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DESCRIPCION

Circovirus atenuados.
Campo técnico

La presente invencidn se refiere a virus atenuados, composiciones de vacunas virales, particularmente circovirus
atenuados en forma de virus de la anemia del pollo.

Técnica anterior

El virus de la anemia del pollo (VAP) es un miembro de la familia Circoviridae. La familia circoviridae incluye una
serie de virus vegetales y animales que se caracteriza por la posesion de un genoma de ADN circular, monocatenario y
de sentido negativo. Existe una similitud minima en la secuencia y organizacién genémica entre el VAP y los otros cir-
covirus animales caracterizados. El virus de la enfermedad del pico y las plumas de las psitadcidas (VEPPP), circovirus
de las palomas, circovirus de las palomas y circovirus porcino (CVP) 1 Y 2. Recientemente se han identificado virus
TT (TTV) en huéspedes humanos y otras especies en forma de un grupo heterogéneo de virus de ADN circular, mono-
catenario y de sentido negativo. El andlisis de la secuencia de este grupo de virus ha demostrado la mayor homologia
global con el VAP y otros investigadores han propuesto recientemente la clasificacién de TTV, SANBAN, YONBAN,
TLMYV ((minivirus similares al TTV) y los virus VAP como Paracircoviridae, no obstante, la filogenia sigue siendo un
area de revision activa. La mayor homologia de secuencia con el VAP se observa en la region no codificadora y entre
el marco de lectura abierto (ORF2) del TTV y el VP2 del VAP. El alto nivel de conservacion de secuencia entre el
VAP y el TTV sugiere que el VP2 puede desempeifiar un papel crucial en la infeccion virica y la patogenia.

El VAP sélo codifica tres proteinas, con ORF superpuestos en tres marcos. El ORF3 codifica la mayor proteina
de la cdpside VP1 de 45-52 kDa, el ORF2 codifica la VP3 de 11-13 kDa que ha mostrado actividad apoptdtica en las
lineas celulares transformadas y el ORF1 codifica una proteina no estructural VP2 de 28 kDa con funcién desconocida.
La VP2 se expresa a niveles apenas detectables durante la infeccidn, pero se ha demostrado que es esencial para la
infeccién virica y la replicacién en las células. El bajo nivel de expresién de la VP2 es consistente con una proteina
reguladora no estructura implicada en la replicacién y la infeccion viral.

La patogenia del VAP se caracteriza por inmunosupresion y pancitopenia producida por panmieloftisis y deplecién
de timocitos. La inmunosupresion tiene como resultado mayores indices de morbididad y mortalidad asociados con co-
infecciones y fallos de vacunacién en pollos infectados por el VAP. La infeccion por el VAP es directamente citotoxica
para dos poblaciones de células T distintas del timo y el bazo. La infeccién del timo implica precursores linfoblasticos
inmaduros, mientras que la infeccién esplénica es de linfocitos T maduros que estdn altamente activados. Existe
un segundo componente indirecto de la inmunosupresion que se encuentra en las células efectoras inmunitarias no
infectadas. Se han documentado reducciones en las funciones de los macréfagos y las CPA y las respuestas antigénicas
de las células B. Los perfiles limitados de citoquinas de células infectadas sugieren una base de inmunosupresién
indirecta generalizada. Existe una reduccién en el indice de estimulacién de interleucina 2 (IL-2), interfer6n gamma
(IFNv), linfocitos, la actividad del factor de crecimiento de las células T y los niveles del receptor Fc en linfocitos de
aves infectadas. La base molecular de 1a modulacién virica de los perfiles de citoquinas y la inmunosupresion indirecta
se desconoce.

Las comparaciones preliminares de la secuencia de la VP2 del VAP con las secuencias disponibles en la base
de datos Genbank han sugerido la similitud con una serie de PTPasas receptoras eucaridticas (R-PTPasa alfa). Las
busquedas en bases de datos han identificado precursores de la R-PTPasa alfa en placenta humana, ratas, ratones y
pollos como homoélogos a la secuencia de la VP2 del VAP. La fosforilacion reversible de proteinas es universal en la
regulacion de procesos celulares, entre los que se incluyen el metabolismo, la regulacién génica, el control del ciclo
celular, la organizacidn del citoesqueleto y la adhesion celular. La familia de las PTPasas es considerablemente diversa
e incluye proteinas transmembrana similares al receptor eucaridtico y proteinas citosdlicas, asi como PTPasas bacte-
rianas, tales como la PTPasa YopH de Yersinia patégena y una PTPasa VH1 que se encuentra en el virus Vaccinia, un
miembro de la familia Poxviridae. Durante la infeccién por el virus Vaccinia, la proteina VH1 bloquea la sefializacién
del interferén y y, de este modo, evade la respuesta inmunitaria frente a la infeccion virica. El papel de la PTPasa
VHI en la infeccién, aunque actualmente es la inica PTPasa virica con una funcién in vivo caracterizada, destaca la
posibilidad de que las PTPasas codificadas en el virus estén implicadas en mecanismos de la invasién inmunitaria y la
persistencia del virus.

Los productores de aves comerciales requieren una vacuna contra el virus de la anemia del pollo (VAP) que reduzca
las pérdidas econdmicas en las que incurren por las infecciones tanto clinicas como subclinicas. La eliminacién de la
enfermedad subclinica en aves adultas asociada con la infeccién por VAP requiere la superacién de la inmunosupresion
debido a la infeccién. La infeccion por el VAP tiene gran importancia econémica en bandadas de pollos en engorde. Las
infecciones tanto clinica como subclinica ejercen un gran impacto sobre el rendimiento y la rentabilidad del pollo de
engorde comercial. Aunque la infeccidn clinica produce una reduccién mds marcada de los pardmetros de rendimiento,
la infeccién subclinica es responsable de un mayor grado de pérdida econdmica que es de mayor incidencia. Existe
una gran necesidad de una vacuna adecuada para gallinas menores de un afio, pollos de engorde y pollos de cria. Tal
vacuna puede administrarse a las aves en el momento de la puesta y, por tanto, debe ser segura en caso de transmision
vertical a los embriones.
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El desarrollo de una vacuna contra el VAP tiene aplicaciones internacionales. El virus de la anemia del pollo
(VAP) tiene una distribucién mundial sobre la base de la investigacion sexoldgica y es endémico en bandadas SPF
y de pollos para comercializacién, con la excepcién de las bandadas SPF australianas. Entre los paises en los que
se han caracterizado aislamientos del VAP y se ha publicado las secuencias completas de su genoma se incluyen
Alemania, Reino Unido, EE.UU., Japén, Australia y Paises Bajos. Todos los aislamientos se clasifican dentro de un
unico serotipo basado en la reactividad cruzada en las pruebas de inmunofluorescencia y neutralizacién utilizando
antisuero policlonal. La conservacién de la secuencia del genoma es una caracteristica clave de todos los aislamientos
del VAP. Todos los aislamientos en campo demuestran una patogenicidad equivalente en la infeccién experimental
y cualquier variacién en la morbididad y la gravedad de la enfermedad con la exposicion al VAP se atribuye a una
serie de factores epidemiolégicos que interaccionan. La dosis de virus es el determinante clave de la gravedad de la
enfermedad inducida por el VAP en el campo. Cabe esperar que las vacunas con microorganismos vivos atenuados
desarrolladas a partir de un aislamiento cualquiera sean protectoras en bandadas de aves de corral internacionalmente.

Una cepa del VAP atenuada deberia ser infecciosa, aunque con una patogenicidad reducida. La enfermedad clinica
se caracteriza mejor en la literatura en aves infectadas al dia de edad. La enfermedad clinica en polluelos infectados
al dia de edad se caracteriza por debilidad, depresion, atrofia y anemia. A los 7 dias de la infeccién se produce una
anemia peraguda transitoria pero grave debido a la destruccién de las células eritroblastoides e inmunodeficiencia por
deplecién de linfocitos corticales. La hipoplasia intensa de la médula ésea, la atrofia linfoide y la trombocitopenia se
ponen de manifiesto a los 14-21 dias de la infeccidn. Las hemorragias petequiales y equimdticas se desarrollan por una
coagulopatia primaria. La inmunosupresion es una caracteristica significativa de la enfermedad inducida por el VAP y
las infecciones secundarias son frecuentes. Las aves afectadas por el VAP presentan una mayor incidencia de edema
maligno, dermatitis gangrenosa, colibacilosis y aspergilosis pulmonar. La fase de recuperacién se extiende desde los
14 a los 35 dias después de la infecciéon. Durante la recuperacidn, la eritrocitopoyesis precede a la granulocitopoyesis.
A los 16 dias de la infeccién existe una elevada proporcion de eritrocitos, trombocitos y granulocitos inmaduros
circulantes, Y le hematocrito estd completamente restablecido a los 28 dias de la infeccién. El timo vuelve a repoblarse
por la tercera ola de linfocitos en migracién a los 21 dfas.

Las aves afectadas por el VAP desarrollan una anemia grave de mieloftisis. El hematocrito es menor del 27% vy,
normalmente, de 9-23% (normalmente en polluelos de 7-14 dias de edad es de 32-37,5%). La cianosis se pone de ma-
nifiesto en el integumento sin plumas y sobre las membranas mucosas. Existe una leucopenia atribuible a una hetero-
citopenia y linfopenia. Los tiempos de coagulacién prolongados se asocian con hemorragias petequiales y equimoticas
observadas sobre el integumento, el musculo esquelético, la mucosa del proventriculo y, rara vez, en el pericardio.

La médula 6sea aparece de color amarillo a blanco y de textura acuosa debido a panmieloftisis e hiperplasia
adipocitaria compensatoria. Esto es mas obvio en la cavidad medular femoral proximal.

El timo sufre una atrofia intensa. Los timos afectados tienen una reduccién cuantificable del peso y un didmetro
de 2-4 mm. Aparecen de color rojo-marrén en lugar de gris debido a una reduccién de las poblaciones linfocitarias
parenquimatosas, hiperplasia de las células reticulares e hiperemia del tejido.

Existe una deplecion generalizada de los componentes foliculares linfoides de todos los tejidos. La bolsa de Fabri-
cio sufre una atrofia moderada transitoria, pero no estd inflamada ni edematosa. La atrofia bursal puede ser de leve a
no evidente en los polluelos afectados clinicamente.

El higado, los rifiones y el bazo estdn difusamente decolorados e inflamados a los 14 dias de la infeccién.

Las lesiones hemorrdgicas dérmicas focales son mds prominentes en las alas, pero también afectan a la cabeza, las
ancas, los laterales del térax t el abdomen, los muslos, las patas y los pies. Las lesiones progresan a tlceras grandes
con una extravasacién serosanguinolenta debido a necrosis isquémica de la dermis suprayacente. Se desarrolla un
exudado purulento asociado con infecciones secundarias. Las lesiones tienden a ser lesiones complicadas abrasivas y
de mutilacién en el entorno de la unidad de cria de pollos de engorde para comercializacion.

Para la valoracién de la atenuacién se requiere un modelo experimental de la patogenia del VAP. Tal modelo no
necesita representar el espectro completo de la patologia observado en la infeccién en campo, pero debe demostrar
atenuacion en las condiciones que produzcan la patologia mas grave. La inoculacién en saco vitelino de embriones de
7 dias de dosis elevadas del virus es el modelo mds riguroso disponible. Este modelo es el que mejor se aproxima a
la situacién de campo en la que aves de cria en el momento de la puesta se exponen al VAP y transmiten el virus de
forma transovarial. Los polluelos infectados por transmisién vertical tienen los mayores indices de morbidita (100%)
y mortalidad (10-70%) y la patologia es de la gravedad mayor. Estudios extensos de la patologia de los embriones
infectados de forma experimental a los 7 dias mediante inoculacién en el saco vitelino no se han comunicado en la
literatura.

Los polluelos de todas las edades son susceptibles a la infeccién por el VAP, no obstante hay una resistencia
especifica de edad al desarrollo de la enfermedad en polluelos mayores de 14 dias. Los embriones y los polluelos
de 1 dia tienen la mayor susceptibilidad a la enfermedad. La resistencia por la edad puede estar relacionada con
la capacidad de desarrollo del ave para producir una respuesta humoral neutralizante en suero. La co-infeccién con
patdégenos aviares sinérgicos tales como el IBDV eliminard la resistencia relacionada con la edad y tendrd como
resultado brotes de enfermedad aguda en las aves de mas edad.
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La mayoria de las bandadas de pollos de cria comerciales se han expuesto al VAP y tienen una inmunidad humoral
neutralizante de duracién prolongada. Los anticuerpos persisten durante al menos 20 semanas tras la seroconversion.
Las investigaciones sexoldgicas de las bandadas de pollos de cria normalmente demuestran que un 97,5-100% de
las aves permanecen seropositivas durante un prolongado periodo tras la infeccién. Los anticuerpos maternos son
importantes en la proteccidon contra la enfermedad clinica en polluelos de hasta 2 semanas de edad y persisten hasta
las 3 semanas de edad. El deterioro de los anticuerpos maternos sigue una relacion lineal y tiene una semivida de
aproximadamente 1 semana. Los niveles bajos de anticuerpos maternos son eficaces en la prevencion de la enfermedad
clinica con la infeccién. La mayoria de las crias derivadas de las bandadas de aves de cria inmunes se han infectado
horizontalmente siguiendo la disminucion de los anticuerpos maternos, desarrollan enfermedad subclinica y se produce
seroconversion entre 8-12 semanas después de la infeccion.

En una bandada expuesta, aproximadamente el 10% de las aves de cria serdn seronegativas en cualquier momento
después de la exposicién. Una proporcion menor de los polluelos se infecta verticalmente y excreta titulos elevados
de virus que actiian como la fuente de infeccion horizontal para otras crias. Puede haber entre 16 y 25% de las aves
afectadas subclinicamente en la progenia de las bandadas de aves de cria inmunes. Por tanto, la vacunacién mejorard
el rendimiento incluso en bandadas con VAP endémico e inmunidad humoral neutralizante persistente.

Los presentes inventores han desarrollado VAP vivos atenuados y ADN de VAP que se pueden usar en vacunas
adecuadas para la inoculacién en bandadas de gallinas menores de 1 afio, pollos de engorde y pollos de cria. Segin
la identificacién de la funcién de la VP2 como nueva proteina tirosina fosfatasa y la identificacion de regiones de su
secuencia requerida para la funcién completa.

Descripcion de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona un virus de la anemia del pollo (VAP) atenuado aislado
que tiene una secuencia de 4cidos nucleicos seleccionada del grupo compuesto por las SEC ID N° 3,5, 7,9, 11, 13,
15,17, 19,21,23y 25.

Los presentes inventores han encontrado que la VP2 del VAP es una buena diana para la atenuacién mediante
mutagénesis debido a que existe la posibilidad de alterar la virulencia mientras que se conserva la capacidad de
infeccién y la inmunogenicidad. El establecimiento de una funcién bioquimica precisa para la VP2 del VAP como
una PTPasa, como parte de la presente invencidn, facilita considerablemente el proceso de atenuacién racional y
proporciona un punto focal para la estrategia de la mutagénesis. Se pueden disefiar mutaciones para modificar el
papel de la PTPasa en la infeccién sobre la base del conocimiento de su efecto sobre la catdlisis de la PTPasa in
vitro. Se ha predicho que la VP2 del VAP es una proteina multifuncional con un papel esencial no estructural en la
infeccién y la replicacién viricas. Dado que la proteina no es estructural, es improbable que las mutaciones alteren
los epitopos esenciales para la inmunogenicidad. Como los linfocitos son las células diana de la infeccién por el
VAP, es probable que la virulencia se correlacione inversamente con la inmunogenicidad, siempre que se consiga la
replicacién virica adecuada para la estimulacion antigénica. Por tanto, las mutaciones que reducen la virulencia y
la influencia inmunosupresora de la infeccion virica pueden potenciar las propiedades inmunogénicas del virus con
respecto al virus de tipo salvaje.

En una forma, una mutacion estd presente en la region del dcido nucleico que codifica los residuos clave en el
motivo firma de la VP,,. Dichas mutaciones deberian modificar el papel de la PTPasa durante la infeccién virica. Los
sitios diana de la mutagénesis dentro de la VP2 del VAP son 86, 95, 97, 101, 103 y 169. Normalmente, el residuo 86
es C y estaba mutado a S (mut C 86 S) y las otras mutaciones demostrativas fueron mut C 95 S, mut C 97 S, mut R
101 G y mut H 103 Y. Las mutaciones mut C 95 S y mut C 97 S eliminan los residuos de cisteina que se ha predicho
que son esenciales para la actividad PTPasa y que son cisteinas cataliticas implicadas en la formacién del intermedio
cisteinil-fosfato formado durante la catdlisis. La mutacién mut R 101 G elimina los residuos bdsicos cargados que
se ha predicho que son esenciales para la actividad PTPasa y que estdn implicados en la coordinacién del sustrato
fosfotirosina con os residuos de cisteina catalitica. Los residuos 103 y 86 flanquean el motivo firma predicho y estan
altamente conservados en los virus TT y VAP.

En otra forma, estd presente una mutacion en la regién del dcido nucleico que codifica dos regiones predichas de
a-hélice antipdtica de los residuos 128 a 143 y la lamina £ antipatica de los residuos 151 a 158 en la VP2 del VAP.
Entre otras regiones adecuadas se incluyen los residuos nucleicos 80 a 110, 128 a 143, 151 a 158 y 160 a 170 en la
VP2 del VAP.

Los constructos del VAP se seleccionan de mut C 87 R, mut C 95 S, mut C 97 S, mut R 101 G, mut H 103 Y, mut
R 129 G, mut Q 131 P, mut R/K/K 150/151/152 G/A/A, mut D/E 161/162 G/G, mut L 163 P, mut D 169 G, mut K 102
E, mut E 186 G y sus combinaciones.

Los VAP que se ha encontrado que son candidatos particularmente adecuados para una vacuna incluyen mut C 87
R, mut R 101 G, mut K 102 D, mut H 103 Y, mut R 129 G, mut N 131 P, mut R/K/K 150/151/152 G/A/A, mut D/E
161/162 G/G, mut L 163 P, mut D 169 G, mut K 102 E y mut E 186 G.

Como la estructura genémica del TTV es similar a la del VAP, la informacién de atenuacidon obtenida por los
presentes autores sobre el VAP serian aplicables al TTV.
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Esto viene avalado también por la demostracién por los presentes inventores de que el ORF2 del TLMV tiene
actividad de proteina tirosina fosfatasa. Por tanto, a partir de la amplia informacién obtenida por los presentes auto-
res sobre el VAP, cabria esperar que el TTV atenuado (u otros circovirus similares) se podria formar introduciendo
mutaciones en las regiones codificadoras ORF2 correspondientes o similares del TTV u otros circovirus.

En un segundo aspecto, la presente invencién proporciona una composiciéon de vacuna frente al VAP que compren-
de un VAP atenuado de acuerdo con el primer aspecto de la presente invencion junto con un transportador o diluyente
aceptable.

En una forma preferida, el virus es VAP y el animal es un ave, preferentemente un pollo.

La composicién de vacuna puede formularse de modo que contenga un transportador o diluyente y uno o mas de los
virus atenuados de la invencion. Transportadores farmacéuticamente adecuados facilitan la administracion de los virus
pero son fisioldgicamente inertes y/ no dafian al receptor. El experto en la técnica puede seleccionar transportadores.
Entre los transportadores adecuados se incluyen solucidn salina estéril, lactosa, sacarosa, fosfato cdlcico, gelatina,
dextrina, agar, pectina, aceite de cacahuete, aceite de oliva, aceite de sésamo y agua. Ademads, el transportador o
diluyente puede incluir un material que retrase la liberacién del virus, tal como monoestearato de glicerol o diestearato
de glicerol solo o con una cera. Ademds, se pueden usar formulaciones poliméricas de liberacién lenta.

Opcionalmente, la composicion de vacuna puede ademds contener conservantes, estabilizantes quimicos, otras
proteinas antigénicas e ingredientes farmacéuticos convencionales. Ingredientes adecuados que se pueden usar en
una composicion de vacuna junto con los virus incluyen, por ejemplo, dcidos de casamino, sacarosa, gelatina, rojo
fenol, N-Z-amina, difosfato monopotasico, lactosa, hidrolizado de lactoalbiimina y leche desecada. Normalmente se
optimizan los estabilizantes, adyuvantes y conservantes con el fin de determinar la mejor formulacion para su eficacia
en el animal o ser humano diana. Entre los conservantes adecuados se incluyen clorobutanol, sorbato potésico, dcido
sorbico, diéxido de azufre, galato de propilo, los parabenes, etilvanillina, glicerina, fenol y paraclorofenol.

Una composicion de vacuna de la presente invencion se produce, mds preferentemente, sin un adyuvante. Cuando
es necesario, uno o mas de los componentes de vacuna descritos en lo que antecede se pueden mezclar o adsorber con
un adyuvante convencional. El adyuvante se usa como irritante no especifico para atraer leucocitos o estimular una res-
puesta inmunitaria. Dichos adyuvantes incluyen, entre otros, aceite mineral y agua, hidréxido de aluminio, Amphigen,
Avridina, L121/escualeno, D-lactido-polildctido/glucésido, pliois plurénico, dipéptido de muramilo, microorganismos
muertos de Bordetella, saponinas y Quil A.

Como alternativa, o ademas del virus de la invencion, cabe esperar que otros agentes ttiles en el tratamiento de la
infeccion viral, tal como agentes inmunoestimuladores, sean ttiles en la reduccién y eliminacién de los sintomas de
enfermedad, particularmente en seres humanos. El desarrollo de composiciones de vacuna o terapéuticas que contienen
estos agentes estd dentro de la experiencia de un experto en la técnica a la luz de las ensefianzas de la presente
invencion.

De acuerdo con el procedimiento de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién, un animal o ser humano
puede ser vacunado contra la infeccién del VAP administrando una cantidad eficaz de una composicién de vacuna
descrita en lo que antecede. Una cantidad eficaz se define como la cantidad de vacuna contra el VAP capaz de inducir
proteccion en el receptor contra la infeccién por el VAP. La vacuna puede administrarse por cualquier via adecuada.
Tal composicién se puede administrar por via parenteral, preferentemente por via intramuscular o subcutdnea. No
obstante, también se puede formular para administrar por cualquier otra via adecuada, incluidas las vias intranasal,
oral, intravaginal, subcutdnea o intradérmica, o in ovo.

Un experto en la técnica puede determinar las cantidades eficaces adecuadas de la vacuna contra el VAP de la
presente invencion segun el nivel de respuesta inmunitaria deseada. Tal composicién se puede administrar una vez
y/o también se puede administrar un refuerzo. No obstante, el veterinario o médico encargado de la asistencia pue-
den realizar ajustes adecuados de las dosis segtin la edad, el sexo, el peso y el estado de salud general del sujeto
animal o humano. Normalmente, el intervalo de dosificacién para la vacuna es del orden de 1-00 millones DICTs.
Preferentemente, la dosificacion es de alrededor de 1000 DICTs,.

De igual forma, un experto en la técnica puede determinar facilmente dosis adecuadas de la composicién de vacuna
de la invencidn. La dosificacién se puede ajustar en funcidn de las especies animales que estan siendo tratadas, es decir
su peso, edad y estado de salud general.

En un tercer aspecto, la presente invencién proporciona uso de virus de acuerdo con el primer aspecto de la
invencién en la fabricacién de una vacuna para conferir a un animal inmunidad frente a una infeccién por circovirus.

En una forma preferida, el virus es VAP y el animal es un ave, preferentemente un pollo.

La vacuna puede administrarse por cualquier via adecuada, incluidas las vias intranasal, oral, intravaginal, subcu-
tanea o intradérmica o in ovo.
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Para aves tales como pollos, la via de administracién preferida es la administracién mucosa, administracién en
aerosol o a través del agua de bebida.

La composicién de vacuna administrada también se puede usar para prevenir los signos clinicos de la infeccién
por circovirus.

La composicién de vacuna administrada también se puede usar para inducir una respuesta inmunoldgica en el
animal frente a un circovirus.

En un cuarto aspecto, la presente invencién proporciona un cebador de dcido nucleico de acuerdo con la reivindi-
cacién 7 6 8.

En un sexto aspecto, la presente invencién proporciona una proteina viral 2 (VP2= del VAP mutante aislada que
tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del grupo compuesto por las SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18,
20, 22,24 y 26.

En un séptimo aspecto, la presente invencion proporciona uso de una molécula de 4cido nucleico aislada de acuerdo
con el cuarto aspecto de la presente invencién en la fabricacién de una vacuna para conferir a un animal inmunidad
frente a una infeccién por circovirus.

En un octavo aspecto, la presente invencién proporciona un procedimiento para producir una vacuna contra circo-
virus de acuerdo con el segundo aspecto de la invencién, que comprende:

(a) inocular una molécula de dcido nucleico aislada derivada u obtenida de un genoma de circovirus en el saco
vitelino de un huevo embrionado, en la que la molécula de acido nucleico incluye al menos una porcién de una regién
codificadora de la proteina viral 2 (VP2) que tiene una mutacién en su interior;

(b) permitir que el circovirus se replique a partir del 4cido nucleico aislado; y

(c) recolectar el circovirus del huevo.

Preferentemente, el circovirus es el virus de la anemia del pollo (VAP), un virus TT (TTV) u otro virus similar.
Mais preferentemente, el circovirus es el virus de la anemia del pollo (VAP). Con la definicién de circovirus se pretende
incluir un VACP y cualquier otro virus que tenga un genoma de ADN circular, monocatenario y de sentido negativo y
que exprese una proteina con una actividad funcionalmente equivalente como proteina VP2 del VAP.

Preferentemente, la molécula de acido nucleico aislada incluye el genoma completo del circovirus que incorpora
mutaciones en las regiones de inicio de la traduccién de la VP2, los motivos de la PTPsa o las regiones de hélice alfa
dcidas o las regiones de laminas beta bésicas.

En la presente memoria, a menos que el contexto requiera lo contrario, se entiende que la palabra “comprenden” o
variaciones tales como “comprende” o “que comprende” implica la inclusién de un elemento, nimero entero o etapa
indicados, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas, pero no la exclusién de cualquier otro elemento, niimero
entero o etapa, o grupo de elementos, nimeros enteros o etapas.

