 cp compreendem ambos uma
mutagdo na regido NS2-3 que resulta num bidtipo citopético.
5. A composicdo de vacina de acordo com a reivindicacéo
4, em gque o BVDV-1 cp ¢ BVDV-1 NADL & o BVDV-2 cp é BVDV-2
53637.

6. A composig¢do de vacina de acordo com a reivindicacgdao
2, que compreende ainda pelc menos um de herpesvirus
bovino-1, wvirus respiratdério sincicial bovino, virus
parainfluenza 3, Campylobacter fetus, Leptospira canicola,
Leptospira grippotyphosa, Leptospira hardjo, Leptospira
icterohaemorrhagiae, Leptospira pomona ou Mannhemia

haemolytica.



7. A composig¢do de vacina de acordo com a reivindicac¢do
1, que compreende ainda um veiculo veterinariamente
aceitavel.

8. Um método de preparagdo de uma vacina viral segura que
compreende seleccionar ou construir doils virus mutantes
vivos da mesma familia, em que cada virus contém uma
mutagcdo e as mutagdes nos virus residem no mesmo sitio
gendémico de modo gue os virus mutantes ndo podem sofrer
recombinagdo homdéloga para eliminar as mutagdes e em que 08
virus consistem em BVDV mutante.

9. O método de acordo com a reivindicagdo 8, em que a
dita mutacdo é seleccionada de uma delecdo, uma insercdao,
uma substituicdo ou uma combinag¢do dos mesmos.

10. O método de acordo com a reivindicacdo 8, em que a
dita mutagdo confere um fendtipo seleccionado da atenuagdo
de viruléncia, alteragcdo do tropismo ou bidétipo celular,
alteragdo do tropismo de espécie, expressdo de uma cassete
génica exdgena ou uma combinac¢do dos mesmos.

11. O método de acordo com a reivindicacdo 8, em que os
dois wvirus wvivos mutantes consistem num BVDV-1 mutante e

num BVDV-2 mutante.

Lisboa, 18/01/2011
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