Toda discusién de documentos, actos, materiales, dispositivos, articulos o similares incluidos en la presente es-
pecificacién se realiza exclusivamente con el fin de proporcionar un contexto para la presente invencién. No se debe
tomar como admisién de que cualquiera o todas estas materias forman parte de la base de la técnica anterior o eran
conocimientos generales habituales en el campo relevante a la presente invencidn ya que existian en Australia antes
de la fecha de prioridad de cada reivindicacién de esta solicitud.

Con el fin de entender la presente invencién con mayor claridad, las formas preferidas se describirdn con referencia
a las siguientes figuras y ejemplos.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra graficos de Chou-Fasman de dos regiones predichas de a-hélice anfipatica de los residuos 128
a 143 y de ldmina-g anfipética de los residuos 151 a 158 de la VP2.

La figura 2 muestra la transfeccion de la mut C86 R en células MSBI1.
La figura 3 muestra la transfeccién de la mut C 95 S en células MSB1.
La figura 4 muestra la transfeccion de la mut C 97 S en células MSBI1.

La figura 5 muestra la transfeccion de la mut R 101 G en células MSBI1.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 646 T3

La figura 6 muestra la transfeccién de la mut H103 Y en células MSB1.

La figura 7 muestra la transfeccion de la mut R129 G en células MSB1.

La figura 8 muestra la transfeccion de la mut Q 131 P en células MSBI1.

La figura 9 muestra la transfeccion de la mut R/K/K 150/151/152 G/A/A en células MSBI1
La figura 10 muestra la transfeccién de la mut D/E 161/162 G/G en células MSB1.

La figura 11 muestra la transfeccién de la mut L 163 P en células MSB1.

La figura 12 muestra la transfeccién de la mut D169 G en células MSB1.

La figura 13 muestra homologos de la R-PTPasa alineados con la secuencia de aminodcidos de la VP2 del VAP
usando el software ECLUSTALW (WebANGIS) u mostrados graficamente usando el software Seqvu (Garvin Institu-
te). Fila 1: Proteina de pollo tirosina fosfatasa alfa (Z32749), residuos 302-306, puntuacién de homologia 30%. Fila 2:
R-PTPasa humana (PP18433), residuos 301-353, puntuacién de homologia 32%. Fila 3: R-PTPasa de rata (Q03348),
residuos 295-347, puntuacién de homologia 32%. Fila 4: R-PTPasa de ratén (P18052), residuos 328-380, puntuacién
de homologia 32%. Fila 5: R-PTPasa humana (17011300A). Fila 6: Proteina tirosina fosfatasa de placenta humana
(CAA38065), residuos 292-345, puntuacién de homologia 32%. Fila 7: VP2 del VAP.

La figura 14 muestra la alineacién de la secuencia de aminoacidos de la VP2 del VAP y la secuencia del TTV
SANBAN usando el software ECLUSTALW (WebANGIS) u mostrados graficamente usando el software Seqvu
(Garvin Institute). Se muestran los nimeros de registro en Genbank para los virus TT.

La figura 15 muestra una separacion electroforética de las proteinas de fusién glutatién-S-transferasa (GST) en
un gel de poliacrilamida al 12,5% y la visualizacién con tincién con azul de Coomassie. Calle 1, patrones de peso
molecular de amplio espectro (Biorad); calle 2, 2,6 mg de proteina de fusién GST-VP2 del VAP; Calle 3, 3,0 mg de
GST.

La figura 16 muestra una transferencia de timo western con sonda con un antisuero policlonal de ratén producido
contra la region COOH terminal de la VP2. Calle 1, patrones de peso molecular de amplio espectro (Biorad); calle 2,
3,0 mg de GST; Calle 2,6 mg de la proteina de fusién VP2 del VAP-GST.

La firma 17 muestra una transferencia de tipo western con sonda con antisuero policlonal de conejo contra GST.
Calle 1, patrones de peso molecular; calle 2, 3,0 ug de GST; calle 3, 2,6 ug de la proteina de fusién GST-VP2 del virus
de la anemia de pollo.

La Figura 18 muestra un estudio de evolucidn en el tiempo de la liberacién de fosfato de ENDY (Pi)INASL cata-
lizada por VP2-GST o una preparacién control de GST. Las reacciones se llevaron a cabo con sustrato 15 nmol. La
actividad [V] se midié en nmol de fosfato liberados para cada punto de tiempo.

La figura 19 muestra la actividad PTPasa de VP2-GST y proteinas control GST en el ensayo de la PTPasa. Las
reacciones se llevaron a cabo con 10 nmol de sustrato y durante 1 minuto. La actividad inicial [V,] se midié en nmol
de fosfato liberados para cada concentracién de sustrato. El error estdndar de la media para cada concentracién de
sustrato analizada fue inferior a 0,101.

La figura 20 muestra la actividad PTPasa de la VP2 del TLMV con respecto a la actividad de 1la VP2 del VAP.

Modo(s) para llevar a cabo la invencion
Procedimientos Experimentales
I. Vacuna contra el VAP
Andlisis del genoma del VAP y disefio de sitios para mutagénesis

Los estudios que se describen més adelante (Procedimientos Experimentales-VP2) han establecido la actividad de
la PTPasa y se han identificado los residuos clave predichos en el motivo firma por comparacién con los motivos firma
conocidos de la PTPasa. Estos residuos han formado la base del disefio de una estrategia de mutagénesis en un clon
de genoma completo infeccioso del VAP. Se pueden disefiar mutaciones para modificar el papel de la PTPasa durante
la infeccidn sobre la base del conocimiento de su efecto sobre la catélisis de la PTPasa in vitro. Los sitios diana de la
mutagénesis dentro de la VP2 del VAP para demostrar la aplicabilidad de esta estrategia fueron 86, 95, 97, 101 y 103.
Normalmente, el residuo 86 es C y estaba mutado a S (mut C 86 S) y las otras mutaciones demostrativas fueron mut
CO95S, mut C97 S, mut R 101 Gy mut H 103 Y. Las mutaciones mut C 95 S y mut C 97 S eliminan los residuos
de cisteina que se ha predicho que son esenciales para la actividad PTPasa y que son cisteinas cataliticas implicadas
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en la formacién del intermedio cisteinil-fosfato formado durante la catdlisis. Las mutacién mut R 101 G elimina los
residuos bdsicos cargados que se ha predicho que son esenciales para la actividad PTPasa y que estdn implicados en
la coordinacién del sustrato fosfotirosina con os residuos de cisteina catalitica. Los residuos 103 y 86 flanquean el
motivo firma predicho y estdn altamente conservados en los virus TT y VAP.

Las predicciones estructurales de la proteina VP2 se realizaron usando un software disponible a través de la inter-
faz ANGIS (WebANGIS, Australian National Genomic Information Service). Se identific6 una regién de estructura
secundaria de alto grado hacia el extremo carboxilo terminal de la VP2. Los graficos Chou-Fasman de la regién pre-
dicen una regién dcida compuesta por hélice «, seguida por una region bdsica compuesta por hélice a y lamina-g3,
después una segunda regién dcida de una hélice @. La estructura secundaria se subdivide ademads en una serie de resi-
duos de prolina. Hay dos regiones predichas de a-hélice anfipatica de los residuos 128 a 143 y de ldmina-8 anfipatica
de los residuos 151 a 158 (figura 1). Se ha predicho que el alto grado de estructura secundaria se correlaciona con un
dominio proteico funcional. Las predicciones de estructura secundaria permiten la introduccién de mutaciones dise-
fladas para romper la organizacién estructural de la regién, de modo que se modifica la funcién de esta regioén. Para
demostrar el efecto de la mutacién dentro de la region de alfa-hélice anfipatica basica predicha mut R 129 G y mut
R/K/K 150/151/152 G/A/A se han construido para neutralizar la distribucién de la carga bésica polar en la estructura
secundaria. También se ha introducido la mut Q 131 P en la hélice alfa en esta region para romper la hélice. Se emple6
un idéntico enfoque para romper la regién de hélice alfa dcida con la introduccién de mut L 163 P. En la region de
la hélice alfa dcida mut D/E 161/162 G/G y mut D 169 G se realizaron constructos con el objetivo de neutralizar la
distribucién de la carga 4cida. Las secuencias nucleicas mutadas del genoma del VAP y las secuencias de aminoacidos
de la VP2 se enumeran en secuencias n° 1 a 28.

Diserio del cebador

En todos los experimentos se usé el aislamiento australiano CAU269/7 del VAP. Para cada mutacién introducida
se sintetizaron oligonucledtidos superpuestos pareados complementarios a ambas hebras de la secuencia de la VP2
del VAP. Los pares de oligonucledtidos se disefiaron para incorporar sustituciones nucleotidicas que codifican las al-
teraciones de aminodcidos. El genoma del VAP codifica 3 genes en 3 marcos de lectura abiertos superpuestos. Las
regiones de la VP2 del VAP diana para la mutagénesis se superponen en los ORF2 y ORF3, que estin FRAMESHIFT
con respecto a la VP2 por uno o dos pares de bases, respectivamente. Ninguna de las mutaciones introducidas cam-
bia las secuencias de aminoécidos codificadas por los ORF2 y ORF3. La tabla 1 indica los cebadores usados en la
introduccién de las mutaciones en la VP2 del VAP.

TABLA 1

Cebadores que incorporan cambios de bases que codifican mutaciones dirigidas dentro de la secuencia de la VP2
del VAP. La numeracion de las mutaciones se basa en la secuencia de aminodcidos del VP2. Los residuos
mutados estdn indicados

Mutacion introducida | oligonucleétido de | oligonucleétido de
en la VP2 del VAP sentido + sentido -
mut C87R ctgcgegaaCgctege aacgcgagcGttcgeg
gttcccacgcetaag cagccacacagcga
mutC95 S cgctaagatcAgcaact cgcagttgcTgatctta
gcg gcgtg
mut C 97 S atctgcaacAgcggac attgtccgcTgttgeag
aattc atcttag
mut R 101 G ctgcggacaattcGga cagtgttticCgaatt
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aaacactgg gtccgeag

mutH 103 Y cagaaaaTactggttic gaaaccagtAtittct
aagaatgtgccggac gaattgtccgcag

mutR 129 G ctgcgacccctcGgag cccigtactcCgaggg
tacaggg gtcgcaggatcge

mut Q131P cgagtacCgggtaagce cgcttacccGgtactc
gagctaaaag ggagg

mut R/K/K 150/151/152 | ccgaacGgeGCgGCg atacaccGCcGCgcCg

G/A/A gtgtataag ttcggggtc

mut D/E 161/162 G/G taagatggcaagGceg tgcgagcCegCcttge
Ggctcgcagacc catc

mut L 163 P gacgagcCcgcagacc ggccteteggtetgeg
gagag Ggctcgtc

mutD 169 G gagaggccgGttitac gcgtaaaaCceggccic
gccttcag tcggtc

mut K 102 E ctgcggacaattcagaGa gaaaccagtgttCict

gaattgtccgcag

acactggtitc

mut E 186 G gcgacttcgacgGaga tttatatctCcgtcgaag
tataaatttc tcge

Mutagénesis por PCR de extension superpuesta

Se introdujeron mutaciones en la secuencia de la VP2 del VAP por PCR de extension superpuesta. El siguiente
procedimiento se aplica a la mutagénesis de todos los constructos mutantes a menos que se indique otra cosa. El
molde par PCR era un clon de genoma completo del VAP (pCAU269/7) en el vector plasmidico pGEX-4Z (Promega).
El molde de ADN se prepar6 a partir de E. coli DHSa que posee el clon pCAU269/7 cultivado a 37°C en agar de
Luria-Bertaniagar (LA) con seleccion en 50 ug/ml de ampicilina. Se realizé una preparacién de plasmido usando un
kit gqiagen de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Qiagen). La mutagéneis por PCR se realizé en dos etapas.
La primera etapa consistié en un grupo de 2 reacciones de PCR: Una de un cebador adyacente en direcciéon 5’ hacia el
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cebador de mutagénesis sentido - y una desde un cebador adyacente en direccién 3’ hacia el cebador de mutagénesis
sentido +. En la segunda etapa de la mutagénesis por PCR, los productos del primer par de reacciones actuaron como
molde en una reaccién de PCR solapada utilizando los cebadores adyacentes. El producto de PCR generado estd unido
por las secuencias adyacentes y se incorpora en ambas hebras las mutaciones introducidas en el molde en la primera
etapa de la PCR.

El cebador adyacente en direccién 5° del VAP 1-5 CTATCGAATTCCGAGTGGTTACTAT 3’ y el cebador adya-
cente en direccion 3° CAV.10-5" TGCTCACGTATGTCAGGTTC 3’ se usaron en la PCR solapada para la construccién
de mut C 95 S y mut C 97 S. En la primera etapa se prepardé una mezcla de reaccion de 100 ul que contenia 300 uM de
cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, MgSO, 2 mmM, 200 uM de cada cebador, 10 ul de tamp6n 10x platino Pfu
Tag ADN polimerasa, 2 U de platino Pfu Tag ADN polimerasa (Promega) y 1 ul de ADN molde. La reaccién de PCR
se incubd a 95°C durante 2 minutos, seguido por 30 ciclos a 95°C durante 40 segundos, a 60°C durante 60 segundas,
después a 68°C durante 40 segundos, y una incubacion final a 68°C durante 5 minutos. El moldeo de la primera etapa
se eliminé mediante digestién con la endonucleasa de restriccién Dpnl (Life Technologies). Los productos de la PCR
se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) y las bandas correspondientes a los productos de la etapa
uno se escindieron y purificaron mediante extraccién en gel Qiaex II (Qiagen) segun las instrucciones del fabricante.
Para la PCR solapada se preparé una mezcla de reaccién de 100 ul que contenfa 300 uM de cada uno de dATP, dCTP,
dGTP y dTTP, MgSO, 2 mmM, 200 uM de cada cebador, 10 ¢l de tampdn 10x Hifidelity 7ag ADN polimerasa, 2 U
de Hifidelity 7ag ADN polimerasa (Promega) y 1 ul de ADN molde. La reaccién de PCR se incubd a 95°C durante 2
minutos, seguido por 1 ciclo a 95°C durante 40 segundos, 57°C durante 90 segundos, después a 68°C durante 40 segun-
dos, después 15 ciclos a 95°C durante 40 segundos, 57°C durante 60 segundos, después a 68°C durante 40 segundos y
una incubacion final a 68°C durante 5 minutos.

Los procedimientos para la mutagénesis de todos los demds mutantes, a excepcién de la mut C87R y la mut H 103
Y, fueron como se ha descrito para mut C 95 S y mut C 97 S, excepto que el cebador adyacente en direccién 5° fue
el cebador CAV.2 5> GCGGAGCCGCGCAGGGGCAA 3’ y el cebador adyacente en direccién 5° fue CAV.10. En la
segunda etapa de la PCR solapada las reacciones se incubaron a 96°C durante 2 minutos, seguido por 15 ciclos a 96°C
durante 40 segundos, 58°C durante 60 segundos, después a 72°C durante 60 segundos y una incubacién final a 72°C
durante 5 minutos.

Se probd sin éxito una serie de condiciones de PCR en un intento de solapar con PCR los productos de la muta-
génesis para mut C87R y mut H 103 Y. Por tanto, se generaron mut C87R y mut H 103 mediante mutagénesis por
extension superpuesta de circulo completo en una unica reacciéon de PCR. Se establecié una mezcla de reaccién de
100 il tal como se ha descrito anteriormente, aunque usando unicamente los cebadores de mutagénesis relevantes. La
reaccién de PCR se incubé a 96°C durante 2 minutos, seguido por 1 ciclo a 96°C durante 40 segundos, 55°C durante 60
segundos, después 68°C durante 5 minutos, después 40 ciclos a 96°C durante 40 segundos, 60°C durante 60 segundos,
después 68°C durante 5 minutos y una incubacién final a 68°C durante 5 minutos. E1 ADN molde se eliminé mediante
digestion con la endonucleasa de restriccién Dpnl y el producto de la PCR se purificé mediante extraccién con fenol
estandar, fenol-cloroformo y fenol-cloroformo-isoamilo y precipitacién en etanol.

Clonacion de constructos mutantes

El siguiente procedimiento se aplicé a la clonacién de todos los constructos mutantes a menos que se indique
otra cosa. Los productos de la PCR que contenian las secuencias mutantes se subclonaron en el clon infeccioso de
VAP en el vector plasmidico pGEX-4Z, pCAU269/7. Los productos de la PCR se digirieron con las endonucleasas de
restriccion Stul y Bsml y se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa (1%). Se escindié una banda de 357
pb y se purificé mediante extraccion en gel Qiaex II (Qiagen) segtin las instrucciones del fabricante. E1 pCAU269/7
se digiri6 de un modo similar con las endonucleasas de restriccién Stul y Bsml para eliminar la regién de 357 pb a
sustituir con la secuencia mutante y la banda de 4687 pb se purificé en un gel de agarosa al 1%. Después, el producto
de la PCR se 1ig6 en la estructura VPA-pGEX-4T-2 (Promega) digerida siguiendo los protocolos estindar. La cepa
DH5a de E. coli se transform6 mediante electroporacion con el plasmido ligado y se cultivé a 37°C en agar de Luria-
Bertani (LA) que contenia ampicilina a 50 pg/ml. El plasmido se purificé en clones seleccionados usando un kit de
Qiagen segun las instrucciones del fabricante (Qiagen). Los clones se sometieron a deteccion selectiva para detectar la
presencia del inserto mediante PCR usando el cebador directo CAV.2 y el cebador inverso CAV.10. El ADN clonado
se secuencié usando un kit de secuenciacién Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer), usando
los cebadores CAV.2 y CAV.10.

Los procedimientos para la construccién de mut C87R y mut H 103 Y progresaron como se ha descrito, a excepcion
de las variaciones siguientes. El producto purificado de 1a PCR de la etapa 2 se cloné inicialmente en el vector pGEM-
4T-2 (Promega) segun las instrucciones del fabricante y después se digiri6 con las endonucleasas de restriccion Stul
y Bsml y se subclonaron en pCAU269/7 como se ha descrito anteriormente. Los productos de la PCR mut C87R y
mut H 103 Y, tras digestién con la endonucleasa de restriccién Dpnl, se ligaron siguiendo los protocolos estandar y se
transformaron mediante electroporacién en la cepa DHS5a de E. coli y se cultivaron a 37°C en agar de Luria-Bertani
(LA) que contenia ampicilina a 50 ug/ml. Los clones que contenian la secuencia mutante se sometieron después a
deteccion selectiva y se seleccionaron como se ha descrito en lo que antecede.
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Transfeccion de genomas viricos mutados en células MSB1

El clon control pCAU269/7, control pEGFP-C2 y los constructos mut C87R, mut C 95 S, mut C 97 S, mut R 101 G,
mut H 103 Y, mut R 129 G, mut N 131 P, mut R/K/K 150/151/152 G/A/A, mut D/E 161/162 G/G, mut L 163 P, mut D
169 G y mut E 186 G se transfeccionaron en cultivos celulares.. EIl ADN del VAP para transfeccién se preparé usando
un kit de purificacién plasmidica Qiagen. Todos los constructos se digirieron con la endonucleasa de restriccion EcoRI
para liberar el inserto gendmico, se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y las bandas de 2298 pb se
escindieron del gel y se purificaron usando el kit de purificacién plasmidica en gel Qiaex II segtin las instrucciones del
fabricante, E1 ADN del VAP purificado se resuspendié en Tris 10 mM estéril (a pH 8 a 25°C). El ADN control para
transfeccion pEGFP-C2 que contenia la proteina fluorescente verde (GFP) en direccién 3’ de un promotor de CMV se
preparé en forma de un pldsmido sin digerir.

En todos los experimentos se utiliz6 la linea celular MDCC linfocitica transformada con el virus de la enfermedad
de Marek-MSBI1. Las células se cultivaron en medio RPMI 1640 (Sigma Chemical Company, St. Loius, Missouri,
EE.UU.) suplementado con glutamina 2 mM (Sigma), piruvato 2 mM, NaHCO; 0,2%, 50 ug/ml de ampicilina (CSL),
50 pug/ml de gentamicina (CSL) y 10% de suero bovino fetal (Flow Laboratories) (inactivada con calor a 524°C) (medio
completo denominado RF-10), a 37°C en CO, al 5%. El cultivo se pasé a medio fresco 24 horas antes de la transfeccién
para sincronizar el estadio del ciclo celular. Las células se lavaron dos veces en el RPMI sin FCS, se resuspendieron a
una concentracion final de 107 células/ml y una alicuota de 700 pl se transfirié con 10 ug del ADN relevante a un tubo
de microfuga en hielo para cada muestra. La transfeccidn se consiguié mediante electrointernalizacion con un pulso
de duracién prolongada y alto voltaje en una cubeta de electroporacion de 0,4 cm de hueco en un aparato Gene Pulser
(Bio Rad). Se liber6 un pulso a 400 v, 900 uF, oo resistencia y capacitancia de extensioén. Las células se incubaron a
temperatura ambiente durante 5 minutos, después se resuspendieron en 5 ml de medio de crecimiento precalentado.
La eficiencia de la transfeccion se evalu6 48 horas después mediante determinacion del porcentaje de células positivas
para la expresion de GFP en la transfeccién control.

Evaluacion de la competencia de la replicacion y la infectividad de los constructos mutantes del VAP

La capacidad de los virus mutantes para infeccion y replicacion en un cultivo celular se evalu6 en células MDCC-
MSBI transfeccionadas con constructos viricos mutantes. Los cultivos se pasaron en serie a una dilucién de 1/10 a
intervalos de 48 horas para 10 pases. Las muestras (cada 48 horas) se evaluaron para determinar la infectividad por
porcentaje de células que expresan VP3. La expresion de VP3 se detecté mediante ensayo de inmunofluorescencia. Las
células infectadas se lavaron dos veces y se resuspendieron en 200 ul de solucién salina tamponada con fosfato (PBS)
apH 7,4y se aplicaron a un porta con multiples pocillos. Las preparaciones se lavaron entre todas las incubaciones con
tampdn PBS que contenia 0,1% de BSA y 0,05% de Tween 20. Las células se fijaron en metanol al 90% helado durante
5 minutos y la preparacién se bloqueé durante 1 hora con una solucién de 5% de BSA/PBST a 37°C en una cdmara
humidificada. El anticuerpo primario fue un anticuerpo monoclonal de ratén anti-VP3 (TropBio) diluido a 1/200 en
0,1% de BSA/PBST y se incubd durante 1 hora a 37°C en una cdmara humidificada. El anticuerpo secundario fue
un anticuerpo monoclonal de oveja anti-ratén conjugado con isotiocianato de fluoresceina (Dako) diluido a 1/100 en
0,1% de BSA/PBST y se incubé durante 1 hora. Los porcentajes de células fluorescentes contra el nimero de pases se
cuantificaron respecto a la fluorescencia base control de MSB1.

Las preparaciones de virus mutantes se realizaron desde el primer pase de cultivo transfeccionado que demostré
al menos un 5°% de infeccién con el VAP. El cultivo se congeld y descongeld tres veces y después se aclaré con
centrifugacién a 6000 g durante 10 minutos. Después, las células MDCC-MSBI se reinfectaron con la preparacién
virica. La preparacion del virus mediante este procedimiento y la reinfeccién del cultivo se repitieron para al menos
tres pases viricos en cada caso. La recuperacion del virus competente de replicacién se demostré mediante ensayo de
inmunofluorescencia (como se ha descrito en lo que antecede), PCR del lisado infectado seguida por transferencia de
tipo southern con una sonda especifica del VAP y transferencia de tipo western del lisado infectado. De las células
MDCC-MSBI se purificé una preparacion de ADN celular 48 horas después de la infeccidén con el VAP mutante
mediante lisis con proteinasa K y dodecilsulfato sédico (SDS) y extraccién en fenol/cloroformo, segtin el método
de Meehan, B. M., Todd, D., Creelan, J. L., Earle, J. A., Hoey, E. M. y McNulty, M. S. (1992). Characterization of
viral DNAs from cells infected with chicken anaemia agent: sequence analysis of the cloned replicative form and
transfection capabilities of cloned genome fragments. Arch Virol 124, 301-319. Después, la secuencia mutante se
amplificé usando el grupo de cebadores CAV.2 and CAV.10 y las correspondientes condiciones de la reacciéon PCR
descritas en lo que antecede. El producto de la PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 1% y se
transfirié a una membrana de nylon Hybond-N (Amersham) usando transferencia capilar (Sambrook, J., Fritsch, E.F.
y Maniatis, T. (1989). Molecular Cloning, A Laboratory Manual, (ed. C. Nolan). New York: Cold Spring Harbor
Laboratory Press). Tras la transferencia, la membrana se aclaré durante 10 minutos en tampdén 6xSSC y se expuso a
luz ultravioleta en un transiluminador durante 10 minutos. A partir del ADN del clon genémico del VAP se realizé
una sonda radiomarcada especifica del VAP usando cebado hexamérico aleatorio de sintesis de ADN con un kit
comercial segun las instrucciones del fabricante (Boehringer Mannheim). La membrana se empapd en un tampén de
pre-hibridacién de 5xSSC, 5x solucién de Denhart, 100 ug/ml de ADN desnaturalizado de esperma de salmén y 0,5%
de SDS, a la que se ha afadido la sonda radiomarcada preparada. La sonda se hibrid6 al ADN transferido durante la
noche a 50°C. La transferencia se lavo tres veces durante 20 minutos con 2 xXSSC y 0,1% de SDS a 68°C y se expuso
una pelicula radiogréfica a la transferencia durante 4 horas a -70°C.
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Las transferencias tipo western se realizaron de un lisado de 10° células MDCC-MSBI1 infectadas con el VAP
mutante. Las proteinas se sometieron a electroforesis en geles de poliacrilamida dodecilsulfato sédico (SDS) al 12,5%
y se tifieron con azul brillante de Coomassie (Laemmli, Reino Unido (1970). Cleavage of structural proteins during the
assembly of the head of bacteriophage T4. Nature 227, 680-685). Las proteinas se elctrotransfirieron a una membrana
de polivinildifluoruro (PVDF: Immobilon, Millipore). Las transferencias tipo western se sondaron con un anticuerpo
monoclonal de ratén producido contra la VP3 del VAP (TropBio) diluido a 1/2000 en 0,1% de BSA/PBST y se
incubaron durante 1 hora, seguido por un conjugado secundario de peroxidasa de rdbano de oveja (HRP) anti-ratén
diluido a 1/2000 y desarrollado con sustrato de quimioluminiscencia (Amersham Pharmacia).

Demostracion de un fenotipo in vitro para virus mutantes de VAP

Se investigaron las caracteristicas de crecimiento y citopatogenicidad de los virus mutantes. Los virus mutantes
del VAP se titularon en placas usando un virus control generado a partir de pCAU269/7. La titulacién se realizé en una
bandeja multipocillo de 8 x 12 (Nunc) en volimenes de cultivo de 200 ul a 5x10° de células MSB1/ml. Se realizaron
diluciones en serie de 10 del virus madre con 6 duplicados y variaron desde los factores de dilucién finales de 0,05
a 0,5x107'°. A intervalos de 48 horas, las células infectadas se pasaron en serie a medio fresco a una dilucion de 1
en 4. Cada pocillo se puntué segiin la evidencia de existencia de un efecto citopatogénico (ECP). Las indicaciones de
ECP son células hinchadas de mayor tamafio, vacuolacién nuclear y ensamblajes de cromatina, fragmentacion celular
y alcalinizacion del medio. Los cultivos se pasaron en serie hasta que no se detectaron diferencias entre los sucesivos
pases en el tltimo punto o la dilucién mds baja a la que se observé el ECP en el 50% de los pocillos. La observacion de
ECP se confirmé mediante ensayos de inmunofluorescencia de la dilucién de punto final. El titulo se calculé como la
dosis infectiva de cultivo tisular para el 50% de infectividad (DICTso/ml) usando el método de Karber. Normalmente
eran necesarios 5-7 pases para establecer el dltimo punto.

Los titulos de las reservas viricas obtenidas mediante filtracién en placa se confirmaron mediante Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) con respecto a la reserva de virus parental como patrén. Se realizé una serie de dilu-
cién de diez veces de 10° a 10~* de la reserva virica en voldmenes de 0,5 ml de RPMI. Después, las diluciones viricas
se adsorbieron en 4 x 10 células MSB1-MDCC vy se resuspendieron en 4 ml de RF10 en una bandeja de cultivo de 6
pocillos. Tras 48 horas de infeccién, se sedimentaron 2 ml de células mediante centrifugacién a 1500 g durante 5 mi-
nutos. Las células infectadas se prepararon para tincién con inmunofluorescencia mediante fijacién, permeabilizacién
y bloqueo de la reactividad inespecifica de superficie. Todos los lavados se realizaron con volimenes de 5 ml de FCS
al 1% y azida sédica 1 mM (NaN;) en PBS. Las etapas de centrifugacion entre las etapas tampon se realizaron a 1500
g durante 5 minutos. Las células se fijaron mediante durante 45 minutos a 41C en 1 ml de formaldehido ultrapuro al
3% en PBS y NaN; 1 mM. A continuacién, las células fijadas se lavaron dos veces en 5 ml de glicina 0,1M y NaNj;
1 mM, después se permeabilizaron durante 5 segundos mediante resuspensién en 0,5 ml de 0,1% de Triton-X100 y
NaN; 1 mM en PBS, seguido por dilucién en 4,5 ml de tampdn de lavado y dos etapas de lavado posteriores. Tras la
permeabilizacién, las células se colocaron en hielo en todas las etapas. La reactividad no especifica se bloque6 me-
diante una incubacién de 15 minutos a 4°C en FCS al 10% y NaN; 1 mM en PBS, seguido por dos etapas de lavado.
El anticuerpo primario fue 50 ul de un anticuerpo monoclonal de ratén anti-VP3 TropBio) diluido a 1/50 en tampén
de lavado y las células se incubaron en éste durante 45 minutos a 4°C. El anticuerpo secundario fue un anticuerpo
monoclonal de oveja anti-ratén conjugado con FITC (Dako) de nuevo diluido a 1/50 en tampén de lavado y las células
se incubaron en éste durante 45 minutos a 4°C. Las células inmunotefiidas se almacenaron durante hasta 16 horas en
200 p de formaldehido ultrapuro al 1% en NaN; 1 mM en PBS.

Las reservas viricas pCAU269/7, que se habfa titulado en placas tres veces anteriormente, se usaron como patro-

nes para cada andlisis de FACS. La adquisicién y el andlisis de los datos se realizé con el software Cellquest. Los
pardmetros del instrumento citémetro se indican en la tabla 2.

TABLA 2

Pardmetros del instrumento citometro

Parametro Detector Voltaje Ganancia A Modo
P1 FSC EO1 1,81 Lineal
P2 SSC 366 1,00 Lineal
P3 FL1 469 1,00 Logaritmico

La poblacién de linfocitos obtenida se mostré en forma de un histograma con la intensidad de la fluorescencia
como variable dependiente. Se observaron dos poblaciones celulares distintas de distribucién normal; un pico de
intensidad de fluorescencia baja debido a la tincidn de base y a la autofluorescencia, y un segundo pico de intensidad
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de fluorescencia alta especifica. Se establecié visualmente un marcador para que incluya a tincién de células con
intensidad alta, especificamente para VP3 del VAP y para contener < 0,05% de las células en la muestra no infectada
control negativo. A partir de las reservas viricas se construyé una curva estandar de dilucién virica frente al recuento
celular en la regién marcador. Las curvas se establecieron con independencia tres veces distintas. Las diluciones
relativas de las reservas viricas de prueba se establecieron calculando la transposicién de la curva del FACS desde una
curva estdndar concurrente.

La citopatologia in vitro se evalué mediante microscopia de contraste de fases y mediante tincion de células fijadas
con un anticuerpo monoclonal especifico para VP3 como se ha descrito en lo que antecede. Las células se contratifieron
durante 2 minutos en tincién de Hoescht. También se realiz6 tincién inmunofluorescente (IFA) con un anticuerpo
policlonal de ratén producido contra la region C terminal de VP2, a una dilucién de 1/100 y un anticuerpo secundario
policlonal de oveja anti-ratén conjugado con FITC (Dako) de nuevo diluido a 1/100 en 0,1% de BSA/PBST.

Modelo de exposicion en huevos embrionados

Se desarroll6 un modelo de exposicién en huevos embrionados con el fin de evaluar la infectividad y el fenotipo in
vivo del VAP mutante. Inicialmente, el modelo se usé para verificar la equivalencia entre el virus generado de la trans-
feccién del ADN de pCAU269/ 7 (virus clon) y la cepa de VAP parental CAU269/7 (virus parental). La inoculacién en
el saco vitelino de embriones de dias con el virus parental, pCAU269/7 y el in6culo de MSB1 simulado se repiti6 tres
veces. Los virus mut C87R, mut R 101 G, mut H 103 Y, mut R 129 G, mut N 131 P, mut R/K/K 150/151/152 G/A/A,
mut D/E 161/162 G/G, mut L 163 P, mut D 169 G y mut E 186 G se probaron en el modelo comparado con el virus
clon y el inéculo de control de células MSBI sin infectar. Los experimentos de exposicion de mutantes se repitieron
dos veces distintas.

Inoculacion de huevos embrionados

Se prepararon reservas viricas a partir de 400 ml de cultivo infectado de células MDCC-MSBI1 en un procedi-
miento adaptado de Todd, D., Mackie, D. P., Mawhinney, K. A, Conner, T. J., McNeilly, F. y McNulty, M. S (1990).
Development of an enzyme-linked immunosorbent assay to detect serum antibody to chicken anemia agent. Avian Dis
34, 359-363. Brevemente, 400 ml de cultivo se sonicé a una frecuencia baja en un bafio de hielo, se afiadié SDS hasta
0,5% y el lisado se incubd durante 30 minutos a 37°C. Los residuos celulares se eliminaron mediante sedimentacién
a 10.000 g durante 30 minutos. Después, el virus se purific6 mediante ultracentrifugacion a 80.000 g durante 3 horas
a 15°C. Los sedimentos viricos se lavaron en medio RPMI y se sedimentaron de nuevo a 80.000 g durante 3 horas.
Las reservas viricas se titularon siguiendo el procedimiento descrito en lo que antecede y se resuspendieron a un titulo
final de 10*> DICTs,/ml.

Los huevos sin patégenos especificos fértiles (SPF) se obtuvieron de SPAFAS Australia Pty. Ltd., James Rd (PO
Box 641), Woodend VIC 3442, Australia. Los huevos se incubaron en un incubador Multiplo Brooder con capacidad
para 300 huevos y giro manual. Mediante una aguja de 0,56 mm se inocul6 un inéculo del virus de 0,5 ml, o 104
DICTS50, en el saco vitelino de huevos embrionados de 7 dias.

Valoracion de la infectividad y fenotipo in vivo de los virus mutantes

La infectividad se valoré mediante la deteccion de la proteina virica VP3 mediante inmunofluorescencia en células
aisladas de médula 6sea y de timo, bazo y bolsa. Se realizaron preparaciones finas de médula ésea extraida de la
cavidad medular femoral. El ensayo de inmunofluorescencia que se describe en lo que antecede para el cultivo celular
se uso para detectar VP3 de VAP en médula 6sea. El fenotipo in vivo se evalu6 mediante el peso corporal, los pesos
de los drganos linfoides y la puntuacién de la lesion de la anatomo-patologia macroscdpica en embriones a los 21
dias. Los pesos se midieron para el embrién completo y el timo, el bazo y la bolsa de Fabricio diseccionados. El
hematocrito (PCV) se midié en sangre obtenida mediante venopuncién de la vena vitelina o puncién cardiaca. La
anatomo-patologia macroscopica se valor6 usando un sistema estandarizado de puntuacion de la lesién para érganos
diana de la infeccién por el VAP.

Puntuacion de las lesiones

Se estableci6 un sistema de graduacién para permitir la clasificacion consistente de la gravedad de la lesion asociada
con la infeccién por VAP. Las lesiones en el timo, médula 6sea, bazo, bolsa de Fabricio y la incidencia de hemorragia
se puntuaron todas ellas en una escala de 1 a 4. A partir de esto derivé una puntuacién acumulada de la lesién para
la gravedad global de la patologia con puntuaciones dobles para el timo y la médula ésea porque son los principales
6rganos diana de la infeccion. En todos los casos, una puntuacién de 1 indica ausencia de patologia. Las tablas 3-8
indican el sistema de puntuacién usado para la anatomia-patolégica macroscépica.
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TABLA 3

Puntuacion del timo

Puntos de graduacion

Clasificacion

Descripcion

4

Grave

~80-100% pérdida de parénquima
lobular, * hemorragia grave, *
exudado serosanguinolento intenso

Moderado

~50-80% pérdida de parénquima
lobular, + hemorragia moderada, *
exudado serosanguinolento
moderado

Leve

~10-50% pérdida menor de
parénquima lobular, O hemorragia
leve O exudado serosanguinolento
leve

TABLA 4

Puntuacion de la médula osea

Puntos de graduacion | Clasificacion | Descripcion

4 Grave ~80-100% pérdida practicamente
completa de médula, muy palida

3 Moderado ~30-50% pérdida focal de médula,
moderadamente palida

2 Leve Médula ligeramente mas palida que
los normal O lisis aguda vy
hemorragica

TABLA 5

Puntuacion del bazo

Puntos de graduacion | Clasificacion | Descripcion

4 Grave ~70-90% reduccién del tamafo, muy
palido, £ hemorragia subcapsular

3 Moderado ~30-50% reduccion del tamafo,
moderadamente palido, +
hemorragia subcapsular

2 Leve <30% reduccién del tamafo O
ligeramente pélido O hemorragia
subcapsular leve
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TABLA 6

Puntuacion de la bolsa de Fabricio

Puntos de graduaciéon | Clasificacion | Descripcion
3 Grave ~50% reduccion del tamafo,
pliegues colapsados
2 Leve ~30% reduccién del tamafio
TABLA 7

Puntuacion de hemorragia

Puntos de graduacion

Clasificacion

Descripcion

3

Grave

Extensa hemorragia petequial en
tejidos subcutdneos y planos
fasciales O mesenterio U érganos,
O sangre visiblemente acuosa en la
venopuncion

2 Moderada a | Presencia de petequias de grado
leve bajo sobre los muslos O los flancos
O las puntas de las alas (inicamente
TABLA 8
Puntuacion total acumulada de las lesiones
Puntos de | Clasificacion
graduacion
19-13 Lesiones graves por VAP
13-8 Lesiones moderadas por VAP
8-2 Lesiones leves por VAP
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Resultados
I. Vacuna contra el VAP
Construccion de VAP con genotipos mutantes

Los constructos mut C87R, mut C 95 S, mut C 97 S, mut R 101 G, mut H 103 Y, mut R 129 G, mut Q 131 P,
mut R/K/K 150/151/152 G/A/A, mut D/E 161/162 G/G, mut L 163 P, mut D 169 G y mut E 186 G se realizaron
mediante mutagénesis por PCR y subclonacién en un clon del VAP de genoma completo pCAU269/7. La presencia
de las mutaciones en cada constructo se confirmé mediante secuenciacién del constructo final dos veces en ambas
direcciones a lo largo del sitio de la mutacioén. Los virus con genotipos mutantes se generaron a partir de la transfeccién
del constructo en el cultivo celular. La eficiencia de la transfeccion se valoré con el nimero de células que expresan
GFP tras la transfeccion con el pldsmido pEGFP control. La eficiencia de la transfeccion fue variable y se encontré
que entre 1 y 49% de las células eran positivas para la expresion de GFP 48 horas después de la transfeccién. La
transfeccién de pCAU269/7 tuvo como resultado una fase inicial de expresion transitoria de VP3 de VAP segtin se
observa mediante IFA. La expresion transitoria no necesariamente representa replicacion virica activa. Se requirié un
nimero variable de pases antes de que mediante IFA se pusiera de manifiesto un incremento exponencial en el nimero
de células positivas para la expresion de VP3 control. El pase en serie se realizé con diluciones de 1/10. Por tanto,
los incrementos exponenciales en el nimero de células positivas para VP3 de VAP representaron replicacion virica
activa e infeccion en lugar de simplemente mantenimiento de los constructos de ADN transfeccionados. Se encontrd
que todos los constructos mutantes de VP2 del VAP analizados eran infecciosos y capaces de replicarse in vitro hasta
cierto punto cuando se evaluaron en paralelo con los controles pCAU269/7 y simulado (figuras 2 a 12). Para cada
constructo, la presencia de virus de replicacién competente independiente de las asociaciones celulares se confirmé
mediante lisis y aclaracién del cultivo transfeccionado, seguido por la reinfeccién del cultivo. Este procedimiento
se repitié en serie para cuatro pases. La presencia de virus se confirmé mediante transferencia de tipo western para
detectar VP3 de VAP, mediante transferencia de tipo southern usando una sonda especifica del VAP y mediante PCR
del cultivo digerido con la endonucleasa de restriccién Dpnl para eliminar cualquier ADN transfeccionado residual.
Los genotipos mutantes se confirmaron mediante secuenciacién del producto de la PCR del lisado.

Aunque los virus de replicacién competente se generaron a partir de todos los constructos mutantes, los virus mut
C95 S y mut C 97 S produjeron titulos viricos log maximos (DICTsp/ml) de 1,5 y 1,7, respectivamente a pesar de los
repetidos intentos de optimizar las condiciones de cultivo. Estos titulos viricos se consideraron demasiado bajos para
inocular los embriones y los virus mut C 95 S y mut C 97 S no se siguieron investigando. Se obtuvieron titulos viricos
log (DICT50/ml) de 4,5 para los constructos mut C87R, mut R 101 G, mut H 103 Y, mut R 129 G, mut N 131 P, mut
R/K/K 150/151/152 G/A/A, mut D/E 161/162 G/G, mut L 163 P, mut D 169 G y mut E 186 G cuando se prepararon en
4 pases en un volumen final de 400 ml de cultivo infectado, concentrado mediante ultracentrifugacién, resuspendido
a titulos equivalentes (Tabla 9). Los titulos se consideraron adecuados para inocular los embriones y se usaron 0,5 ml
de lareserva o 10*?> DICTs,.

TABLA 9

Titulos para reservas viricas concentradas usadas para la inoculacion de los embriones. Los titulos se establecieron
mediante titulacion en placa y mediante FACS por correlacion con un patron virico clon. Las reservas se evaluaron
mediante PCR y secuenciacion para confirmar el genotipo mutante. El titulo por FACS estimo una precision de
+/-10°°DICTsy/ml

Mutante Log del titulo | Log del titulo | PCR conla | Secuenciacion
de FACS en placa reserva de la reserva
DICTs5o/ml DICTs5o/ml para
deteccion de
mutacion
pCAU269/7 45 45 Positiva Correcta
mut C87R 45 45 Positiva Correcta
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mutC95S 1,5 1,5 Positiva Correcta
mutC 97 S 1,5 1,7 Positiva Correcta
mutR101G |45 45 Positiva Correcta
mutH 103 Y 45 45 Positiva Correcta
mutR129G [ 4,5 45 Positiva Correcta
mutL 131 P 45 4.8 Positiva Correcta
mutR/K/K150/ | 4,5 41 Positiva Correcta
151/152G/A/A

mutD/E 45 45 Positiva Correcta
161/162G/G

mut163 45 45 Positiva Correcta
mutD169G |45 3,9 Positiva Correcta
mut E 186 G No realizado | 4,5 Positiva Correcta

Modelo de infeccion en huevos embrionados

Se realiz6 una serie de experimentos de infeccién. Los experimentos 1 y 2 establecieron una infectividad y viru-
lencia equivalentes entre el virus parental y el virus generado a partir del constructo clonado, pCAU269/7 (virus clon).
Todas las aves de los grupos de tratamiento del virus parental y clon tenfan lesiones dentro del timo, la médula dsea,
el bazo y hemorragias clasificadas con de patologia grave por VAP. No se observaron diferencias significativas en los
grupos determinado mediante una prueba de Mann Whitney. Ambos grupos fueron significativamente diferentes del
grupo non infectado en todos los casos, con la excepcién de las puntuaciones en médula 6sea para el grupo del clon.
La patologia grave asociada con la infeccidn por el virus de tipo salvaje (virus parental o clon) se puede resumir del
siguiente modo: se encontré formacion de petequias leve a moderada en los tejidos facial y subcutdneo en todos los
polluelos o embriones. El tamaiio del bazo se redujo entre 50-80% y, en general, aparecia anormalmente palido y pre-
sentaba hemorragias subcapsulares. En todas las aves, la reduccién del tamafio de todos los 16bulos timicos se gradu6
como grave y, en la mayoria, el aspecto fue de hemorragia en los 16bulos o de un exudado serosanguinolento gelatinoso
subcapsular en los 16bulos, consistente con citdlisis aguda. Se produjo una reduccion del contenido de la médula 6sea
y un aspecto palido graso en la médula o hemorragia aguda grave y lisis. En una minoria de aves, la bolsa de Fabricio
se redujo de tamafio y la capsula y los pliegues parenquimatosos aparecian macroscopicamente colapsados.

Los experimentos 3-12 implicaban infeccién con virus mutantes y virus clon y controles no infectados. El analisis
estadistico de las puntuaciones de las lesiones, los pesos corporales, los pesos de los 6rganos linfoides en comparacién
con los pesos corporales y el tamafio de las poblaciones de linfocitos en el timo, la bolsa de Fabricio y el bazo en
los embriones infectados por virus mutantes o el virus de tipo salvaje y los controles no infectados se indican en
las tablas 10-17. En resumen, las puntuaciones de las lesiones fueron significativamente menores en los embriones
infectados con los virus mutantes que en los infectados con el virus de tipo salvaje, y, en la mayoria de los casos, las
lesiones fueron significativamente menos graves en la mayoria de los 6rganos linfoides (Tabla 10). De igual forma se
encontrd una diferencia significativa en el peso corporal, las proporciones timo/peso corporal y bazo/peso corporal y,
en la mayoria de los casos, la proporcion bolsa/peso corporal entre los embriones infectados con virus mutantes y los
infectados con CAU269/7 salvaje (Tabla 11).
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Examen de las poblaciones linfocitarias

Se evalu6 el efecto de la infeccién virica sobre las poblaciones linfocitarias en los principales 6rganos linfoides.
El timo, el bazo y la bolsa se diseccionaron del embrién y se colocaron en tampén de lavado PBS estéril frio que
contenia 1% de BSA y NaN; 1 mM. El tejido se macerd bruscamente y se filtr6 a través de una malla de nylon de
50 mm de poro. El filtro se aclaré con tampén de lavado PBS frio y el homogeneizado tisular se recogié y mezclé
completamente. El peso del tejido residual en el filtro se comparé con el peso original del filtro. Las células extraidas
se sedimentaron a 2000 g durante 7 minutos y se resuspendieron en 4 ml de tampo6n de lavado PBS. La suspension
celular se purific6 mediante centrifugacién durante 5 minutos a 1000 g en un gradiente de Ficoll-Paque (Amersham
Pharmacia Biotech) y las células recogidas se lavaron dos veces en tamp6n de lavado PBS. Se tomaron las lecturas
por triplicado en el contador Coulter y el hemocitémetro.

El examen del tamafo de las poblaciones linfocitarias en el timo, el bazo y la bolsa (Tabla 12) establecié que todos
los mutantes producian una deplecidn significativamente menor de las poblaciones linfocitarias que el virus virulento
de tipo salvaje.

Clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS) de las poblaciones linfocitarias

Las concentraciones se optimizaron para los AcMo de ratén anti-pollo TCR1 (Southern Biotechnology), TCR2 de
raton anti-pollo (Southern Biotechnology), TCR3 de ratén anti-pollo (Southern Biotechnology), conjugado CD4-FITC
de rat6n anti-pollo Southern Biotechnology), conjugado CD8-FITC de ratén anti-pollo (Southern Biotechnology) y
AvBu-1 de ratén anti-pollo (suministrado por el Dr. Fred Davidson, Compton Laboratories, Reino Unido). Se procedié
a la eutanasia de dos pollos White Leghorn (SPAFAS) mediante inmersién en una cdmara de CO, y los bazos, timos
y bolsas se extrajeron post-mortem y se introdujeron en PBS. Los leucocitos agrupados se purificaron tal como se ha
descrito en lo que antecede. Para determinar las concentraciones 6ptimas de los anticuerpos usados para el andlisis
FACS, se evalu6 el AcMo de TCR1 de ratén anti-pollo a diluciones de 1/100, 1/1000 y 1/5000. Los AcMo de TCR2
de ratén anti-pollo se evaluaron a las diluciones 1/50, 1/100 y 1/1000. Los AcMo de TCR3 de ratén anti-pollo y Abu-1
de ratén anti-pollo se evaluaron a las diluciones 1/20, 1/50 y 1/100. Los AcMo del CONJUGADO CD4-FITC de
raton anti-pollo y el conjugado CD8-FITC de ratén anti-pollo se titularon a las diluciones 1/20, 1/50, 1/100, 1/200 y
1/500. Las diluciones 6ptimas se decidieron sobre la base de la dilucién de anticuerpos mas elevada a la que habia una
definicién m4s clara de la tincion de base y sefal en el andlisis FACS y, también, la intensidad médxima para la tincién
especifica.

Las poblaciones linfocitarias aisladas del timo y el bazo de cada embrion se analizaron para la proporcién de
células positivas en el andlisis del FACS para los marcadores de superficie celular , TCR2, TCR3, CD4 y CD8 usando
un protocolo de tincién doble. Para cada embrién se realizaron ocho tratamientos de tincién en muestras por duplicado
de 10° linfocitos. En la primera etapa de tincién, las células se incubaron durante 30 minutos a 4°C con AcMo de
TCRI1 de ratén anti-pollo a una dilucién de 1/1000 en tampdn de lavado PBS o AcMo de TCR2 de ratén anti-pollo a
una dilucién de 1/100 o AcMo de TCR3 de ratén anti-pollo a una dilucién de 1/100 o los 3 AcMo combinados. Las
células se lavaron y después se incubaron con el conjugado secundario de ficoeritrina (PE) de conejo anti-ratén (Sigma
Aldrich) a una dilucién de 1/1500 durante 30 minutos a 4°C, después se bloquearon mediante incubacién con suero
normal de ratén al 10% (Sigma Aldrich) en PBS durante 30 minutos a 4°C. En la tercera etapa de tincién, Cada grupo
de 4 tratamientos se incub6 durante 30 minutos a 4°C con el conjugado CD4 de rat6n anti-pollo-FITC a una dilucién
de 1/100 o con el conjugado CD8 de ratén anti-pollo-FITC a una dilucién de 1/100.

Las muestras de linfocitos del timo, el bazo y la bolsa de una seleccién de los polluelos experimentales se tifieron
y analizaron para detectar el marcador de células Bu-1 aviar (AvBu-1). Las muestras de 106 linfocitos se incubaron
con el AcMo de Abu-1 de raton anti-pollo a una dilucién de 1/200, seguido por el AcMo secundario del conjugado de
conejo anti-ratén-PE a una dilucién de 1/1500 durante 30 minutos a 4°C.

Las proporciones de células dobles positivas o sencillas positivas se analizaron usando un citofluorémetro.

Los datos se analizaron usando el software Cellquest (Becton Dickinson). Las poblaciones muestra de 10® células
se representaron en graficos de densidad y los que la intensidad de la tincién FITC se mostré en el eje X y la intensidad
de la tincién con PE se mostré en el eje Y. Los cuadrantes establecidos a partir de los graficos de las células control se
usaron para delinear las poblaciones con tincién positiva y negativa. El tamafio y la proporcién absolutos del grupo de
linfocitos totales se calculo para cada subpoblacién de linfocitos.

El andlisis de las diferentes subpoblaciones linfocitarias en el timo, el bazo y la bolsa usando clasificacién celular
activada por fluorescencia establecié que los virus mutantes producian significativamente menor depresion en los
nimeros de CD4+TCR-, CD4+TCR1+, CD4+TCR2+, y en algunos casos de CD4+TCR3+, timocitos (Tabla 13),
significativamente menor depresion en los nimeros de CD8+TCR-, y en algunos casos de CD8+TCR 1+, CD8+TCR2+
y CD8+TCR3+, timocitos (Tabla 14). En general, los mutantes también produjeron significativamente menor depresién
en estas subpoblaciones de esplenocitos (Tablas 15 y 16). En algunos casos, los mutantes también tenfan un efecto
significativamente menor sobre las poblaciones de linfocitos B que el virus de tipo salvaje (Tabla 17). Estos hallazgos
establecen que la mutacién de VP2 disminuye significativamente los efectos inmunosupresores del VAP.

23



ES 2 334 646 T3

18}|N0o JOpEIUoS Uoo opipall ugloe|qod e ap ouewle) #

/3 seuouquws so| Us opejnooul SniiA b

¥N L ! 29 ¥ WN L z I 0 WN L | vese BpEejOsjUI ON
. ot 2 S0t . 3 ot 2 08 . ot v6 | 8e6l D98II NN
0 6 zs8 1e N 6 8 82 . 3 6 e/L | slov D691 INW
0 ¥ L g L0} N L S g9} o 3 L 22 | se8l de9rTInN
0 ¥ L 2 09 o . L e oLt . 3 L 0£ | ¥995 D/O2IL/L9LT/A I
YV/OZSIN LS LOS MMM
0 5 6 0z} N S €2 S0t o 3 S v, | 2sve nw
B 3 S g gL 3 3 S 2 98 3 S s8 | sele dISLO I
. 3 L 9 8il . . L 9 SSh . 3 L 8z | 0809 D6ZIH INW
o 3 6 e 1L . 3 6 Ly 20} 3 6 19 | wiev AE0LH 1IN
. L 0g s o N L %2 £6 o 3 L 2v | 6961 D0 INW
o 3 ot ot 6v 3 3 ot ¥ 12 o 3 ot 8. | zoov H280 N
¥N 6 z gl ¥N 3 6 2 12 ¥N " 6 %2 09/ 2/692NY0

d 'd u W3s m d 'd u W3s m d 'd u W3s m

es|og ozeg owl|
#(,01x) seueyoojuy seuoioejqod se| ep eIpsy oyusiweyen sp odnig)
aleajes odi ap A ZdA op

ajuBINW //692NV2 U0 SOPELI|JUI |23 SauUoLIquwd ap Bs|oq e] A ozeq |9 ‘ow [9p 01190}ul] 9p S8U0I9e|qOod 2| Blqel

10

20

30

35

40

45

50

60

65

24



ES 2 334 646 T3

2] s el . L | 25 | o902 o 3 L] vel | €28 | e | wa| 02| 6€8L | 6296 D6ZIH INW

o $| 8| sz s62| e 3 8| 9| =zee o 3 8| sv| =zog . 1| 2z 1z | ssel AE0LH N

. t| 2| o8| z91 . 3 L] 161 | SSE | s 3 8| 2| 12| sm w | L | 29el | soov DIOLH INW

N | o ee | 99 . | 1| e8| zz N $| o | s2| ot N $| 8| sz | se H280 N

« | _WN L] si| 62| WN " L] vg| se| WN " L z L] UN| | 6l 62 | egl L/692NY0
d| 'd u| Was ] g | 'd u | nas nl d| d u | was ml 'd u| was d
+EHOL +2d0L +1HOL "ol

#(,01X) +¥@D sopoowy ep seuoioe|qod se| ep elpsi | clusiweres sp odnigy

aleales

odn ap £/692nv 19 A gdA slueinw e] uod SOPedSjUl L g3 SauoLIquId 8p +yQD SONO0WI) 9p sauolde|qod "€l ejqel

S0°0 [eAIU e OAIeOUBIS Jf JojeA 1

1000 [OAIU [2 OAROIUBIS d JO[BA .,

100 [OAIU [2 OAROYILBIS d JOBA ,,

00 [oAU [ OAREOYUBIS d J0[eA ,

osjweel) ep odnib 1o A 2/692nvo enue 1 egenud e| eied 4 JojeAtd

ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd

BIISONW B| 8P OUBWE} N

B|poW B| 6p Jepuglse Joue WIS
ejpow 1

10

15

20

30

35

40

50

65

25



ES 2 334 646 T3

ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd

00 1AL [2 OATROUIUBIS d JOjen §
100°0 [OAIU [ OAIBIYBIS d JO[BA .,
10°0 AW [e OAeoYUBIS o JofeA
G0°0 |oAU [8 OANEOUBIS df JOjeA ,

osjwejel ep odnib 1o A 2/692nv2 enue 1 egenud e| eied d Jo[eAZd

BIISONW €| Op OUBWE]} N
BIpewW e| 8p Jepug)se Joue WIS

ejpow 1

SOV4 10d sis|eue A sepiusiounwul ssuoioeiqod #

/3] Seuouqu SO ue openooul SNIA b

VN S9lL | 60¥ = | VN €lc | ¢69 = | VN L SE 86 vy VN (13 8.1 L6 Bpejosjul ON

* cbv | L2yl * ¥ 9¢6 | 1162 vty * 8 cg S61 vy vty 8 006 | S6¥8 O0813 INN

vty /8¢ | 6£9 * ¥ 0ES | GIEl vty ¥ S| €SI 8ve vy vty 81 [ Ze¢0l | v0c€E O691d NN

* 8€C L0S * ¥ Lle | ¥S vty ¥ L 113 SL vy vty 8 [ 9SGl | 26€8 dE€9LTINN

O/O0eoL/1913/a N

VIN/OZSIN LS HOS XM/

v c8 | vie * * 0L L1 v f S L€ 68 wrr f 113 81 S88 "N

f 08 66 * * Sy | EVl % f 9 (4 L8 vy vty 8l 99€ | Lvie dIEIDINN
= n 3 g R 4 g 5 R i g 2

26



eipsw M
SOV Jod sisiieue A seplusiounwu) ssuoioe|qod #

/3 seuouquws so| Us opejnooul SniiA b

ES 2 334 646 T3

WN | 2] s2| 6| .| VWN L] vl | est | N L] e8| 8| .| WN| 61| 882 o081 BpEejOsjUI ON
3 $| 8| 26v | 616L | | 8| 9L | S0S| x| 8| 81| 082 | x| e 8 | sogt | zLi01 D98II NN
. t| 2| 82| see . 3 s| ve| 96| 3 S| 9| 681 | wx| .| 81| 2201 | 291¥ D691 INW

N $| 2] sz | 619 3 L | 0SE | e 3 L] 82| 12| 0 8| 08| o9ses de9rTInN
1 1| s| 2| vosl 1 3 s | eoL| sse 3 3 S| St | 88E| s $| 2| esi| 98 D/O2IL/L9LT/A I
YV/OZSIN LS LOS MMM
N $| s| 28| 852 | s 3 s| 8| e . 3 S| | ¥ e o | SL| 1or| seS nw
N 9] 05| 19| e 3 9| 2| 3 3 9| se| 99| su| .| 8| 627 | OS82 dISLO I
. ] 2] siv| 169 | 3 L| os| e o | L] svl | €0S | e | 02 | €512 | £682) D6ZIH INW
N t| 8| sz| s 3 3 8| ¥9| SHE| . 8| e8| 622 .| 22| v | 9log AE0LH 1IN
. $t| 2| o8| sse .3 L 6| 09 . 3 8| 6v2 | 19V | e L | V| gz | ZzIS D0 INW
. 1| o ge | | w $l on | 22| 652 | 1| ol 8| e . 1| s 6v | 095 H280 N
+ | VN L] st 02| UN| s .| 2| sz| WN " L v | G| UN| wu]| 6} 6v | 06} L/692NY0
d| 'd u| nas ] g | d u| W3s ]l | d u | Was nl 'd u| was d
+6HOL +2H01 +1HOL -HOL
#Aoo va +8J0 sojoowln sp mmco_om_QOQ se| ep elpsiA F ojusiwelel sp OQDLO
oleaes

odn ap £/692nv 19 A gdA slueinw e] uod SOPedSjUl L g3 SauoLIquId 8p +8Q0 SONO0WI) 9p sauolde|qod ‘i elqel

5
10
15
20

5
30
35
40

5
50

5
60
65

27




ES 2 334 646 T3

GO0 [eMU [e oATROYIIBS d Jojea

LOD'0 [oAIU [2 OATRONUBIS d JOBA

100 (B [2 OAnEOYUBIS d JOfeA .,

SO0 [9AIU [2 OATROYIUBIS d JojeA

osjwejel ep odnib 1o A 2/692nv2 enue 1 egenud e| eied d Jo[eAZd
ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd
BIISONW €| Op OUBWE]} N

BIPOW B] 8P JBPURISS JOLIS NIS

10

20

30

35

40
45

65

28



ES 2 334 646 T3

e|psLU €| ap Jepuglss ol NIS

eipsw M

SOV Jod sisifeue A sepiusjountuu; seuoioeigod #

/3 seuouquws so| Us opejnooul SniiA b

WN 2| ue| 90s . | Nav 8| av| we| | WN L] st 86 | wx| YN | 61 v | 21 BpEejOsjUI ON
N | 8| ol 05 . 3 8 L] o 3 3 8| ot o002| w| | O ! L D98II NN
. | oL | e92|sioe . | o1 | sz | 9zee . 1| ol ¢ | eoev 3 t| 62| v | 1@ D691 INW
wo | _we | 2| 6L S| . 9| 82| 9 . 3 L] e8| 121 . 1| ot 2t 2 de9rTInN
N | s S Il 3 S 8| 91| 3 S ¥ I 1|z 6| ov D/O2IL/L9LT/A I
YV/OZSIN LS LOS MMM
N o | S| avh | 0988 | s . s| s | ez . 3 S| €| 6182 | e 1| st s| nw
: 1| 9| w £6 3 S 12| ssi . 3 9| 21| S8E | e 1| sl 8| €z dISLO I
3 .3 A 6 3 3 L] 6L | 2wl . 3 L] o6l | 02| . S ! 9 D6ZIH INW
N .| 8 19 | 26l | . L | 162 | 8soL . . 8 9| 2z . $| 22| sz| 95 AE0LH 1IN
" |2 9 L] . L L] 2e . 3 8 9 L} o A ! 8| oz D0 INW
3 3 I 8l | LIy . $| 1| oL | zos . $| 1| oe| sels | e | 1€ 2 g H280 N
.| Nav | 8| se| €L | WN . 8| sr| 8| WN . 8 9 | UN | e | V2 ! z L/692NY0
d 'd u| nas L 'd u | was ] 4] d u | Was ] 4] d u| nas m
+6HOL +2H01 +1HOL -HOL
#(,01X) +¥aD sopoous|dse sp seuoioe|god se| ep elpsiy |y clusiweres ep odnio

aleajes odn

ap £/69ZNv2 19 K Zd A S1uelnw .| uod sopeldaul |3 seuoLIque ap +pgo solooua|dss ap sauoioe|qod ‘S| ejgel

10

15

20

30

35

40

50

60

65

29



ES 2 334 646 T3

GO0 [eMU [e oATROYIIBS d Jojea

LOD'0 [oAIU [2 OATRONUBIS d JOBA

100 (B [2 OAnEOYUBIS d JOfeA .,

SO0 [9AIU [2 OATROYIUBIS d JojeA

osjwejel ep odnib 1o A 2/692nv2 enue 1 egenud e| eied d Jo[eAZd
ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd

BIISONW B| 8P OUBWE} N

10

20

30

35

40

(=3 ) (=3
) =)

45

65

30



ES 2 334 646 T3

YV/OZSIN LS LOS MMM

o | e 9¢ | OlpL | w . S| ese|aEl | s N s| v9 | ovee 3 1| sl g 8 nw

. 3 /S | ¥56 . 3 9| 2| 129 3 3 9| 1w | e0s N | s ! 82 dISLO I

N . se| 29| w» . L] 81| ¥ 3 3 L] 01| sz N . 6 6| ogl D6ZIH INW

o | 8z | soss . . 6| 82| /19 . . 6| s6| o081 : 1| sz v | €9 AE0LH N

" . 6| S| . L v | 9l o . 8 L €2 . | o L 9l D0 INW

. 3 gL | 196 . $| 1| sz| ss . $] | or| 682 e .| ze 2 S H280 N

N | L| 66| WN . 8 bb| zsk | WN N 8| w2 sy | WN .| e 2 9 L/692NY0
d| 'd W3s ml o 'd u| was ]l 4| d u | N3s ml 'd u| was m
+EHOL +2401 +1HOL -HOL

#(,01X) +8a9D sopoous|dse sp seuoioe|god se| ep elpsiy | clusiweres sp odnigy

aleajes odn

ap 2/692nvo 19 K ZdA 1uelnw B] uod SOpe)ddjul LZ3 SauoLIquwd ap +8g7) Soloousajdse ap sauoioe|qod ‘9l e|qel

10

15

20

25

30

35

40

50

55

60

65

31



ES 2 334 646 T3

GO0 [eMU [e oATROYIIBS d Jojea

LOD'0 [oAIU [2 OATRONUBIS d JOBA

100 (B [2 OAnEOYUBIS d JOfeA .,

SO0 [9AIU [2 OATROYIUBIS d JojeA

osjwejel ep odnib 1o A 2/692nv2 enue 1 egenud e| eied d Jo[eAZd
ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd
BIISONW €| Op OUBWE]} N

BIpewW e| 8p Jepug)se Joue WIS

ejpow 1

SOV4 10d sis|eue A sepiusiounwul ssuoioeiqod #

/3] Seuouqu SO ue openooul SNIA b

= | VN 8 GL [ S6¢ « | NOV 8 Ll 808 = | VN L Vi (124 « | NAV ol e 0¢ Bpejosjul ON
+
¥ ¥ 8 0¢ 0L ¥ ¥ 8 ol o¥ * ¥ 8 ol o¥ ¥ ¥ ol 4 S O0813 INN
* ¥ ol SS 108 * ¥ ol 96 [ 8€ESIL * ¥ ol 69 | ¢cbl * ¥ 0€ L 243 O691d NN
¥ * 9 e 14°] ¥ ¥ 8 9 cg vty ¥ L €l 8€ ¥ ¥ Ll S (44 dE€9LTINN
v * S Ll £¢ vty v S € £l vty v S S 0¢ vy f 0l 9 6€ O/O0e9H/1913/a N
” = s 3 g R 4 g 2 2 2 g 2

32



ES 2 334 646 T3

e|psLU €| ap Jepuglss ol NIS

eipsw M

SOV Jod sisifeue A sepiusjountuu; seuoioeigod #

GO0 [2AIU [e oAlfeolIuBlS ou d JofeA T /3 seuolquis SO| Us openooul SnIA Jj

¥N . g £ L0 WN g £ 5'6 WN . g 02 44 BpEejOsjUI ON

. ¥N z 61 62 ¥N 2 €0 S'9 . ¥N 2 9L 6l1 D98II NN

. . 8 0 68 ot 80 g'e N 3 ot gl 8l D691 INW

3 3 6 52 9 3 3 6 80 6} . 3 6 ze g0} de9rTInN

. 3 8 90 gl 3 3 8 20 9 1 1 8 26 161 D/O2IL/L9LT/A I

YV/OZSIN LS LOS MMM

3 3 S ! L} . 3 S 60 2 3 3 S st 861 nw

" . S gl Sp . 3 S e vl . 3 s 612 955 dISLO I

3 3 8 Al e 3 3 8 Sl 6 3 3 L Sy 9t} D6ZIH INW

3 3 6 & St 3 3 6 ! L'l 3 3 6 9l LL AE0LH 1IN

. 3 L gl g5 3 3 L €0 '8 3 3 L B¢ 02k D0 INW

o 3 6 L0 6 N 3 6 50 5T . 3 6 oy gl H280 N

¥N . g £0 L0 WN g £0 56 WN . g 02 by 2/692NY0
d 'd u W3s m d 'd u W3s m d 'd u W3s m

es|og ozeg owl|
#Ago va +|NgAY seleloojul| wmco_om_QOQ se| ep elpsiA ?OHCQ_EEGLH op OQDLO

aleajes odn ap A ZzdA 8p swuelnw

2/692Nv2 NOD SOAV.LO3NI Lge sauoliqwid ap esjoq e] A ozeq |9 ‘owi) [9p g SOND0jul| dp Sauolde|qod "I ejqel

15

20

35

40

50

60

65

33



ES 2 334 646 T3

GO0 [eMU [e oATROYIIBS d Jojea

LOD'0 [oAIU [2 OATRONUBIS d JOBA

100 (B [2 OAnEOYUBIS d JOfeA .,

SO0 [9AIU [2 OATROYIUBIS d JojeA

osjwejel ep odnib 1o A 2/692nv2 enue 1 egenud e| eied d Jo[eAZd
ojusjweses) ep odnib | A opejosjul ou odnib e exue ] egenid e| ered 4 Jojeatd

BJISONW B| 8P OYBWE)} U

10

20

30

35

40
45

65

34



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 646 T3

II. Mutacion de las sefiales de inicio de la traduccion de la VP2 del VAP
Construccion de los genomas del VAP que contienen mutaciones en el codon ATG de la VP2

Todas las secuencias de ADN del VAP derivaban originariamente del plasmido pCAU269/7. Para generar se-
cuencias de ADN que contuvieran los cambios nucleotidicos deseados se usé la extensién por PCR superpuesta. Un
fragmento de ADN Apal/BstBI del genoma del VAP se amplific6 por medio de PCR usando pares de oligonucleétidos
sintéticos (CAV1/CAV20, CAV19/CAV11, CAV1/CAV22, CAV21/CAV11), véase la Tabla 18.

TABLA 18
Cebadores para PCR
Oligonucleétido | Secuencia (5’-3’) Contexto Cambio de
codificacion

VAP 19 cggtccgggAggatgecacggaaacg | Posicién -3 | Sin cambio de
->A aa

VAP 20 gtgcatccTeccgaccgccttgegt Posicién -3 | Sin cambio de
>A aa

VAP 21 cggtccgggtggatgGacggaaacgg | Posicion +4 | His->Arg  en
>G VP2 (aa n° 2)

VAP 22 gtCcatccacccggaccgecttgegt | Posicion +4 | His->Arg  en
>G VP2 (aa n° 2)

VAP 1 ctatcgaattccgagtggttactat Directo N/A

VAP 11 Reverse | agcicgtictigccatcttacagicttatac | Inverso N/A

N/A

N/A - no aplicable

Los pares de oligonucledtidos, CAV1/CAV20, CAV19/CAV11, CAV1/CAV22 y CAV21/CAV11 que contienen
los cambios nucleotidicos deseados, se usaron en las distintas amplificaciones de PCR de la 1* ronda (25 ciclos)
para generar productos de 347 pb, 495 pb, 347 pb y 495 pb, respectivamente. Los productos se analizaron mediante
electroforesis en gel para verificar el tamafio y la cantidad y, posteriormente, se diluyeron a 25 ng/ul antes de usar (bien
el producto de CAV1/CAV20 con el producto de CAV19/CAV11, o el producto de CAV1/CAV21 con el producto del
CAV22/CAV11) para sembrar dos amplificaciones de PCR de la 2* ronda (20 ciclos) en la que sdlo se utiliz6 el par
oligonucleotidico CAV1/CAV11. Los productos generados con esta PCR de extensién superpuesta fueron idénticos
al fragmento CAV1/CAV11 excepto por la incorporacién de los cambios nucleotidicos deseados (bien la sustitucién
de una T con una A en la posicién -3 para pCAU283-3 o bien la sustitucién de una C con una G en la posicién
+4 para pCAU283+44) en el codén ATG de la VP2. Los productos de la extensién superpuesta se digirieron con
Apal/BstBl y los fragmentos de 153 pb del codén ATG de la VP2 se aislaron y ligaron por separado con el plasmido
pCAU269/7 digerido con las mismas enzimas. Los constructos resultantes se designaron pCAU283-3 y pCAU283+4
y se analizaron mediante digestiones con enzimas de restriccién y secuenciacién para confirmar las secuencias recién
introducidas.
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Andlisis de la secuencia

Las secuencias de ADN se determinaron mediante el método didesoxi de terminacién de cadena usando la quimica
de secuenciacion BigDye Terminator (ABI Prism) con la combinacién de cebadores sintéticos especificos de vector
(T7 y SP6) y especificos de la secuencia del VAP (CAV 12, 2, 10, 3,9, 4,7, 5).

Preparacion de ADN vy transfeccion

Los ADN viricos se prepararon para transfeccion mediante digestion de 10 ug de ADN plasmidico son endotoxina,
purificados con Triton X-100, con EcoRI para liberar el inserto del genoma del van. Los productos de restriccion se
extrajeron con fenol-cloroformo, se precipitaron con etanol y se resuspendieron a una concentracion de 1 pg/ml. Las
alicuotas se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa para verificar la liberacién del inserto y la eficiencia
de la recuperacion.

Las células MSBI1 se lavaron 3 veces y se resuspendieron en medio RPM1 1640 templado sin suplementos hasta
una concentracion final de 4x10° en 700 pl. Las células se transfeccionaron mediante electroporacién en cubetas con
hueco de 0,4 cm (BioRad) a 400 V 'y 375 uF. Las células pulsadas se incubaron a temperatura ambiente (TA) durante 5
minutos antes de ser transferidas a bandejas de cultivo tisular de 6 pocillos que contienen 3 ml de RF10 precalentado y
se incubaron a 37°C en 5% de CO,. La eficiencia de la transfeccién (expresion de CMV-GFP- pEGFPC2, Clonetech)
en los pocillos control se estim6 24 horas después de la transfeccion. Se observaron las células transfeccionadas para
detectar el efecto citopatico (ECP) y se obtuvieron muestras para la expresiéon de VP3 determinado mediante tincién
de fluorescencia.

Ensayo de inmunofluorescencia indirecta

Las células se lavaron dos veces y se resuspendieron en solucién salina tamponada con fosfato y se sembraron a
aproximadamente 30-50.000 células/pocillo en portas de 12 pocillos, se secaron al aire y se fijaron con acetona:metanol
helado (90:10). Los portas se bloquearon con 5% de BSA en PBS/Tween 20 al 0,05% antes de hacerlos reaccionar
con el anticuerpo monoclonal especifico de VP3 de VAP derivado de ratén JCU/CAV/1C1 (JCU TropBio, Townsville,
Queensland) durante 60 minutos en una cdmara humidificada a 37°C y el anticuerpo inmunoglobulina G de conejo
anti-ratén conjugado con isotiocianato de fluoresceina en las mismas condiciones. Tras un tercer lavado, los portas se
montaron con VectaShield y se visualizaron con microscopio de fluorescencia.

Resultados
Construccion de genomas del VAP que contienen mutaciones alrededor del codon ATG de la VP2

Para la produccion de particulas infecciosas viables del VPA se puede usar el plasmido pCAU269/7. En este
estudio, los presentes autores examinaron si los genomas de ADN del VAP mutado, pCAU283-3 y pCAU283+4,
podian también producir virus de replicacion eficiente. Con este fin, se procedio a la transfeccion de las células MDCC-
MSBI con estos genomas del VAP modificados en paralelo con el ADN del VAP salvaje (pCAU269/7).

Andlisis de las diferencias en el indice de replicacion del VAP mutado frente al VAP salvaje

Al establecer la competencia en la replicacién de los genomas mutados se sigui6 la sintesis de la proteina VP3 del
VAP en células MDCC-MSBI1 transfeccionadas. A las 40 horas de la transfeccion, una muestra de los cultivos trans-
feccionados se analiz6 mediante inmunofluorescencia indirecta con AcMo JCU/CAV/1Cl frente a VP3. En paralelos,
muestras de los cultivos transfeccionados se pasaron (1:10) a medio de cultivo fresco.

Los mutantes transfeccionados del VAP mostraron un porcentaje similar de células que expresan VP3 que el geno-
ma del VAP salvaje (s) 40 horas después de la transfeccion. En las células que expresan VP3, los efectos citopaticos
observados se caracterizaron mediante el aspecto de las células aumentadas de tamafio y eran consistentes con los de
otros aislamientos comunicados del VAP. La degeneracién celular total de estas células fue evidente a las 96 horas de
la infeccién.

No se observaron diferencias evidentes en la localizacion celular o la intensidad de la fluorescencia de la tincién de
VP3 en los genomas mutantes o salvajes, segin se determiné mediante microscopia de fluorescencia. En varios puntos
de tiempo tras la transfeccidn, otras muestras de cultivos transfeccionados pasados se analizaron para determinar la
produccion de particulas infecciosas viables de VAP. En un plazo de 6 dias no se pudo encontrar células positivas para
VP3 en los cultivos de MDCC-MSBI1 transfeccionados con genomas mutantes pCAU283-3 o pCAU283+4. Ademis,
le medio tomado de los cultivos transfeccionados con estos genomas no produjo efectos citopaticos cuando se pasaron
a las células MDCC MSBI frescas.
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Estos resultados sugieren que los ADN mutantes exhiben una citopatogenicidad intensamente reducida en las
células MDCC-MSBI con respecto al pCAU269 salvaje y sélo expresan transitoriamente proteinas del VAP tras
la transfeccién. Dichos genomas de virus mutantes se pueden usar para la vacunacién de ADN en pollos ya que
no tendrdn como resultado la generacién de virus con capacidad de replicacion pero si podrdn expresar de forma
transitoria proteinas viricas.

II1. Proteina virica 2

Se ha demostrado que la proteina virica 2 (VP2) del circovirus inmunosupresor Virus de la anemia del pollo (VAP)
es esencial para la infectividad y la replicacion del virus, aunque su funcién todavia no se ha establecido. La secuencia
de aminodcidos de la VP2 del VAP tiene una homologia significativa con una serie de proteinas receptoras eucaridticas,
alfa tirosina quinasas, asé como con un grupo de virus TT dentro del grupo SANBAN. El ORF que codifica la VP2
se amplificé por PCR y se cloné en el vector de expresion bacteriano pGEX4T-2. La proteina de fusién VP2-GST se
expresé y purificé mediante cromatografia de afinidad. La VP2-GST purificada se analiz6 para detectar la actividad
de proteina tirosina fosfatasa (PTPasa) usando el sustrato peptidico generalizado ENDY (P1)INASL, detectandose el
fosfato libre usando el ensayo colorimétrico con verde malaquita. La VP2-GST exhibi6 actividad de proteina tirosina
fosfatasa con una V4 de 14280 U/mg.min y una K, de 16,95 uM. La actividad éptima se observé a un pH 6-7 y la
actividad se inhibi6 de forma especifica con ortovanadato 0,01 mM. Se ha propuesto un motivo de firma tinico para la
PTP de VP2 del VAP. ICNCGQFRK codificada por los residuos de aminodcidos 94 a 102.

Procedimientos Experimentales - VP2
Andlisis de la secuencia

Las secuencias proteicas con homologia con VP2 del AP se identificaron mediante busquedas de la base de datos
Genbanl usando el software BLASTX (Basic Local Alignment Search Tool) mediante la interfaz del NCBI. Las
secuencias identificadas por este procedimiento se alinearon después con la secuencia del VAP usando EclustalW
(WebANG IS, Australian National Genomic Information Service).

Clonacion molecular de la proteina virica 2 del VAP y el ORF2 del TLMV

En todos los experimentos se usé el aislamiento australiano CAU269/7 del VAP. El ORF1 del VAP (VP2) se am-
plificé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de la forma replicativa bicatenaria del genoma del VAP.
De las células MDCC-MSBI1 infectadas con VAP se purificé una preparacion de ADN celular 48 horas después de
la infecciéon mutante mediante lisis con proteinasa K y dodecilsulfato sédico (SDS) y extraccién en fenol/cloroformo,
segtin el método de Meehan, B. M., Todd, D., Creelan, J. L., Earle, J. A., Hoey, E. M. y McNulty, M. S. (1992).
Characterization of viral DNAs from cells infected with chicken anaemia agent: sequence analysis of the cloned repli-
cative form and transfection capabilities of cloned genome fragments. El cebador oligonucleotidico directo CAV.1-5’
CGGTCCGGATCCATGCACGGAAACGGCGGACAAC 3’ y el cebador inverso CAV.2-5° GGTTTGGAATTCTCA
CACTATACGTACCGGGGC 3’ se sintetizaron para incorporar los sitios para las endonucleasas de restriccién BamHI
y EcoRI dentro de los respectivos extremos 5°. Se prepar6 una mezcla de reaccién de 100 ul que contenia 300 uM de
cada uno de dATP, dCTP, dGTP y dTTP, MgSO, 2 mmM, 200 M de cada cebador, 10 ul de tampén 10x Tag ADN
polimerasa, 2 U de Tag ADN polimerasa (Promega) y 2 ul de ADN molde. La reaccién de PCR se incubd a 95°C
durante 2 minutos, seguidos por 40 ciclos a 96°C durante 40 segundos, 60°C durante 40 segundos y 72°C durante 40
segundos, con una incubacién final durante 5 minutos. Los productos de la PCR se analizaron mediante extraccién en
gel de agarosa (al 1%) y se escindié una banda de 677 pb y se purificé usando un kit de extraccién en gel Qiaex II
(Qiagen) segtin las instrucciones del fabricante, se digirié con BamHI y EcoRI y se ligd en el pGEX-4T-2 (Promega)
adecuadamente digerido. La cepa de E. coli DH5a se transformé mediante electroporacién con el pldsmido ligado
y se cultivé a 37°C en agar Luria-Bertani (LA) que contenia ampicilina a 50 ug/ml. E1 ADN clonado se secuencio
usando un kit de secuenciacién Taq Dye Deoxy Terminator Cycle Sequencing (Perkin Elmer), usando los cebadores
de secuenciacion comerciales especificos para PGEX-4T-2.

El producto purificado de 1a PCR anidada con los cebadores M-1360 a M-1363 (258 pb-886 pb) de la cepa CBD231
del TLMYV fue amablemente suministrado por Shunji Mishiro (Takahashi y col., 2000). E1 RFP2 del TMLV se amplifi-
c¢6 mediante PCR del molde M-1360 a M1363. El cebador oligonucleotidico directo TLMV.-5’TTGGATCCATGAGC
AGCTTTCTAACACCATC 3’ y el cebador inverso TLMV.2-5° GGCGAATTCTTACCCATCGTCTTCTTCGAAATC
3’ se sintetizaron para incorporar los sitios Unicos para las enzimas de restriccion BamHI y EcoRI dentro de los ex-
tremos 5’ respectivamente. Se preparé una mezcla de reaccién de 50 ul que contenia 300 M de cada uno de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP, MgSO, 2 mmM, 200 uM de cada cebador, 5 ul de tampén 10x 7ag ADN polimerasa, 1 U de
Tag ADN polimerasa (Promega) y 1 ul de ADN molde. La reaccién de la PCR se incubé a 96°C durante 2 minutos,
seguido por 40 ciclos a 96°C durante 40 segundos, 56°C durante 40 segundos, después a 72°C durante 40 segundos y
una incubacién final a 72°C durante 5 minutos. La purificacién digestion y clonacién del producto de la PCR de 295
pb en el vector plasmidico pGEM-T Promega) progresé como se ha descrito en lo que antecede para la proteina virica
2 del VAP. Posteriormente, el inserto se subcloné en el vector plasmidico pGEX-4T-2 y la secuencia y el marco del
inserto se verificaron mediante secuenciacion.
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Expresion y purificacion de la proteina

La VP2 del VAP se produjo en forma de una proteina de fusién en el extremo C con la glutatiéon-S-transferasa.
Brevemente, cultivos de 11 de la cepa DHSa de E. coli que posee el constructo VAP VP2 pGEX-4T 2 se cultivaron
en caldo de Luria-Bertani que contenia ampicilina a 50 ug/ml. La expresion se indujo mediante la adicion de g-D-
tiogalactopiranosido de isopropilo (IPTG) a una concentracion final de 1 mM cuando el cultivo alcanzé una densidad
optica de 0,6 a 600 nm y el cultivo se incub6 una hora adicional antes de la recogida. Las bacterias se recuperaron
mediante centrifugacién a 6000 g durante 30 minutos y los sedimentos se lavaron dos veces en solucién salina tampo-
nada con fosfato (PBS). Las células se resuspendieron en 25 ml de PBS que contenia EDTA 0,3M, 200 mg de lisozima
y 100 ug de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (sigma)/ml y se lisaron mediante rafagas de sonicacién de 10 segundos a
frecuencia baja. El lisado se solubilizé en Triton X-100 0,1%, se incub6 durante 10 minutos mds a 4°C y los restos
celulares se eliminaron mediante centrifugacién a 10.000 g durante 30 minutos. La proteina de fusién se purificé por
afinidad usando una resina de glutation sefarosa (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante. El eluato se dializ6
ampliamente contra un tampén que contenia NaCl 137 mM, KCl1 2,7 mM y Tris HCI 25 mM (TBS) a pH de 7,4.

La glutatién-S-transferasa control negativo se purificé en DHS5« de E. coli transformada con pGEX-4T-2 siguiendo
el mismo procedimiento usado para purificar la fusién GST-VP2.

La protefna purificada se separé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida SDS al 12,5% y se tifié con
azul brillante de Coomassie (Laemmli, Reino Unido (1970). Cleavage of structural proteins during the assembly
of the head of bacteriophage T4. Nature 227, 680-685). Las proteinas se electrotransfirieron a una membrana de
polivinildifluoruro (PVDEF: Immobilon, Millipore). Las transferencias de tipo western de GST VP2 y GST se sondaron
con antisuero policlonal de conejo contra GST a una dilucién de 1/500, seguido por un conjugado secundario de HRP
de cerdo anti-conejo (Dako) diluido a 1/1000 y desarrollado con sustrato Sigma Fast 3,3’-diaminobenzidina (DAB,
Sigma) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Una segunda transferencia de tipo western se sondé con suero
combinado inmune de pollo, seguido por conjugado HRP de conejo anti-pollo a una dilucién de 1/500 y se desarrollé
con sustrato DAB. La concentracién de la proteina se cuantificé usando el ensayo de Bradford (BioRad) con un patrén
de seroalbimina bovina (BSA).

El ORF2 del TLMV se purificé de DHS5a de E. coli transformada con el clon TLMV ORF2 pGEX 4T-2 siguiendo
el mismo procedimiento usado para purificar la proteina de fusién GST-VP2. No obstante, la expresion proteica s6lo
se indujo durante 30 minutos.

Sintesis del sustrato peptidico

En todos los ensayos enzimaticos se uso el sustrato de proteina tirosina fosfatasa generalizado descrito por Daum,
G., Solca, F, Diltz, C. D., Zhao, Z., Cool, D.E. y Fischer, E.H. (1993). A general peptide substrate for protein ty-
rosine phosphatases Anal Biochem 211 50-54. La secuencia del fosfopéptido fue H-Glu-Asn-Asp Tyr(POgHz) Ile-
Asn-Ala-Ser-Leu-OH. Brevemente, el nonapeptldo se ensambl6 manualmente en la fase s6lida usando la quimica de
Fmoc. Todas las sustancias quimicas para uso en la sintesis peptidica eran de grado analitico. Para la sintesis se usaron
residuos de aminodacidos protegidos con fluoroenilmetoxicarbonilo (Fmoc) ((Auspep, Melbourne, Australia). Los re-
siduos usados fueron Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-LSer(tBu)-OH, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Ile-
OH, Fmoc-L-Tyr(MDSPE), Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH y Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH. La resina de
soporte PAC-PEG-PS (Perspective Biosystems, capacidad 0,18 mmol/g) se usé para la sintesis. Los aminoécidos se
activaron mediante incubacién con cantidades equimolares de obenzotriazol-N,N,N’,N’-tetrametil-uronio-hexafluoro-
fosfato (HBTU)) (Auspep) y dos equivalentes de diisopropiletilamina (DIPEA) (Auspep). La reaccién de acoplamiento
se llevé a cabo durante 60 minutos, seguido por la prueba del 4cido trinitrobencenosulfénico. Los grupos Fmoc se eli-
minaron después de cada reaccidn de acoplamiento mediante lavado en 2,5% de 1,8-diazabiciclo-[5.4.0]undec-7-eno
(DBU). Para el acoplamiento de los residuos 4 a 9, cada ciclo se repitié dos veces, Los grupos protectores de la ca-
dena lateral se eliminaron y el péptido se escindi6 de la resina mediante tratamiento con 885 de 4cido trifluoroacético
(TFA), 5% de fenol y 2% de tri-isopropilsilano (Aldrich, Milwauke, WI) en agua. El péptido ruto se precipité en
dietiléter frio antes de la purificacién mediante cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC)
en una columna semipreparativa Vydac C4 en 4cido trifluoroacético al 0,1% y se eluyd con un gradiente de 2%/min
de acetonitrilo. La identidad del péptido se confirmé mediante espectroscopia de masas.

Ensayo de la proteina tirosina fosfatasa

Todas las reacciones con protefna tirosina fosfatasa se adaptaron a partir del método de Tonks, N K., diltz, C D.
y Fischer, E. H (1991). Purification and assay of CD45: an integral membrane protein-tyrosine phosphatase. Methods
Enzymol 201, 442-451. Las siguientes condiciones de reaccion se aplican para todos los ensayos a menos que se indi-
que lo contrario. Se prepard un tampén (TE) de ensayo con Tris 50 mM (pH 7 a 25°C), EDTA 1 mM, 2-mercaptoetanol
50 mM y 1% de BSA (p/v). Un segundo tamp6n (TB) se prepar6 con Tris 50 mM (pH 7 a 25°C 'y 0,01% p/v de Brij 35
(Sigma). Todas las reacciones se llevaron a cabo en volimenes de 200 ml en una placa de microtitulacién. Se preparé
una solucién 1 mM de sustrato fosfopéptido en tampon TE. A cada una de las 14 mezclas de reaccién por triplicado
de los tampones TA y TB a 1:1 se afiadieron quince nanomoles del sustrato. Las reacciones se iniciaron mediante la
adicién de 9 ug de VP2-GST o GST. Las reacciones se incubaron con agitacion a temperatura ambiente durante 0, 1, 2,
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3,4, 5 o 10 minutos y se terminaron mediante la adicién de reactivo verde malaquita. Todos los ensayos se repitieron
al menos tres veces y la actividad media se representd para cada punto de tiempo. La actividad se ajusté por un factor
de 0,52 para justificar la contribucién a la masa de la marca de fusién de GST de 24 kDa y se expres6 en forma de
nanomoles de sustrato catalizado por microgramo de enzima.

Deteccion con verde malaquita de fosfato soluble

La liberacion de fosfato libre en la solucidn se detecté mediante el ensayo colorimétrico con verde malaquita.
Brevemente, la solucién reserva de verde malaquita se realiz6 mediante la adicién lenta de 60 ml de 4cido sulfirico
concentrado a 300 ml de agua, seguido por enfriamiento hasta la temperatura ambiente y, después, se afiadieron 0,44
g de verde malaquita (Fisher Scientific). Inmediatamente antes de usar se prepard el reactivo colorimétrico a partir de
10 ml de la reserva de verde malaquita, 3% de (NH,);MoO; (p/v) (Sigma) y 0,15% de Tween 20 (Sigma).

Al volumen de reaccién de 200 ul se afiadieron cincuenta microlitros del reactivo colorimétrico en una placa de
microtitulacién y se dejé equilibrar durante 20 minutos a temperatura ambiente. La absorbancia se ley6 a 620 nm y la
liberacién de fosfato se calibr6 contra una curva estdndar de fosfato.

Se preparé una curva estdndar de fosfato para valores de fosfato de 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30, 40 y 45
nmol. Las soluciones fosfato se prepararon en tampoén en una proporcion de 1:1 de TE y TB y a cada uno de los tres
pocillos en una placa de microtitulacion se afiadieron 200 ml. Para cada concentracion se afiadieron 50 ul del reactivo
colorimétrico y se dejaron equilibrar durante 20 minutos a temperatura ambiente. Después se midi6 la absorbancia a
620 nm.

Estudios de cinética e inhibicion enzimdticas

A las mezclas de reaccion por triplicado se afiadi6 sustrato a 0, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20, 25, 30 y 40 nmol. Las
incubaciones fueron de 1 minuto y todas las demds condiciones de reaccién fueron como se ha descrito en lo que
antecede. Para cada concentracidn de sustrato se midi6 la actividad en al menos 6 reacciones duplicadas y se calculd
el error estandar de la actividad media para cada valor. Las estimaciones de la V4 y 1a K, derivaron mediante anélisis
de regresion lineal a partir de un grafico reciproco doble y se calculd el error estdndar y el valor P para la constante
1/Vs y el coeficiente K,/ V4 del grafico.

La reserva de Na;VO;.10H,O 1 mM se realizé en agua destilada y el pH se ajusté a un valor de 10 con 4cido
sulfirico. Una vez disuelta, se afladi6 Na;VO;.10H,0 reserva al TE y el TB en una proporcion de 1:1:1 y el pH se
ajust6 a un valor de 7. Los estudios de inhibicion se realizaron con 0,1 mM, 0,01 mM y 0,001 mM de ortovanadato
sodico. Las demads condiciones de reaccion fueron tal como se ha descrito en lo que antecede. Los ensayos se realizaron
con 10 nmol de sustrato y 9 ug de VP2-GST del VAP y se realizaron por triplicado para cada concentracion del
inhibidor.

pH optimo de la enzima

Se estableci6 el pH de las reacciones por triplicado a pH 4, pH 5, pH 6, pH 7, pH 8 y pH 9. Los ensayos se
realizaron con 10 nmol de sustrato y 9 ug de VP2-GST del VAP y las demas condiciones de reaccién fueron tal como
se ha descrito en lo que antecede. Antes de la adicion del reactivo verde malaquita, el pH se neutraliz6 a un pH de 7
con 4cido sulfiirico y con hidréxido sédico.

Ensayo de fusion de VP2 GST de TLMV

La proteina TLMV-GST se analiz6 siguiendo las condiciones de reaccion descritas para la VP2 del VAP. Las
reacciones se repitieron 4 veces.
Resultados-VP2

Andlisis de la secuencia

Una busqueda en base de datos de secuencias proteicas con homologia con la VP2 del VAP identificé una serie de
proteinas receptoras tirosina fosfatasa alfa (R-PTPasa) de ser humano, rata, ratén y pollo. La homologia de la VP2 del
VAP fue con el bucle WPD adyacente al bucle P en todos los homélogos de la R-PTPasa. El bucle WPD estd implicado
en la actividad PTPasa. El bucle P contiene el sitio catalitico y el motivo firma. La similitud entre la VP2 del VAP y

los homoélogos de R-PTPasa estaba en el intervalo de 30-32%. Las secuencias de aminodcidos de los homdlogos de la
R-PTPasa y la VP2 del VAP se han alineado en la Figura 13.
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En la base de datos Genbank se identificé un segundo grupo de secuencias altamente homdélogas a la VP2 del
VAP. El grupo SANBAN de virus TT poseen una homologia significativa con la VP2 del VAP. El todas las secuencias
viricas SANBAN, la regién de homologia se extiende de los residuos 54-80 de la secuencia de aminodcidos codificada
por el ORF1 putativo. La homologia era con la misma regién de la proteina que para los homélogos de 1la PTPasa, no
obstante, el patrén de residuos homdlogos era variable. La homologia entre la VP2 del VAP y las secuencias viricas
SANBAN fue del 48%. La alineacién de la secuencia de VP2 del VAP con los virus SANBAN se ilustra en la figura
14.

Expresion y purificacion de la proteina

El ORF1 del VAP se amplific6 del aislamiento australiano CAU269/7 del VAP. El aislamiento CAU269/7 fue equi-
valente en patogenicidad e infectividad a otros aislamientos equivalentes del VAP. El producto de la PCR se clond
en el vector pGEX 4T-2 y la proteina VP2 del VAP se produjo en forma de proteina de fusién recombinante con
glutatién-S-transferasa en un sistema de expresién bacteriana. El tamafio y la identidad de la proteina se verificaron
mediante electroforesis en SDS PAGE al 12,5%, seguido por tincién con azul brillante de Coomassie y transferencia
de tipo western (figuras 15 a 17). Mediante SDS-PAGE se identificé una banda de 58 kDa de peso molecular corres-
pondiente a la proteina de fusion CAV VP2-GST en el eluato purificado por afinidad. La banda proteica reacciond
especificamente con antisuero producido contra el marcador GST y también con el suero combinado hiperinmune de
pollo. La proteina dializada era facilmente soluble en tampén TBS y se usé directamente en los ensayos con PTPasa.
La concentracion de la proteina se determiné mediante el ensayo de Bradford contra una curva estdndar de BSA.

Sintesis del sustrato peptidico

El sustrato peptidico se sintetiz6 en un soporte sélido usando la quimica estandar de Fmoc. Tras la adicion del
residuo de fosfotirosina, todos los ciclos posteriores se duplicaron para contabilizar la potencial hidrancia estérica al
acoplamiento mediante el grupo fosfato grande. En la RP-HPLC analitica se observé un tnico pico consistente con
fosfopéptido puro y el peso de la férmula se confirmé como de 1116,3 mediante espectroscopia de masas.

Ensayos de la proteina tirosina fosfatasa

Para las condiciones de ensayo se establecié una curva estindar de la absorbancia a 620 nm en forma de una
funcién de la concentracién del fosfato. La sensibilidad de la deteccion colorimétrica con verde malaquita fue de 2,5
nmol de fosfato y la relacién entre el log[Pi] y la absorbancia a 620 nm fue linear en el intervalo de 0 a 45 nmol de
fosfato. Las concentraciones de fosfato superiores a 45 nmol tuvo como resultado una precipitacién de fosfomolibdato
de modo que se elimina la linealidad de la relacién.

Claramente se mostré que la proteina de fusién VP2-GST tenia actividad de proteina tirosina fosfatasa. La evolu-
cidn en el tiempo de la liberacion de fosfato por la CAV VP2-GST con respecto a la proteina GST control se muestra
en la figura 18. Sobre la base de la regién lineal de la curva del estudio de la evolucién en el tiempo, en todas las
reacciones posteriores se midié la V, a 1 min. La VP2-GST mostré una cinética de Michaelis-Menten y la relacién
entre V, y [S] fue 1/[V,] = (1,292).1/[S] + 0,060. Los graficos de la actividad de VP2-GST vy las proteinas control
GST se ilustran en la figura 19. El gréfico reciproco doble de Lineweaver-Burk para VP2-GST se muestra en la figura
20. Del gréfico de the Lineweaver-Burk, mediante regresion lineal se encontré que la 1/V, era 0,060 (desviacién
estdndar= 0,0137, P < 0,0001) y se encontr6 que la K,,/V 4 era 1,292 (desviacién estdndar= 0,1085, P < 0,0001).

Segtin estos resultados se estim6 que la V,;, era de 14.280 U/mg min y la K, 16,95 uM. Todos los ensayos se
repitieron tres veces usando 2 preparaciones diferentes de proteina VP2-GST y cada concentracién de sustrato se
repiti6 al menos 4 veces.

Efecto del pH de la reaccion y la inhibicion con ortovanadato sobre la actividad tirosina fosfatasa

La actividad de proteina tirosina fosfatasa se midié a un pH de reaccién variable (Tabla 4). Se encontré que la
actividad PTPasa 6ptima de VP2-GST estaba en el intervalo de pH 6-pH 7.

El efecto inhibidor del ortovanadato sddico sobre la actividad PTPasa de VP2-GST se muestra en la tabla 20. Las

concentraciones de ortovanadato de 00,001, 0,01 y 0,1 mM inhibieron completamente la actividad PTPasa de VP2-
GST.
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TABLA 19
Efecto del pH de la reaccion sobre la actividad PTPasa de VP2-GST

pH S (nmol) Vo media (nmol) SD
4 10 1,746 0,007
5 10 1,474 0,018
6 10 5,636 0,156
7 10 5,612 0,041
8 10 1,829 0,049
9 10 0,000 0,000
TABLA 20

Efecto de la inhibicion del ortovanadato de sodio sobre la cinética de la actividad PTPasa de VP2-GST

[ortovanadato] mMol [S] nmol Vo
- 10 5,612
0,001 10 0,002
0,01 10 0,000
0,1 10 0,000

Actividad PTPasa del producto del ORF2 del TLMV

Se demostrd la actividad PTPasa para la proteina de fusion ORF-GST del TLMV con respecto al ensayo CAV
VP2-GST. La actividad en el equilibrio fue equivalente a la demostrada para la VP2 del VAP (Figura 20).

III. VP2

Un objetivo de este estudio era investigar si la VP2 del VAP era una nueva PAPasa virica. Esta investigacion surgi6
principalmente del hallazgo de la homologia entre la VP2 del VAP y una serie de PTPasas y la propuesta de un motivo
de firma de la PTPasa dentro de la secuencia de VP2. Las PTPasas se caracterizan por el motivo de firma minimo
de PTPasa CXXXXXR y por la catélisis de de fosforilacién usando un intermedio enzimdtico cisteinil-fosfato. Los
dominios que rodean a la proteina estdn implicados en la regulacién de la actividad enzimdtica y en la especificidad
de sustrato. El perfil de la VP2 como proteina no estructural expresada a niveles muy bajos pero esencial para la
infectividad y una proteina altamente conservada entre los virus VAP y TT es consistente con una proteina reguladora
esencial tal como la PTPasa.

Este trabajo es el primero en definir una funcién para la VP2 y ha establecido que la VP2 es una nueva PTPasa.
Estas enzimas (PTPasas) se definen por su capacidad para eliminar fosfato especificamente de los residuos de fos-
fotirosina en los sustratos de fosfoproteina. Se ha encontrado que las PTPasas varian en su actividad especifica para
diferentes sustratos proteicos complejos. El sustrato peptidico generalizado ENDY (Pi)INASL usado en estos ensayos
se ha descrito anteriormente. Una amplia gama de PTPasas utilizan este sustrato, que permite la comparacion de para-
metros cinéticos. La evolucién en el tiempo y los estudios cinéticos demuestran claramente que la VP2 del VAP tiene
actividad de proteina tirosina fosfatasa. Se ha definido una serie de otras caracteristicas descriptivas para la familia
de PTPasa. Como familia, estas enzimas son resistentes a la inhibicién de la actividad con EDTA y muestran un pH
neutro 6ptimo dentro del intervalo de 5,5-7. Los estudios con VP2 de VAP han encontrado que la inclusién de EDTA
en el tampdn de ensayo era esencial para la actividad y que la actividad era 6ptima para pH 6-7. Estos resultados son
consistentes con los descritos para la familia como un todo.
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Las PTPasas catalizan la eliminacién de fosfato de la fosfotirosina mediante un producto intermedio de cisteinil-
fosfato formado con la cisteina activa en la hendidura catalitica. El mecanismo de catdlisis es Gnico para la familia
de las PTPasas, ya que es la inhibicién de la actividad por concentraciones bajas de ortovanadato. El compuesto
ortovanadato es un andlogo estructural del fosfato y, como tal, inhibe de forma competitiva el producto intermedio
de cisteinil fosfato. Se ha mostrado que los miembros de la familia de las PTPasas varian en la concentracion de
ortovanadato requerida para la inhibicién. La inhibicién méxima de la actividad de la VP2 del VAP se consiguié con
concentraciones de ortovanadato tan bajas como de 0,001 mM.

En las condiciones de ensayo descritas, la VP2 del VAP tenia una V,; de 14.280 U/mg.min y una K,, de 16,95
uM. La actividad de la VP2 del VAP es intermedia entre la caracteristica de las PTPasas de masa molecular alta y baja
(Mr). Las PTPasas de baja Mr tienden a tener una actividad especifica elevada. Un ejemplo es la PTP1B que tiene una
Vs de 20.000 U/mg.min. Las PTP de alta Mr tienen menores actividades especificas en general, aunque la actividad
depende de las especificidades de sustrato. Por ejemplo, la CD45 de bazo humano tiene una V,;, de 1.000 U/mg.min.

La estructura cristalografica y los mecanismos cataliticos de algunas proteinas tirosina fosfatasas (PTPasas) se
han estudiado con detalle. A partir de los estudios de PTPasas de alta Mr se ha definido el motivo firma consenso
como (I/V)HCXAGXGR(S/T). El residuo de cisteina es crucial en la unién del fosfato y la arginina coordina la
fosfotirosina en la hendidura catalitica. Se ha definido un motivo firma minimo para la superfamilia de las PTPasas
como CXXXXXR. Esta definicién se basa en un subgrupo de PTP de baja Mr que carecen de homologia de secuencia
global con el dominio conservado de la PTPasa pero que contiene este motivo firma minimo. Las PTP de baja Mr
también se caracterizan por actividad en un amplio abanico de pH. El motivo catalitico propuesto en la VP2 del
VAP es ICNCGQFRK, codificado por los residuos de aminoécidos 94 a 102. No obstante, la VP2 del VAP tiene una
homologia de secuencia con las PTPasas de alta Mr en una region extendida que no se aprecia para las PTP de baja
Mr. Ademas, las propiedades cinéticas tales como el pH 6ptimo son caracteristicas del subgrupo de PTP de alta Mr.

Las busquedas de homologia en bases de datos identificaron una serie de PTPasas receptoras eucaridticas (R-
PTPasas) con puntuaciones de identidad de 30-32% con la VP2 del VAP en una regién extendida de aproximadamente
53 aminodécidos, incluido el motivo firma propuesto. Este grupo de R-PTPasas tiene una homologfa significativa entre
si. Paraddjicamente, la homologia de secuencia entre la VP2 del VAP y las PTPasas eucaridticas es con una region
en direccién 5° del motivo catalitico definido de las proteinas eucariéticas Se ha mostrado que los dominios proteicos
de las PTPasas eucaridticas tienen una organizacién modular y en muchas PTPasas se han identificado dos dominios
cataliticos conservados en tdndem, solo uno de los cuales es funcional. La significativa homologia entre el pliegue
catalitico de la VP2 activa y el pliegue de la proteina adyacente al motivo eucariético de funcién idéntica puede
indicar redundancia funcional en las proteinas eucaridticas. La redundancia dentro de las PTPasas puede existir no
s6lo como dominios completos como se entendia previamente sino también al nivel de la estructura secundaria dentro
de los pliegues proteicos.

De interés adicional es el hallazgo de una homologia significativa en la misma regién entre la VP2 del VAP y
el subgrupo SANBAN de los virus TT. Recientemente se han identificado virus TT de huéspedes humanos como
un grupo heterogéneo de virus de ADN circular, monocatenario y de sentido negativo. El andlisis de secuencia de
este grupo de virus ha mostrado mayor homologia global con el VAP. La mayor homologia de secuencia con el VAP
se observa en la regién no codificadora y entre el ORF2 de los virus TTV y la VP2 del VAP. Todos los virus TTV,
SANBAN, YONBAN y TLMV (minivirus del tipo TTV) tienen en comtn con el VAP la secuencia WX,;HX;CXCXsH
en el ORF2 Esta secuencia homologa corresponde al extremo 5’ del motivo firma predicho de la PTPasa. No obstante,
la homologia entre los aislamientos SANBAN y la VP2 del VAP es mds extensa e incluye toda la secuencia del motivo
firma propuesto. Recientemente, otros autores han propuesto la clasificacién de los virus TTV, SANBAN, YONBAN,
TLMV y VAP como virus Paracircoviridae. La designacién actual de los ORF en los virus TT se basa solo en el
analisis de la secuencia, ya que estos virus no se han cultivado todavia en cultivos ni se han caracterizado los perfiles
de expresion de la proteina virica.

Los resultados mostrados en lo que antecede identifican con claridad el ORF2 del TLMV como una segunda y
nueva PTPasa virica. La demostracion de actividad PTPAsas por el ORF2 del TLMV es indicativa de una estrategia
virica comun para la infeccién y la replicacién entre el VAP y los virus TT. El hallazgo es consistente con la estrecha
similitud encontrada en la organizacién del genoma y la homologia de secuencia entre TTV y VAP.

Se sabe que las proteina tirosina fosfatasas funcionan en la regulacion de la mitogénesis, la transcripcién génica, la
transduccién de la sefial, las interacciones célula-célula, la diferenciacion celular y en las respuestas de citoquinas de
los linfocitos. La infeccidn por el VAP de las poblaciones de linfocitos T y de hemocitoblastos de pollos de hasta 21
dias de edad conduce a una profunda inmunosupresion y anemia. La actividad PTPasa de 1la VP3 durante la infeccién
puede representar un mecanismo de virulencia a través de cambios reguladores inducidos por el virus en las poblacio-
nes linfocitarias infectadas. Todas las proteinas reguladoras anteriores codificadas por virus han implicado virus con
genomas de tamafio grande y amplia capacidad de codificacion. Se ha sugerido que estos virus pueden mantener pro-
tefnas reguladoras celulares ademds de proteinas viricas cruciales replicativas y estructurales. Esto incluye la PTPasa
del VH1 previamente descrita del virus Vaccinia. Por tanto, el presente hallazgo es inusual en cuanto a que el VAP
tiene un genoma extremadamente pequefio (2,3 kb) y sélo tres proteinas viricas que se expresan a partir de marcos de
lectura superpuestos. Por tanto, el VAP es altamente dependiente de la funcién del huésped para la finalizacién de su
ciclo de replicacién y es posible que una capacidad para regular el ciclo celular de los linfocitos pueda ser una funcién
virica crucial. Que los presentes autores sepan, la PTPasa de la VP2 del VAP sélo es la segunda PTPasa virica que se
ha descrito y es la inica PTPasa descrita en un virus de este tipo.
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IV. Inoculacion de ADN de embriones con genoma del VAP monocatenario y bicatenario
Introduccion

Noteborn, M.H., de Boer, G.F., van Roozelaar, D.J., Karreman, C., Kranenburg, O., Vos, J. G., Jeurissen, S. H.,
Hoeben, R.C., Zantema, A. and Koch, G. (1991) han descrito el procedimiento estindar usado para la generacion de
virus infecciosos a partir del genoma del VAP mediante la transfeccion de ADN bicatenario en células MDCC-MSBI1
en Characterisation of cloned chicken anemia virus DNA that contains all elements for the infectious replication cycle.
J Virol 65, 3131-3139. No se han investigado metodologias alternativas para la generacion de viriones del VAP a partir
del genoma y no hay informes publicados de la inoculacién de genomas desnudos de ningtin virus en el saco vitelino
del polluelo. Una capacidad para generar virus infecciosos in ovo a partir de genoma de ADN desnudo permitiria la
produccion de vacunas sin una etapa intermedia de transfeccién en células MDCC-MSBI1. Esta metodologia tendria
el potencial de estimular la bioseguridad, ya que la linea celular MDCC-MSBI transformada contiene el genoma del
virus de la enfermedad de Marek latente, y el pase celular porta el riesgo de contaminacién accidental con el virus de
la vacuna.

El virus de la anemia del pollo, en comin con otros miembros de la familia Circoviridae, tiene un genoma de
ADN circular, monocatenario y de sentido negativo dentro de una cdpside sin cubierta. El ciclo infeccioso normal del
virus se ha investigado y la replicacion del virus progresa a través de un intermedio de replicacion de doble cadena.
Las formas replicativas de doble hebra de 2,3 kpb, 1,3 kpb y 0,8 kpb y las formas circulares abiertas y cerradas se
han identificado en las células MDCC-MSBI infectadas con el VAP. El orden en el que el intermedio de replicacién
de doble hebra, el transcrito, y el genoma monocatenario encapsidado se sintetizan no se conoce. Se ha demostrado
que los virus infecciosos podrian recuperarse con facilidad de las células MDCC-MSBI1 transfeccionadas con la forma
bicatenaria del genoma sola. Por tanto, la secuencia de ADN del VAP clonada de 2319 pb contiene toda la informacién
genética requerida para la generacién del virus infeccioso dentro de la célula huésped. La recuperacién del virus de
replicacién competente a partir de la transfeccién del genoma de ADN monocatenario no se ha investigado. Para que
la replicacién del virus progrese a partir de la transfeccion del genoma de ADN monocatenario se requeriria la sintesis
de una forma replicativa bicatenaria a partir del genoma monocatenario citoplasmatico.

El objetivo de este estudio era investigar si la replicacién del virus puede progresar a partir de la transfeccién
de células MDCC-MSBI1 con diferentes constructos gendmicos del VAP. Se ha investigado la capacidad para que
la replicacién virica progrese a partir de las formas monocatenaria o bicatenaria del genoma, de las formas lineal o
circular y de las hebras de sentido positivo o negativo. Otro objetivo era investigar sin la replicacion del virus puede
progresar in vivo tras la inoculacion de estos constructos de ADN en el saco vitelino e investigar la eficiencia relativa de
los diferentes constructos gendmicos en la generacion de virus infeccioso tras la inoculacion dentro del saco vitelino.

Clonacion bidireccional del genoma del VAP en el bacteriofago M13.t130

Con el fin de obtener genoma del VAP monocatenario de sentido positivo y de sentido negativo, el genoma se
subcloné desde el vector plasmidico pGEX-4Z en el bacteriéfago M13.t130. La construccién del clon genémico
pCAU269/7 en el vector pPGEX-4Z ha sido descrita por Brown, H.K., Browning, G. F., Scott, P. C. and Crabb, B. S.
(2000). Fulllength infectious clone of a pathogenic Australian isolate of chicken anaemia virus. Aust Vet J 78, 637-
640. El genoma de CAU269/7 se subclond bidireccionalmente desde el vector plasmidico pGEX-4Z en el bacteriéfago
M13.t130. La orientacién del inserto genémico dentro del vector bacteriéfago M13.t130 se determiné a partir del
analisis del patrén de digestién con Pstl. Se observaron bandas de aproximadamente 8,9 kpb y 0,6 kpb tras la digestion
con PstI de un clon M13.t130 que contiene el genoma del VAP insertado con la hebra de sentido positiva orientado de
5’ a3’ (designado CAV.M13.pos.). Se observaron bandas de aproximadamente 7,8 kpb y 1,8 kpb tras la digestion con
Pstl de un clon M13.t130 que contiene el genoma del VAP insertado con la hebra de sentido positiva orientado de 5° a
3’ (designado CAV.M13.neg.). La orientacién de la secuencia genémica del VAP en estos clones ademds se confirmé
mediante secuenciacion en ambas direcciones usando cebadores que hibridaban con las secuencias adyacentes al sitio
de clonacién.

Transfeccion de células MDCC-MSBI con constructos genomicos del VAP

Se evalud la eficacia del crecimiento del virus tras la transfeccién de diferentes constructos gendmicos del AP en
las células MDCC-MSBI1. Se prepararon formas monocatenarias y bicatenarias del genoma del VAP. E1 ADN bicate-
nario del VAP se prepar6 a partir de un cultivo del plasmido pCAU269/7. Una banda del tamafio correcto del genoma
del VAP liberado del clon pCAU269/7 mediante digestiéon con EcoRI se purificé mediante electroforesis en gel al 1%
y se circularizé mediante ligadura. Las bandas del tamaifio correcto se purificaron mediante electroforesis en gel al 1%
para el ADN monocatenario del VAP preparado a partir de cultivos de los clones del bacteriéfago CAV.M13.pos and
CAV.M13.neg. La presencia de inicamente ADN monocatenario en la preparacién se confirmé mediante digestién de
todo el ADN con la nucleasa Mung Bean que digiere especificamente ADN monocatenario. Los cebadores que hibri-
daron con las secuencias adyacentes a los sitios de clonacién se hibridaron con ambas preparaciones de CAV.M13.pos
and CAV.M13.neg monocatenarias y, después, se digirieron con EcoRI. El ADN se circulariz6 mediante ligadura y
después se cuantific6 mediante espectroscopia.
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La regeneracién del virus tras la transfeccion con estos constructos de ADN se evalué mediante inmunofluores-
cencia en pases secuenciales de cultivo celular y se prepard virus sin célula a partir de los lisados celulares. El virus se
recuperd tras la transfeccion con los siguientes constructos de ADN genémico:

(i) ADN de VAP monocatenario, circularizado, de sentido positivo preparado a partir del clon CAVM13.pos.
(ii)) ADN de VAP monocatenario, lineal, de sentido positivo preparado a partir del clon CAVM13.pos.

(iii) ADN de VAP monocatenario, circularizado, de sentido negativo preparado a partir del clon CAVM13.neg.
(iv) ADN de VAP monocatenario, lineal, de sentido negativo preparado a partir del clon CAVM13.neg; y

(v) ADN de VAP bicatenario, circularizado, derivado a partir de digestion con EcoR1 de pCAU269/7.

No se recuperd virus tras la transfeccion con ADN del plasmido control. La eficiencia de la transfeccién para
ADN bicatenario fue del 10% segin se evalué mediante la proporcién de células fluorescentes a las 48 horas de la
transfeccion con el plasmido pEGFP.

La transfeccién con todos los constructos monocatenarios tuvo como resultado en una proporcién de células infec-
tadas marcadamente mayor que la transfeccion con el constructo de ADN bicatenario. Tras la transfeccidn con todas
las formas de genoma monocatenario se observé al menos un 50% de infeccién de las células MDCC-MSBI por el
segundo pase de cultivo. No obstante, no se observo el 50% de infectividad hasta el cuarto pase tras la transfeccién con
el genoma bicatenario del VAP. No se observaron diferencias en la proporcion de células infectadas tras la transfeccién
entre genomas monocatenarios de sentido positivo o negativo ni entre los genomas lineales y circularizados.

Inoculacion de ADN en los embriones

Se evalud la eficacia del crecimiento del virus tras la inoculacion in ovo de diferentes constructos genémicos del
VAP. Los diferentes constructos genémicos del VAP se inocularon en el saco vitelino de grupos de cinco embriones de
7 dias de edad (E7). Los titulos de virus en homogeneizados aclarados de embriones de polluelos E18 se determinaron
mediante inoculacién de cultivos de células MDCC-MSB1 (Tabla 21). El virus se recuperd de los embriones E18
homogeneizados inoculados con los siguientes constructos de ADN gendémico (Tabla 21):

(i) ADN de VAP monocatenario, circularizado, de sentido positivo preparado a partir del clon CAVM13.pos.
(ii) ADN de VAP monocatenario, lineal, de sentido positivo preparado a partir del clon CAVM13.pos.

(iii) ADN de VAP monocatenario, circularizado, de sentido negativo preparado a partir del clon CAVM13.neg.
(iv) ADN de VAP monocatenario, lineal, de sentido negativo preparado a partir del clon CAVM13.neg; y

(v) ADN de VAP bicatenario, circularizado, derivado a partir de digestion con EcoR1 de pCAU269/7.

NO se recuper6 virus de los embriones E18 homogeneizados inoculados con el ADN del plasmido control (Tabla
21). La eficiencia del crecimiento del virus de la inoculacién de genoma monocatenario, circularizado y positivo fue
muy baja, con virus recuperado de tnicamente uno de 5 embriones (Tabla 21). La mayor eficacia de crecimiento de
virus se observo en la inoculacién de genoma monocatenario circularizado y de sentido negativo, que es la forma de
genoma presente en el virion. El titulo medio para el genoma monocatenario, circularizado y de sentido negativo fue
significativamente mayor al nivel de 0,001 que el titulo medio para la inoculacién de genoma bicatenario.

Los hallazgos de ese estudio se confirmaron después mediante la inoculacién del saco vitelino de huevos tras 6
dias de incubacién con genomas viricos mutantes clonados todavia contenidos dentro del vector plasmidico. Los tres
genomas mutantes fueron mut C87R, mut H103Y y mut Q131. A los 16 dfas de la incubacién se prepararon frotis
de membranas corioalantoideas y de médula 6sea de los embriones y se tifieron con anticuerpo inmunofluorescente
contra VP3 del VAP. En todos los huevos inoculados hab{a signos de replicacion virica demostrable mediante tincién
especifica para VP3.

V. Inoculacion de ADN de embriones con genoma del VAP monocatenario y bicatenario
En este estudio se desarrollé una nueva metodologia para el crecimiento del VAP in ovo tras la inoculacién de em-
briones E6 o E7 con genoma de ADN desnudo. Este es el primer estudio en demostrar para el VAP que el crecimiento

del virus in vivo puede progresar a partir de la inoculacién de ADN vy la primera descripcién de la inoculacién del
genoma virico desnudo en el saco vitelino para cualquier patégeno virico aviar.

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 334 646 T3

Este estudio ha demostrado la eficacia de la inoculacién de ADN en el saco vitelino para el cultivo de VAP. La
liberaciéon de ADN del VAP en el saco vitelino de embriones o por otras vias in ovo se puede usar como via de
vacunacion.

Esta metodologia representa un significativo avance en la bioseguridad debido a la capacidad para generar virus
infecciosos a partir de genoma manipulado en un sistema sin células. El cultivo del virus mediante la transfeccién del
genoma manipulado en las células MDCC-MSB 1 expone el posible inoculado de vacuna a los componentes del sistema
del cultivo celular, lo que puede plantear riesgos de bioseguridad. La capacidad para generar virus a partir del genoma
de ADN inoculado en el saco vitelino embrionario es, por tanto, significativa para la estimulacién de la bioseguridad.
El titulo de 10° a 10° DICT50 obtenido normalmente para el cultivo del VAP en cultivo de células MDCC-MSBI es
restrictivamente bajo. La amplificacion del titulo podria ser posible mediante otros ciclos de inoculacién en el saco
vitelino.

La eficacia de la inoculacién en el saco vitelino fue mayor para el genoma monocatenario, circularizado y de
sentido negativo (Tabla 21). Se recuperaron titulos elevados de virus infecciosos de la inoculacién de genoma mono-
catenario, circularizado y de sentido negativo y se obtuvieron titulos moderados de la inoculacién en el saco vitelino
de genoma bicatenario y circularizado (Tabla 21). El titulo obtenido de la inoculacién de embriones con genoma mo-
nocatenario, circularizado y de sentido negativo fue 3 log mds elevado que para el genoma bicatenario (Tabla 21). Se
observé una diferencia significativa en los titulos obtenidos de la inoculacién de genoma de sentido negativo circula-
rizado frente a lineal. Los titulos viricos obtenidos de la inoculacién de genoma lineal de sentido negativo, genoma
circularizado de sentido positivo o de genoma lineal de sentido positivo fueron bajos. Dado que no se observaron di-
ferencias en la eficacia de la transfeccion en células MDCC MSB1 entre las diferentes formas de constructos de ADN
monocatenario, las diferencias en la eficacia tras la inoculacién en el saco vitelino se pueden atribuir, probablemente,
a las influencias en direccién 5’ con respecto al procesamiento del genoma virico una vez que estd en el citoplasma.
Los constructos de ADN inoculados extracelularmente en el saco vitelino deben persistir en el saco son degradarse
y entrar en las células diana huésped para que comience la replicacion virica. Por tanto, muy probablemente, la dife-
rencia observada entre los constructos de sentido positivo y de sentido negativo esté relacionada con la estabilidad del
constructo tras la inoculacién en el saco vitelino y su capacidad para su captacion en las células diana. El plegamiento
y la conformacién de la hebra circularizada de sentido negativo puede determinar esta diferencia.

Se pueden generar virus infecciosos a partir del genoma monocatenario tras la transfeccién de células MDCC-
MSBI1. No se observaron diferencias entre las hebras de sentido positivo y negativo ni entre los constructos circulari-
zados y lineales.

Probablemente esto se debe a que el intermedio replicativo bicatenario y circular se puede sintetizar a partir de la
hebra de sentido positivo o negativo una vez que esta en el citoplasma. La transfeccién del genoma monocatenario
de sentido negativo tuvo como resultado una infectividad mds elevada en pases anteriores que la transfeccion con el
genoma bicatenario.

Noteborn, M.H., de Boer, G.F., van Roozelaar, D. J., Jeurissen, S. H., Hoeben, R. C., Zantema, A. and Koch, G.
(1991) han descrito procedimientos para la transfeccién del genoma del VAP bicatenario en células MDCC-MSB1
en Characterisation of cloned chicken anemia virus DNA that contains all elements for the infectious replication
cycle. J Virol 65, 3131-3139, y esta técnica se ha repetido en muchos estudios publicados. Usando esta técnica, el
genoma del ADN se puede manipular facilmente in vitro y las alteraciones se pueden definir con precisidn antes
de la generacién de viriones en el cultivo celular. La transfeccion de constructos monocatenarios puede incrementar
la eficacia de este procedimiento. Un procedimiento que proporcione una mayor eficacia de la transfeccion seria
particularmente beneficioso para el cultivo de cepas mutantes con caracteristicas alteradas del crecimiento, tal como
periodos ampliados de latencia o tamafio bajo de eclosién. La mutagénesis por cebadores en el sistema de clonacién
en el bacteri6fago M13 implica Uinicamente una sola etapa de mutagénesis para la generacion del genoma mutante
monocatenario y es, por tanto, una técnica mas rdpida y mds sencilla. El vector bacteriéfago M13 es un sistema
adecuado alternativo a la propagacién plasmidica para la manipulacién del genoma del VAP.

En otros estudios se ha mostrado que el uso del genoma clonado en un vector plasmidico también podia inocularse
en el saco vitelino de huevos embrionados como procedimiento para generar virus infecciosos. Por tanto, este pro-
cedimiento se puede usar para recuperar genomas mutantes y también para la produccién de vacunas. También se ha
mostrado que la inoculacién directa de genomas clonados de mutantes del VAP en huevos se puede usar como método
de vacunacién, especialmente dada la demostracién de que los virus mutantes estan atenuados para los embriones de
polluelos.
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TABLA 21

Titulos medios del VAP en embriones E18 tras la inoculacion en el saco vitelino de diferentes constructos genémicos

Inéculo de ADN Titulo medio SD Valor P*
Control negativo |0 0 NA
ds? 2,9 0,6 P
(-ve)° ss%circ® 5,5 0,7 ek
(-ve) ssclin® 1,3 0,9 **
(+ve)'ss circ 0,6 0,9 t
(+ve)ss lin 1,6 0,3 oex

q Titulo medio en logio DICTse/embrién
SD desviacién estandar
# valor P para la prueba t entre el control negativo y el grupo de tratamiento

2 bicatenario

® sentido negativo

monocatenario

genoma circularizado

genoma lineal

" sentido positivo

NA no aplicable

* valor P significativo al nivel 0,05

** valor P significativo al nivel 0,01
*** valor P significativo al nivel 0,001
¥ valor P no significativo al nivel 0,05

c
d
e

VI. Evaluacion de determinados virus mutantes de VAP para atenuacion y para induccion de inmunidad protectora

en polluelos de dias

Objetivo

Evaluar la seguridad de determinados mutantes del VAP en polluelos de dias y evaluar la inmunidad protectora

inducida por la inoculacién de mutantes del VAP en polluelos de dias

Procedimiento

Hubo seis grupos experimentales:

Grupo Dia 1 de tratamiento Dia 21 de tratamiento
1 Medio Medio

2 Medio VAP salvaje

3 VAP salvaje VAP salvaje

4 Mutante 169 VAP salvaje

5 Mutante 101 VAP salvaje

6 Mutante 161/162 VAP salvaje
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Cada grupo experimental estaba constituido por 10 aves y cada grupo estaba en un aislador distinto de fibra de
vidrio con presion positiva con filtros de aire en la entrada y e la salida de aire con filtros de particulas de alta eficiencia
y toda la comida y el agua esterilizada antes de su introduccién en los aisladores. Todos los polluelos se identificaron
individualmente con bandas en las alas.

Se procedi6 a la eutanasia de la mitad de los polluelos el dia 14 y se retiraron pata la evaluacion de la seguridad de
los mutantes. El resto de los polluelos permanecié en los aisladores durante otros 21 dias.

En las aves se inocul6 por via subcutanea 0,5 ml de VAP que contenian una mediana de dosis infecciosas en cultivo
tisular de 10* del virus o 0,5 ml de un lisado de células MSB1 no infectadas.

El dia 14, se procedié a sacrificar a 5 aves de cada grupo mediante exposicién a halotano. Tras la muerte se midieron
los pesos corporales y se realizé la anatomia-patolégica macroscépica de todos los drganos linfoides, la médula dsea,
el higado, el bazo y la dermis (en busca de signos de hemorragia). La cadena timica se disecciond y se peso.

El dia 21, en las aves restantes de cada grupo se inocul6 por via subcutdnea 0,5 ml de VAP que contenian una
mediana de dosis infecciosas en cultivo tisular de 10* del virus o 0,5 ml de un lisado de células MSB1 no infectadas.

El dia 35, se sacrificé al resto de las aves mediante exposicién a halotano. Tras la muerte se midieron los pesos
corporales y se realiz6 la anatomia-patoldgica macroscopica/fotografié todos los 6rganos linfoides, la médula ésea, el
higado, el bazo y la dermis (en busca de signos de hemorragia). La cadena timica se disecciond y se peso.

Resultados y discusion

No se observaron signos de que las aves infectadas con el virus tuvieran pesos corporales menores que las aves no
infectadas el dia 14 y tampoco se observaron signos de que hubiera diferencias en el peso corporal entre cualquiera de
los grupos el dia 35.

El dia 14 No se observaron signos de una diferencia en el peso del timo o la proporcién del timo/peso corporal entre
las aves infectadas con los virus mutantes 101 y 161/162 y las aves no infectadas. No obstante, el peso del timo y la
proporcion timo/peso corporal de las aves infectadas con el virus virulento salvaje fueron significativamente menores
que los de las aves no infectadas. El peso del timo y la proporcién timo/peso corporal de las aves infectadas con el
mutante 169 no fueron significativamente diferentes de los de las aves no infectadas o las aves infectadas con el virus
virulento salvaje.

Resultados el dia 14

Grupo Dia 1 de | Peso del timo (g) | Proporcion
tratamiento timo/Peso corporal
(mg/g)
1 No infectado 1,3+0,3° 8,8+1,62
2 No infectado 1,1+0,3® 8,4 +1,6°
3 VAP salvaje 0,8+0,3° 49+2,0°
4 Mutante 169 1,1+£0,3® 7121
5 Mutante 101 1,3+0,4° 8,9+232
6 Mutante 161/162 1,3+0,32 8,3+1,5°

Los valores en la misma columna con el mismo superindice no son significativamente diferentes.
Estos resultados muestran que los virus mutantes que estaban atenuados para los embriones de polluelos también

estaban atenuados para los polluelos de dias de edad, con la atenuacién del mutante 169 intermedio de algiin modo
comparada con la de los mutantes 101 y 161/162.
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Experimento de proteccion

El dia 35 no se observaron signos de una diferencia en el peso timico o la proporcién timo/peso corporal entre las
aves vacunadas con el virus mutante 169 y después expuestos al VAP virulento salvaje a los 21 dias, las aves que no
se habian infectado y las aves a las que se habia inoculado el VAP virulento salvaje al dia de edad y después expuestas
al VAP virulento salvaje a los 21 dfas. No obstante, el peso del timo y la proporcion del timo/peso corporal de las aves
no expuestas al VAP al dia de edad pero que se habian infectado con el virus virulento salvaje a los 21 dias de edad
fueron significativamente menores que los de estos grupos. Las aves que habian sido vacunadas con los mutantes 101
0 161/162 y después expuestas al virus virulento salvaje tenfan niveles intermedios de proteccidn.

Resultados el dia 35
Grupo Dia 1 de|Dia 21 de|Peso del timo | Proporcion
tratamiento tratamiento (9) timo/peso
corporal
(mg/g)
1 No infectado | No infectado | 4,1 £ 0,82 9,5+1,4°
2 No infectado | VAP salvaje 1,3+0,3° 3,3+0,9°
3 VAP salvaje | VAP salvale [ 5,1 +1,2% 105+1,9
4 Mutante 169 | VAP salvaje | 3,5+0,4° 9,0 +0,8°
5 Mutante 101 VAP salvaje 2,2 +0,4° 50+1,4°
6 Mutante VAP salvaje  |2,0+1,0% 52+2,1°
161/162

Los valores en la misma columna con el mismo superindice no son significativamente diferentes.

Estos resultados muestran que la vacunacién con virus mutantes pudo proteger a los pollos contra los efectos de la
infeccién por el VAP.

Por tanto, los virus VAP mutantes no sélo estaban atenuados sino también eran capaces de inducir inmunidad
protectora en pollos de 1 dia de edad.
Discusion
I. Vacuna contra el VAP

Los presentes inventores han desarrollado vacunas de ADN y con microorganismos vivos atenuados del VAP
adecuadas para la inoculacién de bandadas de gallinas menores de un afio, de pollos para engorde y de pollos para
cria. En este procedimiento estaban implicadas varias etapas, incluidas:

- establecimiento de un sistema de cultivo celular in vitro para el andlisis y crecimiento del virus;

- andlisis del virus para determinar los sitios adecuados para mutagénesis e investigacion de la funcién del virus;

- mutagénesis dirigida por sitio mediante PCR con un clon de genoma completo;

- transfeccién de virus mutantes en un sistema de cultivo celular y evaluacién de la infectividad, los efectos cito-
patogénicos y los cambios especificos en la funcién virica;

- andlisis de los virus mutantes como posibles candidatos a vacuna en un modelo de exposicién usando embriones
de polluelo SPF; y

- evaluacion del fenotipo y la infectividad in vivo de los virus mutantes en el modelo de exposicion.
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Los resultados de los andlisis de la patogenicidad en embriones de polluelos demostraron claramente que la muta-
cién de la VP2 en las regiones clave de la estructura y funcién identificada podria usarse para generar virus atenuados
que serian adecuados para vacunacién, bien como virus atenuados o como vacuna de ADN. Todos los mutantes, con
la excepcion del mut 163, estaban significativamente atenuados, medido mediante la puntuacién total de la lesién. No
obstante, el mut 163 estaba significativamente atenuado medido mediante las puntuaciones de lesiones en el timo y el
bazo.

Cabe destacar que los efectos mas significativos sobre la atenuacién se consiguieron mediante la mutacién de los
residuos predichos que estdn implicados directamente en la funcién PTPasa de la VP2, pero que se consiguié también
alguna atenuacién mediante la mutacién de las regiones dcidas y bésicas en el extremo carboxilo de la VP2.

Ademads, la mutacion de la secuencia de Kozac en el punto de inicio de la traduccion del gen VP2, de modo que
se produciria mds VP2, tuvo como resultado un constructo que ya no podia realizar una replicacién productiva. Tal
constructo, aunque no util como base para el desarrollo de una vacuna con microorganismos vivos atenuados, se puede
usar como vacuna de ADN.

Estos estudios también han demostrado que la VP2 tiene un potente efecto inmunomodulador. Por tanto, la VP2
mutante puede usarse para efectuar cambios menos potentes en el sistema inmunitario.

II. Mutacion de las seiiales de inicio de la traduccion de la VP2 del VAP

Estos estudios han demostrado la aplicacion general de la mutacién del gen para la VP2 en el VAP y sus homdlogos
en otros circovirus para la generacién de cepas atenuadas para usar como vacunas vivas o vacunas de ADN y para la
generacion de clones gendmicos no replicantes que se puedan usar como vacunas de ADN.

Ademds, los presentes inventores han demostrado claramente el papel que la VP2 desempeifia en la inmunomo-
dulacién durante las infecciones por VAP. Se ha encontrado que la VP2 y sus homélogos se pueden usar para influir
sobre la funcién del sistema inmunolégico.

Existe algin potencial para el uso de mutantes deficientes en la replicaciéon, pCAU283-3 y pCAU283+4 como
vacunas de ADN en pollos en cuanto a que la expresion transitoria de VP2/VP3 puede ser suficiente para provocar una
respuesta inmunitaria.

Resumen

Los presentes inventores han descubierto que la mutagénesis dirigida es una estrategia factible para la produccién
de una cepa de virus atenuados, en primer lugar porque el genoma del VAP puede manipularse debido a su pequefio
tamaifio y, en segundo lugar, porque las particulas viricas se pueden generar con facilidad mediante transfeccion del
genoma solo. Las mutaciones dirigidas se pueden introducir en el genoma en una célula y un sistema sin virus y
caracterizar con precision antes de la produccién del virus. Por tanto, esta estrategia es muy eficiente y emplea una
bioseguridad 6ptima. Una limitacién del empleo de una vacuna con microorganismos vivos atenuados es el titulo
bajo al que el virus crece in vitro y la incomodidad menor debido a la necesidad para la produccién de virus en
huevos libres de patégenos (SPF) especificos embrionados. El desarrollo de una vacuna de ADN elimina el riesgo de
bioseguridad de la produccién del cultivo y las limitaciones de titulos viricos bajos y puede probarse que es eficaz
para la inoculacién in ovo. Enfoques alternativos a la vacuna con microorganismos vivos atenuados son las vacunas
inactivadas o las vacunas vivas atenuadas mediante pases. La inoculacién de polluelos con VP1 y VP2 co-expresadas
genera una respuesta de anticuerpos neutralizantes en suero protectora contra la exposicion. No obstante, los virus
vivos atenuados normalmente tienen una capacidad mayor de inmunogenicidad debido a la induccién de inmunidad
tanto humoral como celular. Las cepas que se han atenuado mediante pases son subdptimas como candidatos a vacuna
porque conservan niveles bajos de patogenicidad. Ademds, las cepas atenuadas pasadas retiran rdpidamente a sus
formas virulentas con pases en los polluelos. Por tanto, hay significativas ventajas en el uso de la mutagénesis dirigida
por sitio en un genoma recombinante para usar como una vacuna de ADN o para la derivacidn de cepas vivas atenuadas.
El disefio del programa vacunal puede incorporar la administracién de vacunas de ADN a huevos embrionados y de
vacunas vivas atenuadas para aves mds viejas.

Las caracteristicas de organizacion del genoma del VAP limitan y potencia las posibilidades de atenuacién median-
te mutagénesis mientras que conservan al mismo tiempo la infectividad y la inmunogenicidad. El VAP es extremada-
mente econémico en su capacidad de codificacién. El genoma sélo tienen2,3 kb y codifica tres ORF superpuestos, lo
que limita las opciones disponibles para mutagénesis. Las mutaciones en un ORF deben disefiarse de un modo que
no rompan los ORF superpuestos. Las funciones de las tres proteinas viricas son cruciales para la infectividad virica
y, por tanto, las mutaciones introducidas deben garantizar la conservacién de la funcién proteica. La estabilidad de
la atenuacién se puede potenciar mediante un enfoque multifactorial. La reversion a la virulencia se espera que se
produzca a una frecuencia baja con dependencia de sencillas mutaciones puntuales. E1 VAP tiene una extrema con-
servacion de la secuencia en todos los aislamientos caracterizados en las regiones de codificacién que contienen los
marcos de lectura superpuestos. Esto sugiere que en la situacion de campo, la capacidad del virus para tolerar muta-
ciones espontineas se conserva muy por debajo del indice previsto de mutaciones naturales asociadas con el indice
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de error del sistema de la enzima polimerasa. Muy probablemente ésta es una consecuencia de la restricciéon impuesta
sobre el cambio de codén en un marco debido a los cambios concurrentes en el marco superpuesto que pueden ser
perjudiciales. Este argumento también sugiere que una estrategia de atenuacion por pases serd extremadamente lenta y
puede no producir una atenuacién 6ptica que pueda conseguirse con la mutagénesis dirigida. Las mutaciones naturales
s6lo se tolerardn a una frecuencia mensurable en los codones para los que el marco de lectura superpuesto tiene un
codén mévil. Por tanto, la mutagénesis dirigida por sitio es 6ptima y no depende de la probabilidad de baja frecuencia
de acontecimientos mutacionales y los sitios en los que el ORF superpuesto tiene una minima movilidad del codén se
pueden muta facilmente mediante un cuidadoso disefio.

Las mutaciones introducidas mediante mutagénesis dirigida por sitio in vitro que conservan el marco superpuesto
tendrdn una menor frecuencia de reversion debido a la necesidad de conservar el codén en el marco superpuesto. La
atenuacion requiere una estrategia de disefio racional de mutaciones construidas cuidadosamente usando mutagénesis
dirigida por sitio.
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REIVINDICACIONES

1. Un virus de la anemia del pollo (VAP) atenuado aislado capaz de replicacion celular y que tiene una secuencia
de 4cido nucleico seleccionado del grupo constituido por las SEC ID N° 3, 5,7,9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23 y 25.

2. El virus de acuerdo con la reivindicacién 1 que tiene la secuencia de dcido nucleico de SEC ID N° 23.
3. El virus de acuerdo con la reivindicacion 1 que tiene la mutaciéon-mut D 169 G.

4. Una composicién de vacuna contra el VAP que comprende un VAP atenuado de acuerdo con una cualquiera de
las reivindicaciones 1 a 3 junto con un portador o diluyente adecuado.

5. Una proteina virica 2 (VP2) del VAP mutante aislado que tiene una secuencia de aminodcidos seleccionada del
grupo constituido por la SEC ID N°: 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24 y 26.

6. La VP2 del VAP de acuerdo con la reivindicacién 5 que tiene la secuencia de aminoécidos indicada en la SEC
ID N° 24.

7. Un cebador de 4cido nucleico para introducir una mutacién en la VP2 de VAP que tiene una secuencia nucleoti-
dica seleccionada del grupo constituido por ctgcgcgaaCgcetcgegttcecacgetaag o aacgecgageGttcgegeagecacacagega que
introduce la mut C87R cgctaagatcAgcaactgeg o cgeagttgcTgatcttagegtg que introduce la mut C95S, atctgcaacAgegga
caattc o attgtccgcTgttgcagatcttag que introduce la mut C97S, ctgeggacaattcGgaaaacactgg o cagtgttttcCgaattgtccgeag
que introduce la R101G, cagaaaaTactggtttcaagaatgtgccggac o gaaaccagtAttttctgaattgtccgeag que introduce H103Y,
ctgcgacccctcGgagtacaggg o ccctgtactcCgaggggtegeaggatege que introduce R129G, cgagtacCgggtaagegagcetaaaag o
cgcttacceGgtactcggagg introducing mut Q131P, ccgaacGgcGCgGCggtgtataag o atacaccGCcGCgcCgtteggggte que
introduce la mut R/K/K150/151/152G/A/A, taagatggcaagGegGgctegeagacce o tgegagcCegCettgecate que introduce la
mut D/E 161/162 G/G, gacgagcCcgcagaccgagag o ggcecteteggtetgegGgctegte que introduce la mut L163P,
gagaggccgGttttacgecttcag o gegtaaaaCeggecteteggte que introduce la mut D169G y ctgeggacaattcagaGaacactggttte
o gaaaccagtgttCtctgaattgtccgecag que introduce la mut K102E.

8. El cebador de dcido nucleico de acuerdo con la reivindicacion 7 que es gagaggccgGttttacgecttcag o
gcgtaaaaCcggcctcteggte que introduce mut D169G.

9. Uso del virus de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3 en la fabricacién de una vacuna para
conferir inmunidad en un animal contra una infeccién por circovirus.

10. Uso del cebador de 4cido nucleico de acuerdo con la reivindicacién 7 u 8 en la fabricacion de una vacuna para
conferir inmunidad en un animal contra una infeccién por circovirus.

11. Un procedimiento para producir un circovirus atenuado que comprende:

(a) inocular el cebador de acido nucleico de acuerdo con la reivindicacidén 7 u 8 en el saco vitelino de un huevo
embrionado;

(b) permitir que el circovirus se replique a partir de la molécula de acido nucleico aislado; y

(c) recolectar el circovirus del huevo.
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Figura 1
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Figura 2: Transfeccion de mut C88 R en células MSE1
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Figura 3: Transfeccion de mul C95 5 en células MSE1
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Figura 4: Transfeccion de mut C87 S en celulas M3SEB T
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Figura 5: Transfeccitn de mut B 101 G en celulas MSB1

75 4

50

HlFA

25 -

?
i

Mumers de pase

56

i.- ¢

—o—  %IFA mutiQl
——ipm—  %IFA pCAV

——o—  %iFA M3EBI



YeiFA VP2

ES 2 334 646 T3

Figura 6: Transteccion de mut H 103 Y en células MSB1
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Figura T Transteccion de mut B 128 G &n células M5B
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Figura & Transfeccion de mut N 131 P en celufas MS51
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Figura 9. Transfaccion de mut RS 1501 511152504700 en celulas MSB1
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Figura 10: Transfeccion de mut D/E 161/162 GIG en celulas MSBE1
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Figura 11 Transfeccidn de mut L 163 P en células M5B
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Figura 12: Transfeccion de mut D 169 G en celulas M3B1
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Figura 13. Homélogos de R-PTPasa alineados con la secuencia de
aminoacidos de la VP2 del VAP usando el software ECLUSTALW
(WebANGIS) y mostrados graficamente usando el software Seqvu (Garvin
Institute). Fila 1; proteina tirosina fosfatasa alfa de pollo (Z32749),
residuos 302-306, puntuacion de homologia 30%. Fila 2: R-PTPasa alfa
humana (PP18433), residuos 301-353, puntuacion de homologia 32%. Fila
3: R-PTPasa alfa de rata (Q03348), residuos 295-347, puntuaciéon de
homologia 32%. Fila 4: R-PTPasa alfa de raton (P18052), residuos 328-380,
puntuaciéon de homologia 32%. Fila 5: R-PTPasa alfa humana (17011300A).
Fila 6: proteina tirosina fosfatasa de placenta humana (CAA38065),
residuos 292-345, puntuacion de homologia 32%. Fila 7: VP2 de VAP.
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CAV VP2

TTV ABU24366
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Figura 14. Alineacion de la secuencia de aminoacidos de la VP2 del AVP y
la secuencia SANBAN TTV usando el software ECLUSTALW (WebANGIS)
y mostradas graficamente usando el software Seqvu (Garvin Institute). Se
muestran los nimeros de registro en Genbank para los virus TT.
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Figura 15. electroforesis de las proteinas de fusion con glutation-S-
transferasa en un gel de poliacrilamida al 12,5% y visualizacién con
tincion con azul de Coomassie. Calle 1, patrones de peso molecular de
amplio rango (Biorad); calle 2, 2,6 ug de proteina de fusion VP2 del VAP-
GST; calle 3, 3,0 ug de GST.
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Figura 16. Transferencia de tipo western con sonda de antisuero
policlonal de raton producido contra la region COOH-terminal de la VP2.
Calle 1, patrones de peso molecular de amplio rango (Biorad); calle 2, 3,0
ug de GST; calle 3, 2,6 ug de proteina de fusion VP2 del VAP-GST.
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Figura 17- Transferencia de tipo western con sonda de antisuero
policlonal de conejo producido contra GST. Calle 1, patrones de peso
molecular; calle 2, 3,0 ug de GST; calle 3, 2,6 pg de proteina de fusiéon VP2
del virus de la anemia del pollo-GST.
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Figura 18. Estudio de la evolucién en el tiempo de la liberacion de fosfato
de ENDY(Pi)NASL catalizada mediante VP2-GST o una preparacion
control de GST. Las reacciones se llevaron a cabo con 15 nmol de
sustrato. La actividad [V] se midié en nmol de fosfato liberados para cada
punto de tiempo.
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Figura 19. Actividad PTPasa de VP2-GST y proteinas control GST en el
ensayo de PTP. Las reacciones se llevaron a cabo con 10 nmol de
sustrato y durante 1 minuto. La actividad inicial [V,] se midié en nmol de
sustrato liberado para cada valor del sustrato. El error estandar de la
media para cada valor de sustrato analizado fue inferior a 0,101.
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Figura 20. Actividad PTPasa de la VP2 del TLMV con respecto a la
actividad de la VP2 del van.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> The University of Melbourne
<120> Vacunas de Circovirus
<130> KYL:'TYD:305017633
<150> PR5674

<151>2001-06-14

<160> 68

<170> Patentln version 3.1

<210>1

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADN del pCAU269/7

<400> 1

ccececttga acceccccct gggggggatt cccccccaga cceccccttt ataaagecact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgctttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cggggggccg gaggeecece ggtggeccee tccaaggagt ggagegtgta 240
caggggegta cgtcatccgt acaggggeep tacgtcacaa gaaggegtte ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgticagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgece acgttgcgaa 360 -
agtgacgttt cgaaaatggg cggcgcaaga ctccctatat attgegegea cataceggte 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgcacgg aaacggegga caaccggeeg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaacc tgggeecage ggagecgege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgeag agagatécgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgcetaa gatctgcaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcctcee tcgaagaage gatectgega cecctcegag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagettg attaccacta ctcccagecg accccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagct cgecagaccga gaggeegatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggcacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcect ttcacaaccc 1080
ccgeeecggt acgtatagtg tgaggetgee aaacccecag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atcttictca ccgaaggact cattctacct aaaaacagcea cagetgggegg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgecaagate tcagtgaace tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacce tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tcgeeggtga 1320
gttgattgcg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgccct ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geceggttttt taatcaccct aagcaaatga cectgcaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggeatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgccact aagaatgagg gatcettcag cceegtggeg agtettctet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaacce ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegacc ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgctatge cccecggacee ccegatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgctgeatga atagcacgea agettggtgg tcgtgggaca catatatgag 1860
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ctttgcaaca ctcacageac tcggtgctea atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaace atcacaaggce ccgaggagee ggggacccca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgcege tcggeacaga gaccataace gacagctaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgcgcg tccagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gitaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cetgaaaagg 2280

888888 2286

<210>2

<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia proteica de VP2 del pCAU269/7

<400> 2

Met His Gly Asn Gly Gly Gin Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gln Gly GIn
20 25 30

Val lle Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr lle
35 40 45

Asn Gly Val Gin Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe GIn Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gln Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gin Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
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165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210>3

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut C87R del genoma del virus de la anemia de pollo

<400> 3

ccececttga acceccccct gggggggatt cccccecaga ceccecccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgctttc cgagtggtta ctattccate 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180
tcgtcgaagg cggggggecy gaggeeceee ggtggeeece tecaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgtcatccgt acaggggegsg tacgtcacaa gaaggegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgee acgttgcgaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggcgeaaga ctccctatat attgegegea cataccggte 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgecacgg aaacggegga caaccggecg 480
ctgggggcag tgaatcggceg cttagecgag aggggceaacce tgggeccage ggagecgege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
gtgttcagge caccdacaag ttcacggecg ttggaaacee ctcactgeag agagatcegg 669
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa cgetegegtt 720
cccacgetaa gatctgecaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcctccc tcgaagaage gatectgega ccectecgag 840
tacagggtaa pcgagctaaa agaaagcttg attaccacta ctcccagecg accecgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgagct cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggcacca cctcaagega cticgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcct ttcacaaccc 1080
ccgeeccggt acgtatagtg tgaggetgee aaacccccag tccacgatga ctatccgett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagcea cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaacce tgaaagagtt 1260
cctectagea tcaatgaace tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgccct ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geeggttttt taatcaccect aagcaaatga cectgecaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggeatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cccegtggeg agtetictet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgeecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
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gcaacaatac cctgctatge ccccggacce cecgateate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagic cgctgcatga atagcacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagcac tcggtgcetea atggtctttt cctccagggce aacgttcagt
- tictagacgg tccttcaace atcacaagge ccgaggagece ggggacccca agggecagag 1980
glggcacacg ctggtgecge teggeacaga gaccataace gacagetaca tgagageace 2040

ES 2 334 646 T3

1920

ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgeaaggea ctaataaatc 2100

gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgcgetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgcgcg tecagtecgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280

gggeeg 2286

<210>4

<211> 216
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut C 86 R de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 4

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly GIn
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val GIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Arg Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly Gin Phe Arg Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp Gln
145 150 155 160
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Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp

165 170 175
Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp lle
180 185 190
Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205
Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210>
<211> 2286
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C 95 S del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 5
cceccettga acccecccet ggggggeatt ccceccccaga cecceccttt ataaageact 60

caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgetttc cgagtggtta ctattccate 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetegegat 180

tcgicgaagg cggggggeceg gaggecccee ggtggeccee tecaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgtcatccgt acagggggeye tacgtcacaa gaaggegtic cegtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgece acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga cteectatat attgegegea cataceggte 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgecacgg aaacggegga caaccggecg 480
ctgggggceag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaace tgggeccage ggageegege 540
agggpcaagt aatttcaaat gaacgcetcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggeeg ttggaaacce ctcactgeag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgcetaa gatcagceaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtitcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectcce tcgaagaage gatectgega cecctecgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagettg attaccacta ctcccagecg accccgaace 900
geaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagcet cgecagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggcacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcct ttcacaaccc 1080
ccgececggt acgtatagtg tgaggctgee aaacceccag tecacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagea cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaace tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagcaagata ggaggeecca tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgccect ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagceca acggactcct gecggttttt taatcacect aagceaaatga cectgecaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggceatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cccegtggeg agtettctet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgeegegacg atgttaagta cagecagegac caccagaacce ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg ggeggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
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gcaacaatac cctgetatge ceccggaccee cecgatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agcettggtge tcgtgggaca catatatgag 1860
ctitgcaaca ctcacagcac tcggtgctca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tcettcaace atcacaaggce ccgaggagee ggggacccca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeecge tcggeacaga gaccataace gacagetaca tgagagecace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgcaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegctaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggcea gtggtgcgeg tccagtecgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
cccgtgggac gttaactggg ccaacagceac catgtactgg gggtcgeage cctgaaaagg 2280
888888 2286

<210> 6
<211> 216
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> mut C 95 S de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 6

Met His Gly Asn Gly Gly GIn Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gln Gly GIn
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr lle
35 40 45

Asn Gly Val Gln Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gln Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser lle
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Ser Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gin Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gln Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp Gin
145 150 155 160
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Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp

165 170 175
Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190 |
Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205
Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210> 7
<211> 2286
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C 97 S del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 7

cceeccttga accceccect gggggggatt ccccecccaga cccceccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgeac aatcgetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctegactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cgggeaeccg gaggecceee ggtggeceec teccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgtcatccgt acaggggggg tacgtcacaa gaaggegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgte acaaccaatc aggagcetgec acgttgegaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggcgeaaga ctcectatat attgecgegcea cataceggte 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtecegggt ggatgecacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaacc tgggeecage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgticagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgcag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tegetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgcaac ageggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectece tcgaagaage gatcctgega cecctecgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcettg attaccacta ctcccageeg accccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgagcet cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagcetttt aggaaggect ttcacaacce 1080
ccgececggt acgtatagtg tgaggetgee aaaccceeag tccacgatga ctatccgett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagea cagetgggegeg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaacce tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagcaagata ggaggeccea tegeeggtga 1320
gttgattgcg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgceect ccgetacacc atctgcatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geeggttttt taatcaccct aagcaaatga ccctgcaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggeatcet gttccgacac attgaaacee getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cceegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 334 646 T3

gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaacce ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccccggaccee cecgatcate accactacca ctgegecaagg 1800
cacgcaagtc cgctgcatga atagcacgca agettggtgg tcgtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagceac tcggtgcetca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaacc atcacaagge ccgaggagec ggggaccccea agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeege teggeacaga gaccataacc gacagctaca tgagagcace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gecgcaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggca cagcaacata cgegetaaag gaaccegtaa tgaagagega 2160
ttcatgggea gtggtgegceg teccagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtcgeage cctgaaaagg 2280

g88888 2286
8

216

PRT

Secuencia artificial

mut C 97 S de la VP2 de la secuencia del virus de la anemia del pollo

8
Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala

1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly GIn
20 25 30

Val lle Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val GIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gin Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Ser Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Alalle Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

8
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GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp Gin
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210>9

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> mut R 101 G del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 9

ccceccttga acceecceect gggggggatt ceccececcaga ceceeecttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgctttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctcgactt cgetegegat 180

tcgtcgaagg cggggggeeg gaggeeccee ggtggeeeee teccaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgtcatccgt acagggggge tacgtcacaa gaaggegtte ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgec acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggcgeaaga ctccctatat attgecgegea cataceggtc 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtecgggt ggatgeacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggceag tgaatcggeg cttagecgag aggggcaacc tgggeccage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgcetcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgecag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgetaa gatctgecaac tgeggacaat tcggaaaaca ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcectcee tcgaagaage gatcctgega ceoceteccgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagettg attaccacta ctcccagecg aceccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagct cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgcettc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacagce ggtatcgtag acgagetttt aggaaggcect ttcacaacce 1080
ccgeeecggt acgtatagtg tgaggctgee aaacceccag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagcea cagetggggeg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgecaagatc tcagtgaacc tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagecaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgeaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecct ccgetacacce atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
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gatgcagcea acggactect geeggtttit taatcacect aageaaatga cectgeaaga 1500
catgggtcgg atgtttggge gctggcatet gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cceegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgagceaa ccgatgacgg gggegattac ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccccggacce cecgateate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atageacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacageac tcggtgcetca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaace atcacaagge ccgaggagece ggggacceeca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataace gacagcetaca tgagagecace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegetaaag gaaccegtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgegeg tccagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280

ggeeeg 2286

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut R 101 G de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 10
Met His Gly Asn Gly Gly GIn Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala

1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GlIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gln Gly Gln
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val GIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gln Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Gly Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125
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Arg Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GlIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp lle
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg lle Val
210 215 '

<210> 11
<211> 2286
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mut H 103 Y del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 11

ccececttga accccceccct gggggegatt ccccececcaga ceccececttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgceac aatcgetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180

tcgtegaagg cggggggccg gaggecccce ggtggececc tccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgtcatccgt acaggggggg tacgtcacaa gaaggegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgee acgttgecgaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggcgcaaga ctccctatat attgecgegea cataccggtc 420

ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgecacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagcegag aggggeaace tgggeeccage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ticacggccg ttggaaaccce ctcactgeag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgcaac tgeggacaat tcagaaaata ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectece tcgaagaage gatcetgega cecctecegag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcttg attaccacta ctcccageeg accccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagct cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggcacca cctcaagega cticgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagcttit aggaaggcect ttcacaaccc 1080
ccgeceeggt acgtatagtg tgaggetgee aaacceccag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atcttictca ccgaaggact cattctacct aaaaacagcea cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaace tgaaagagtt 1260
cctectagea tcaatgaacce tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320

11



25

30

35

40

45

50

55

65

ES 2 334 646 T3

gtigattgeg gacgggtcta aatcgeaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecct cegetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactect gecggttttt taatcaccct aageaaatga ccctgcaaga 1500
catgggtcgg atgtitggeg getggceatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cecegtggeg agtcettctct cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg ggggegattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccccggacee cecgatcatc accactacca ctgegcaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctitgcaaca ctcacageac tcggtgetea atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaace atcacaagge ccgaggagee ggggacceca agggecagag 1980
gtggeacacg ctggtgeege teggeacaga gaccataace gacagetaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gecgeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegcetaaag gaaccegtaa tgaagagega 21 60
ttcatgggca gtggtgegeg tccagtecgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
cccgtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280

288888 2286
<210> 12
<211> 216
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> mut H 103 Y de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 12

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly Gln
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr He
35 40 45

Asn Gly Val Gin Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GlIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
&5 90 95

Cys Gly GlIn Phe Arg Lys Tyr Trp Phe Gin Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110
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Asp Arg Ser Thr Gin Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gin Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arglle Val
210 215

<210> 13

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> mut R 129 G del genoma de la anemia del pollo

<400> 13

ccccecttga acceeccect gggggegatt cceccecaga cecceccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgeac aatcgctttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctcgactt cgetegegat 180

tcgtcgaagg cggggggecg gaggecccee ggtggeccee tccaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgtcatcegt acaggggegg tacgtcacaa gaaggegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgee acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggcegeaaga ctecctatat attgegegea cataccggtc 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtecgggt ggatgecacgg aaacggegga caaceggeeg 480
ctgggggcag tgaatcggeg cttageccgag aggggeaacc tgggeecage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
gtgttcagge caccaacaag ttcacggeceg ttggaaacce ctcactgeag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tegetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgcaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcectcce tcgaagaage gatcetgega ceecteggag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcettg attaccacta ctcccagecg accecgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgaget cgecagaccga gaggecgatt 960
ttacgcettc agaagaggac ggtggceacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggect ttcacaaccc 1080
ccgeeecggt acgtatagtg tgaggctgee aaacceccag tccacgatga ctatccgett 1140
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ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagca cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaace tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegecggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecect ccgetacace atctgeatgg tggagatgeg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geeggttttt taatcaccct aagcaaatga cectgecaaga 1500
catgggtcgg atgtitggge getggceatet gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatecttcag ceceegtggeg agtettetet ceccagggaga 1620
gtacctcacg cgeegegacg atgttaagta cagcagegac caccagaacce ggtggegaaa 1680
aggcgagceaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccceggaccee cecgateate accactacea ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagecacgea agettggtge tcgtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagcac tcggtgcetca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaacc atcacaagge ccgaggagec ggggacccca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataace gacagctaca tgagagecace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gecgeaaggcea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggca cagcaacata cgegcetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggea gtggtgegeg tecagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ceegtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280

22424242424 2286

<210> 14

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut R129 G de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 14

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gln Gly GIn
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val Gln Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys lle Cys Asn
85 90 95
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Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gin Glu Cys Ala Gly Leu Glu

100 105 110
Asp Arg Ser Thr Gin Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Gly Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn

145 150 155 160
Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175
Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp [le Asn Phe Asp lle
180 185 190
Gly Gly Asp Ser Gly lle Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205
Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215
<210> 15
<211> 2286
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut Q 131 P del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 15

cceeccttga acceccecct ggggggpatt cccccccaga cececccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgcetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cgggggegcecg gaggecccce ggtggeecee tccaaggagt ggagegtgta 240

cagggggeta cgtcatccgt acagggggeg tacgtcacaa gaaggegttc cecgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgece acgttgcgaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggcgcaaga ctccctatat attgegegea cataccggte 420

ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgcacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaacc tgggeecage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgeag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tegetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgcetaa gatctgeaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcectcce tcgaagaage gatcetgega ceecteccgag 840
taccgggtaa gcgagetaaa agaaagettg attaccacta ctcccagecg accecgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgagcet cgeagaccga gaggecgatt 960
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ttacgccttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega citcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcct ttcacaaccc 1080
ccgecoeggt acgtatagtg tgaggetgee aaacccccag tccacgatga ctatcegett 1140

© ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagca cagetggggg 1200

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgecaagatc tcagtgaacc tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagcaagata ggaggececa tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggteta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecect ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctitaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct gecggtittt taatcaccet aagcaaatga cectgeaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggeatct gttcegacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgeeact aagaatgagg gatccttcag ceeegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cageagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgageaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccccggaccee cccgatcatce accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca clcacagcac teggtgetca atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tecticaacc atcacaagge cegaggagee ggggacceca agggecagag 1980
gtggeacacg ctggtgocge teggcacaga gaccataace gacagetaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gecgeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgcgeg tecagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtcgeage cctgaaaagg 2280
288888 2286

16

216

PRT

Secuencia artificial

mut Q 131 P de la VP2 del virus de la anemia del pollo

16

Met His Gly Asn Gly Gly GIn Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 S 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly Gln Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly GIn
20 25 30

Val lle Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr lle
35 40 45

Asn Gly Val Gln Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gin Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser lle
65 70 75 80
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Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gln Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Pro Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn

145 150 155 160
Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175
Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp lle
180 185 190
Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205
Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215
<210> 17
<211> 2286
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut R/K/K 150/151/152 G/A/A del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 17

ccceecttga acceeccect gggggggatt cccecccaga ceceeccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180
tcgtcgaagg cggggggcey gaggeeccee ggtggeceece tccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgtcatccgt acagggegggg tacgtcacaa gaaggegtte ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgticagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagcetgee acgttgecgaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga cteectatat attgcgegea cataceggte 420
gegcagtaggt atacgcaagg cggteegggt ggatgeacgg aaacggegga caaccggeeg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaace tgggeecage ggageecgege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacee ctcactgeag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgeaac tgcggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
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gacttgagga ccgatcaacc caagectcec tcgaagaage gatcetgega cecctccgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcttg attaccacta cteccagecg acccegaacg 900
gegeggeget gtataagact gtaagatgge aagacgaget cgeagaccga gaggeegatt 960
ttacgcctic agaagaggac ggtggeacca cetcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagetttt aggaaggect ttcacaacce 1080
ccgececggt acgtatagtg tgaggetgee aaacceecag tecacgatga ctateegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagcea cagetggggsg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagatc tcagtgaace tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagecaagata ggaggececca tegeeggtga 1320
gitgattgcg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgeect cegetacacc atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geeggttttt taatcaccct aagcaaatga cectgeaaga 1500
catgggtcgg atgtttggge getggcatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgccact aagaatgagg gatccttcag ceeegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaacce ggtggcgaaa 1680
aggcgageaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegacce ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccceggacee cecgatcate accactacea ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacageac teggtgetea atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaacc atcacaagge ccgaggagece ggggacecea agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgecge tcggeacaga gaccataace gacagcetaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gecgeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggcea cagcaacata cgegetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgcgeg teccagteegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacagceac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280
ggeees 2286

<210> 18

211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut R/K/K of VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 18

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly Gin
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val GIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60
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Leu Gln Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gin Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gin Ala Ser Leu Glu Glu AlaTle Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Gly Ala Ala Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp lle
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210> 19

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<223> mut D/E 161/162 G/G del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 19

ccceecttga acceeceect gggggggatt ccecececaga cccceccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cgggeggecg gagecceeee ggtggeecce teccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgicatcegt acaggggeeg tacgtcacaa gaaggcegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagetgee acgttgegaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga cteectatat attgegegea cataceggte 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgeacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaace tgggeecage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
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gtgttcaggce caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgeag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgcaac tgcggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgccg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectcce tcgaagaage gatcctgega ccccteccgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcettg attaccacta ctcccagecg accccgaacc 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aaggcegggct cgeagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggect ttcacaaccc 1080
ccgeccoggt acgtatagtg tgaggetgee aaacceccag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagea cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgecaagatce tcagtgaacc tgaaagagtt 1260
cctectagea tcaatgaace tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320
gltgattgcg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecect ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct geeggttttt taatcaccct aagcaaatga cectgeaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggcatct gttcegacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag ceceegtggeg agtettetet ceccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgageaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccecggacce cecgatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgcea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagceac teggtgcetca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaacc atcacaaggce ccgaggagece ggggacceeca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgecge tcggeacaga gaccataace gacagctaca tgagagcace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgecaaggea ctaataaatce 2100
gcagcaatac aagttcggca cagcaacata cgegetaaag gaaccegtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgegeg tecagtcegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
cccgtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtcgeage cctgaaaagg 2280

gggeee 2286

<210> 20

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut D/E 161/162 G/G de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 20

Met His Gly Asn Gly Gly Gin Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15
Leu Ser Arg Glu Gly Gin Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala GIn Gly Gin
20 25 30
Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45
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Asn Gly Val Gin Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser lle
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gln Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gin Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Gly Gly Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210> 21

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut L 163 P del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 21

cceeccttga accceccect gggggegatt cccceecaga cececccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgeac aatcgcetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cggggggccg gaggecceee ggtggecece tccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgtcatcegt acaggggggg tacgtcacaa gaaggegtte cegtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagcetgee acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga ctecctatat attgegegea cataceggte 420
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ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgecacgg aaacggegga caaccggeeg 480

ctgggggcag tgaatcggeg cttageccgag aggggeaacc tgggeecage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600

gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgeag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgcaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectcce tcgaagaagce gatcctgega cecctcegag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcttg attaccacta ctcccageeg accccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgagcec cgcagaccga gaggeegatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacagc ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcect ttcacaaccc 1080
ccgceecggt acgtatagtg tgaggetgec aaacccccag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagca cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgccaagate tcagtgaacc tgaaagagtt 1260
cctecctagea tcaatgaacc tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgcaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgccct ccgetacace atctgecatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactcct gecggttttt taatcaccct aagcaaatga ccetgeaaga 1500
catggptcgg atgtttggge getggeatct gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgccact aagaatgagg gatccttcag cccegtggeg agtettetct cccagggaga 1620
gtacctcacg cgeegegacg atgttaagta cagcagegac cacgagaacce ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cclgctatge ccccggacce cccgatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agettggtegg tcgtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacageac tcggtgctca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccticaacc atcacaagge ccgaggagee ggggacceea agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataace gacagetaca tgagagecace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgcaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggca cagcaacata cgegcetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgegeg tecagtccgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
cccgtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtcgeage cetgaaaagg 2280

£88888 2286 ,

<210> 22

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<223> mut L 163 P de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 22

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly Gin Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gin Gly GIn
20 25 30
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Val lle Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr Ile
35 40 45

Asn Gly Val GIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gln Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Lys His Trp Phe Gln Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

-Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gln Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp Gln
145 150 155 160

Asp Glu Pro Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp lle Asn Phe Asp lle
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210> 23

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut D 169 G del genoma del virus de la anemia del pollo

23
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<400> 23

cceccettga acceecccct gggggggatt cccecccaga cceecccttt ataaagecact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgcac aatcgctttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgctcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cggggggecg gaggeecece getggeecce tccaaggagt ggagegtgta 240

caggggggta cgtcatccgt acaggggggg tacgtcacaa gaaggegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgte acaaccaatc aggagcetgee acgttgegaa 360

agtgacgttt cgaaaatggg cggcgcaaga ctccctatat attgecgegea catacecggte 420

‘ggcagtaggt atacgcaagg cggtcegggt ggatgeacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggeag tgaatcggeg cttagecgag aggggcaace tgggeccage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgetcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
gtgttcagge caccaacaag ttcacggeeg ttggaaacce ctcactgeag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgetaa gatctgeaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgecg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagectcee tcgaagaage gatcetgega ceectecgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagettg attaccacta cteccageeg acccegaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagct cgecagaccga gaggeeggtt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagcetttt aggaaggcect ttcacaacecc 1080
ccgeeecggt acgtatagtg tgaggetgee aaacceccag teccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagca cagetgggeg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggcgagagt cgecaagate tcagtgaacce tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaace tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tegeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgecaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgcecct ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagceca acggactect geeggtttit taatcaccct aagcaaatga ccctgcaaga 1500
catgggtcgg atgtttgggg getggceatet gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cccegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaacc ggtggegaaa 1680
aggcgageaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccceggacce cccgatcate accactacca ctgegecaagg 1800
cacgcaagtc cgctgeatga atagcacgcea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagcac teggtgetca atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tcettcaace atcacaagge ccgaggagee ggggacceeca agggecagag 1980
gtggeacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataacc gacagctaca tgagagecace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gcgcaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggca gtggtgcgceg tecagtcegt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccecgtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtcgecage cctgaaaagg 2280

888888 2286

<210> 24
<211> 216
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

24
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<223>

ES 2 334 646 T3

mut D 169 G de la VP2 del virus de la anemia del pollo

5 <400> 24
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Met His Gly Asn Gly Gly Gin Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala GIn Gly Gln
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr lle
35 40 45

Asn Gly Val GiIn Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu Gin Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly Gln Phe Arg Lys His Trp Phe GIn Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gln Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val GIn Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Gly Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215
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ES 2 334 646 T3

<210> 25

<211> 2286

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut K 102 E del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 25
ccceecttga acceccccct ggggeggatt cecccecaga cecceccttt ataaageact 60

caataaacgc agctaattcg ttcaccgeac aatcgctttc cgagtggtta ctattccate 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180

tcgtcgaagg cggggggceeg gaggeeccee ggtggeecee tccaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgtcatcegt acagggggeg tacgtcacaa gaaggcegtte ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgtc acaaccaatc aggagctgee acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga cteectatat attgegegea cataceggtc 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtccgggt ggatgeacgg aaacggegga caaccggecg 480
ctgggggcag tgaatcggeg cttagecgag aggggeaacc tgggeccage ggageegege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
gtgttcagge caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctcactgeag agagatcegg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgctaa gatctgeaac tgcggacaat tcagagaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
gacttgagga ccgatcaacc caagcctcce tcgaagaage gatcetgega ceectecgag 840
tacagggtaa gcgagctaaa agaaagcttg attaccacta ctceccageeg accecgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatggc aagacgaget cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgecttc agaagaggac ggtggeacca cctcaagega cttcgacgaa gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacagce ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcect ttcacaaccc 1080
ccgeeceggt acgtatagtg tgaggetgee aaacccecag teccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atctttctca ccgaaggact cattctacct aaaaacagea cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate teagtgaacc tgaaagagtt 1260
cctcctagea tcaatgaace tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tcgeeggtga 1320
gitgattgeg gacgggtcta aatcgeaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgecct cegetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcageca acggactect geeggttttt taatcaccct aagcaaatga ccctgecaaga 1500
catgggtegg atgtttgggg getggeatet gttccgacac attgaaacce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cceegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgecgegacg atgttaagta cagcagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccecggacce cecgatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgetgeatga atagcacgea agettggtgg tegtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagceac tcggtgctca atggtctttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tccttcaacc atcacaagge ccgaggagee ggggacccca agggecagag 1980
gtggcacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataace gacagetaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gegeaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggca cagcaacata cgegetaaag gaaccegtaa tgaagagega 2160
ttcatgggea gtggtgegeg tecagtecgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
cccgtgggac gttaactggg ccaacageac catgtactgg gggtegeage cctgaaaagg 2280

888888 2286
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<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

ES 2 334 646 T3

26

216

PRT

Secuencia artificial

mut K 102 E de la VP2 del virus de la anemia del pollo

26

Met His Gly Asn Gly Gly Gln Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala

1 5 10 15
Leu Ser Arg Glu Gly GIn Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala GIn Gly Gin
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr [le
35 40 45

Asn Gly Val Gln Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 55 60

Leu GIn Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser Ile
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys Ile Cys Asn
85 90 95

Cys Gly GIn Phe Arg Glu His Trp Phe GIn Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr GIn Ala Ser Leu Glu Glu Ala Ile Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gln Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140 :

Gln Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg Glu Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Giu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Glu Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly Ile Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg Ile Val
210 215

<210> 27
<211> 2286

27
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut E 186 G del genoma del virus de la anemia del pollo

<400> 27

cceceecettga acceceecct gggggggatt cccccccaga cccccccttt ataaageact 60
caataaacgc agctaattcg ttcaccgeac aatcgetttc cgagtggtta ctattccatc 120
accattctag cctgtacaca aaaagtaaag atggacgaat cgetcgactt cgetcgegat 180
tcglcgaagg cggegegecg gageccecee gatggeceece teccaaggagt ggagegtgta 240
caggggggta cgteatcegt acagggggge tacgtcacaa gaaggcegttc ccgtacaggg 300
gggtacgtaa catgttcagg ggggtacgic acaaccaatc aggagetgee acgttgegaa 360
agtgacgttt cgaaaatggg cggegeaaga ctcectatat attgegegcea cataccggtc 420
ggcagtaggt atacgcaagg cggtcegggt ggatgcacgg aaacggegga caaccggecg 480

ctgggggceag tgaatcggeg cttagecgag aggggcaacc tgggeccage ggagecgege 540
aggggcaagt aatttcaaat gaacgctcac caagaagata ctccaccagg accatcaacg 600
gtgticaggce caccaacaag ttcacggecg ttggaaacce ctecactgeag agagatccgg 660
attggtatcg ctggaattac agtcactcta tcgetgtgtg getgegegaa tgetegegtt 720
cccacgetaa gatctgcaac tgeggacaat tcagaaaaca ctggtttcaa gaatgtgeeg 780
gacttgagga ccgatcaace caagcectece tcgaagaagce gatcctgega cccctecegag 840
tacagggtaa gcgagetaaa agaaagettg attaccacta ctcccageeg accccgaace 900
gcaagaaggt gtataagact gtaagatgge aagacgagct cgcagaccga gaggecgatt 960
ttacgccttc agaagaggac ggtggcacca cctcaagega cticgacgga gatataaatt 1020
tcgacatcgg aggagacage ggtatcgtag acgagctttt aggaaggcect ttcacaacce 1080
ccgeeeeggt acgtatagtg tgaggetgee aaacccceag tccacgatga ctatcegett 1140
ccaaggagtc atcttictca ccgaaggact cattctacct aaaaacagca cagetggggg 1200
ctatgcggac cacatgtacg gggegagagt cgecaagate tcagtgaacce tgaaagagtt 1260
cctectagea tcaatgaacce tgacatacgt gagcaagata ggaggeccca tecgeeggtga 1320
gttgattgeg gacgggtcta aatcgecaage cgeggagaac tggecaaatt getggetgee 1380
gctagataat aacgtgeect ccgetacace atctgeatgg tggagatggg ctttaatgat 1440
gatgcagcca acggactect geeggttttt taatcaccct aagcaaatga cectgecaaga 1500
catgggtcgg atgtttggge getggeatct gttccgacac attgaaaccce getttcaget 1560
ccttgecact aagaatgagg gatccttcag cccegtggeg agtettetet cccagggaga 1620
gtacctcacg cgeegegacg atgttaagta cagecagegac caccagaace ggtggegaaa 1680
aggcgagcaa ccgatgacgg gggggattge ttacgegace ggtaaaatga gactcgacga 1740
gcaacaatac cctgetatge ccecggacce ceccgatcate accactacca ctgegeaagg 1800
cacgcaagtc cgctgeatga atagcacgcea agettggtgg tcgtgggaca catatatgag 1860
ctttgcaaca ctcacagcac tcggtgetca atggtetttt cctccaggge aacgttcagt 1920
ttctagacgg tecttcaace atcacaagge ccgaggagee ggggacceca agggecagag 1980
gtggeacacg ctggtgeege tcggeacaga gaccataacc gacagcetaca tgagageace 2040
ggcatcagag ctggacacga atttcttcac getttacgta gegcaaggea ctaataaatc 2100
gcagcaatac aagttcggea cagcaacata cgegetaaag gaacccgtaa tgaagagega 2160
ttcatgggcea gtggtgegeg tecagtecgt ctggeaactg ggtaacagge aaaggecata 2220
ccegtgggac gttaactggg ccaacagceac catgtactgg gggtecgeage cctgaaaagg 2280

24:424°414 2286
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ES 2 334 646 T3

<210> 28

<211> 216

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut E 186 G de la VP2 del virus de la anemia del pollo

<400> 28

‘Met His Gly Asn Gly Gly Gin Pro Ala Ala Gly Gly Ser Glu Ser Ala
1 5 10 15

Leu Ser Arg Glu Gly Gln Pro Gly Pro Ser Gly Ala Ala Gln Gly Gln
20 25 30

Val Ile Ser Asn Glu Arg Ser Pro Arg Arg Tyr Ser Thr Arg Thr lle
35 40 45

Asn Gly Val Gln Ala Thr Asn Lys Phe Thr Ala Val Gly Asn Pro Ser
50 S5 60

Leu Gin Arg Asp Pro Asp Trp Tyr Arg Trp Asn Tyr Ser His Ser lle
65 70 75 80

Ala Val Trp Leu Arg Glu Cys Ser Arg Ser His Ala Lys lle Cys Asn
85 90 95

Cys Gly Gin Phe Arg Lys His Trp Phe Gin Glu Cys Ala Gly Leu Glu
100 105 110

Asp Arg Ser Thr Gln Ala Ser Leu Glu Glu Ala lle Leu Arg Pro Leu
115 120 125

Arg Val Gin Gly Lys Arg Ala Lys Arg Lys Leu Asp Tyr His Tyr Ser
130 135 140

GIn Pro Thr Pro Asn Arg Lys Lys Val Tyr Lys Thr Val Arg Trp GIn
145 150 155 160

Asp Glu Leu Ala Asp Arg G]u‘ Ala Asp Phe Thr Pro Ser Glu Glu Asp
165 170 175

Gly Gly Thr Thr Ser Ser Asp Phe Asp Gly Asp Ile Asn Phe Asp Ile
180 185 190

Gly Gly Asp Ser Gly lle Val Asp Glu Leu Leu Gly Arg Pro Phe Thr
195 200 205

Thr Pro Ala Pro Val Arg lle Val
210 215
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<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C87R +oligo

<400> 29
ctgcgcegaac getegegtte ccacgetaag

<210> 30

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C87R-oligo

<400> 30

aacgcgageg ttcgegeage cacacagega

<210> 31

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C95 S +oligo

<400> 31
cgctaagatc agcaactgeg

<210> 32

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C 95 S-oligo

<400> 32
cgcagttgct gatcttagcg tg

<210> 33

<211>21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C 97 S +oligo

ES 2 334 646 T3
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<400> 33
atctgcaaca gcggacaatt ¢

<210> 34

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut C 97 S-oligo

<400> 34
attgtccget gttgcagatc ttag

<210> 35

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut R 101 G +oligo

<400> 35

ctgcggacaa ttcggaaaac actgg

<210> 36

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut R 101 G-oligo

<400> 36
cagtgttttc cgaattgtcc gcag

<210> 37

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut H 103 Y +oligo

<400> 37

cagaaaatac tggtttcaag aatgtgecgg ac

<210> 38

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 334 646 T3
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<220>
<223> mut H 103 Y-oligo

<400> 38
gaaaccagta ttttctgaat tgtccgecag

<210> 39

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut R 129 G +oligo

<400> 39
ctgcgacccc tcggagtaca ggg

<210> 40

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut R 129 G-oligo

<400> 40
ccctgtactc cgaggggtcg caggatcge

<210> 41

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut Q 131 P +oligo

<400> 41
cgagtaccgg gtaagcgagce taaaag

<210> 42

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut Q 131 P-oligo

<400> 42
cgcttacceg gtactcggag g

<210> 43
<211>24

ES 2 334 646 T3
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ES 2 334 646 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut R/K/K 150/151/152 G/A/A +oligo

<400> 43

ccgaacggceg cggcggtgta taag

<210> 44

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut R/K/K 150/151/152 G/A/A-oligo

<400> 44
atacaccgcc gegecgtteg gggte

<210> 45

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> mut D/E 161/162 G/G +oligo

<400> 45

taagatggca aggcgggctc gcagacc

<210> 46

<211> 20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut D/E 161/162 G/G

<400> 46
tgcgagcececg ccttgecate

<210> 47

<211> 21

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut L 163 P +oligo

<400> 47
gacgagcecg cagaccgaga g
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<210> 48

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut L 163 P-oligo

<400> 48

ggcctctegg tetgegggct cgte

<210> 49

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut D 169 G +oligo

<400> 49
gagaggccgg ttttacgcect tcag

<210> 50

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut D 169 G-oligo

<400> 50
gcgtaaaacc ggectetegg tc

<210> 51

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut K 102 E +oligo

<400> 51

ctgcggacaa ttcagagaac actggtttc

<210> 52

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut K 102 E-oligo

ES 2 334 646 T3
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<400> 52

gaaaccagtg ttctctgaat tgtecgeag

<210> 53

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut E 186 G +oligo

<400> 53

gcgacttcga cggagatata aatttc

<210> 54

<211>22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> mut E 186 G-oligo

<400> 54
tttatatctc cgtcgaagtc g

<210> 55

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CAV.1

<400> 55
ctatcgaatt ccgagtggtt actat

<210> 56

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CAV.10

<400> 56
tgctcacgta tgtcaggttc

<210> 57

<211>20

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

ES 2 334 646 T3
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<220>
<223> Cebador CAV.2

<400> 57

geggageege geaggggcaa

<210> 58

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 19 oligo

<400> 58

cggtecggga ggatgeacgg aaacgg

<210> 59

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 20 oligo

<400> 59
gtgcatcctc ccgaccgect tgegt

<210> 60

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 21 oligo

<400> 60

cggtecgggt ggatggacgg aaacgg

<210> 61

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 22 oligo

<400> 61
gtccatccac ccggaccgcec ttgegt

<210> 62
<211> 25
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ES 2 334 646 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 1 oligo

<400> 62
ctatcgaatt ccgagtggtt actat

<210> 63

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> CAV 11 oligo

<400> 63
agctcgtctt gccatcttac agtcttatac

<210> 64

<211>9

<212> PRT

<213> Virus de la anemia del pollo- motivo firma CAV VP2 PTP

<400> 64

Ile Cys Asn Cys Gly GIn Phe Arg Lys
1 5

<210> 65

<211>34

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CAV.1

<400> 65
cggtecggat ccatgecacgg aaacggegga caac

<210> 66

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador CAV.2

<400> 66

ggtttggaat tctcacacta tacgtaccgg gge
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<210> 67

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador TLMV.1

<400> 67

ttggatccat gagcagcttt ctaacaccat ¢

<210> 68

<211> 33

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Cebador TLMV.2

<400> 68

ggcgaattct tacccatcgt cttcttcgaa atc

ES 2 334 646 T3
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