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RACCOON POXVIRUS EXPRESSING GENES OF PORCINE VIRUs - (01}

FIELD OF THE INVENTION

The present invention concerns a new recombinant raccoon poxvirus ‘ vector that
expresses the genes of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) alone or

in combination with porcine circovirus (PCV) and its use as a vaccine in the prophylaxis of
disease caused by PCV and/or PRRSV.

BACKGROUND OF THE INVENTION

Porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) is a positive-strand RNA
virus, a member of the family Arteriviridae, genus Arterivirus. PRRSV infects swine, causing
“Mystery Swine Disease” that was initially detected in 1987 in North America, then the disease
spread to and through Europe in 1990. Since 1990, PRRSV has become a major global threat

- to the swine industry, affecting heavy production losses in pig herds.

Now known as Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS), the Mystery
Swine Disease (also called Blue Ear disease, Porcine Epidemic Abortion and Respiratory
Syndrome (PEARS) or Respiratory Syndrome (SIRS)) is characterized by reproductive failure of
pregnant sows that results in an abnormally high number of abortions during the last phase of
gestation, anorexia, stillbirths, mummified fetuses, post-farrowing respiratory problems and
weak piglets that die shortly after birth of respiratory disease or secondary infections.
infection with the PRRSV causes respiratory distress and a high mortality rate that ca

In piglets,

nreach as
high as 70% mortality in piglets and greater. Older pigs may show mild'signs of respiratory

disease or secondary infections. The virus spreads quickly in the swine populations, and up to
95% of swine in a herd can become sero-positive within two to three months after initial
infection. Even if the infections become stabilized, there is a strong likelihood that the PRRSV
shed by excreting young female swine will infect the pregnant sows and the reproductive
problems will reoccur. The economic impact of PRRS in pig breeding herds is considerable.

Isolated first in the Netherlands as the cause of the Mystery Swine Disease, PRRSV was
identified as Lelystad virus (LV) (G. Wesvoort et al., Vet. Quarterly 3:121-130 (1991)). Shortly
thereafter, a different Olot isolate was found in Spain (Plana et al., Vet. Microbiol., 33:203.211,
1992). Subsequently, new isolates of PRRSV have been described in several publications (see,
for example, EP application No. 0 529 584 A2, WO 93/06211 and WO 93/07898).

Further publications revealed the structural characteristics of the PRRS virus isolates
such as the entire Lelystad virus (LV) genome (J.J.M. Meulenberg et al., “Lelystad virus, the

causative agent of porcine epidemic abortion and respiratory syndrome (PEARS), is related to
-1-
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LDV and EAV,” Virology 192: 62-72 (1993)); a segment of the Tubingen (Germany) PRRS vﬂgoaoa

isolate (TV) genome (K-K. Cozelmann et al., “Molecular characterization of porcine reproductive
and respiratory syndrome virus, a member of the Arterivirus group,” Virology 193: 329-339
(1993)) and other isolates, permitting the genes to be cloned and sequenced.

Arterivirus virions, in general, are 50-70 nm in diameter and contain an isomeric
(probably icosahedral) nucleocapsid, 35 nm in diameter, surrounded by a closely adherent
envelope with honeycomb-like surface structures. The genome consists of a single molecule of
linear positive-sense, ssRNA, 13 to 15 kb in size. The PRRS virus has a size of 50-60 nm, with
an envelope of approximately 30-35 nm contained in the nucleocapsid, and a single RNA
molecule. The genomic RNA of PRRSV is approximately 15 kb (15000 base pairs). The
genome encodes the RNA replicase (ORF1a and ORF1b), the glycoproteins GP2 to GP5, the
integral membrane protein M, and the nucleocapsid protein N (ORFs 2 to 7). Genomic RNA is
synthesized via full-length, negative-sense replicative intermediate.

The single strand RNA molecule of the PRRSV genome contains a poly-A tail at 3' end.
The structure contains seven open reading frames (ORFs) encoding the viral proteins. ORF1 to
ORF7 show small overlapping segments between them. 'Synthesis of the viral proteins is
produced from a group of different length subgenomic transcripts (MRNA), but of similar 3'
polyadenylated end, and 5' leader sequence originating from the non-coding §' end sequence.
This form of viral protein expréssion is considered nested mRNAs and has been previously
described for coronaviruses (W. J. M. Spaan et al., J. Gen. Virol. 69:2939-2952 (1988)). Based
on the Lelystad (LV) and Tubingen (TV) PRRSV viral isolate nucleotide sequence, and by
homology with what has been observed with other arteriviruses, it has been proposed that in the
viral genome, ORF1 (a and b) code for viral polymerase and replicase. ORF2 to ORF6 encode
the viral envelope proteins, and ORF7 encode the nucleocapsid protein. Viral replicase and
polymerase are large-sized proteins, 260 and 163 kDa respectively, and both of them contain
three possible glycosylation sites. Envelope proteins (ORFs 2 to 6) located at 3' end are small,
between 30 and 19 kDa. All of them contain more than two possible glycosylation sites,
especially ORF3 which contains 7 sites. All of these proteins contain hydrophobic sequences at

the amino (N-) and carboxy (C-) terminal ends that might work as leader sequence and

membrane anchor. Generally, they are hydrophobic proteins, in accord with their location

associated to a membrane. ORF6 has 3 hydrophobic segments located within the 90 amino
acid residues at the N-terminal end. The protein coded by ORF7, possibly corresponding to the
viral nucleocapsid, is extremely basic with arginine, lysine and histidine residues at the N-
terminal end. The amino acid sequences of LV and TV viral polymerase, structural proteins and

nucleocapsid show an identity of between 29% and 67% in comparison with the LDV virus, and
between 20% and 36% in comparison with the EAV virus.
-2.
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The disease caused by PRRSV is responsible for severe losses to the global pig

industry. For this reason, research has been spent developing vaccines capable of preventing
the infection caused by PRRSV. The basis for the older vaccine development is the fact that
PRRSV grows in primary alveolar macrophages of the host cells Y(the pig) and in monkey kidney
cell lines. In large part, the prior vaccines against PRRSV, which have been described in WO
92/21375, WO 93/06211, WO 93/07898 and ES P9301973, are conventional vaccines obtained
from viruses grown on macrophages and subsequently inactivated. The vaccines are disclosed
as being capable of avoiding Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS) and
preventing reproductive alterations in sows.

Also of major significance to the welfare of pigs is another wide-spread disease called
Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS).  PMWS, which typically "affects
weaning piglets between around 5-18 weeks of age, poses a current or potential health threat to
the piglets in epidemic proportions and seriously impacts the economic interests of the global
swine industry. Clinical signs of PMWS consist of progressive weight loss, dyspnea, tachypnea,
anemia, diarrhea and jaundice. Aithough more prevalent in weaning piglets, the debilitating
disease can affect any animal of the porcine family including swine, hogs -and adult pigs.
Mortality rate may vary from 1% to 2%, and up to 40% in some complicated cases throughout
the world. Porcine circovirus type 2 (commonly referred to as PCV-2) has been identified as the
primary causative agent of PMWS (G. M. Allan et al., "Novel porcine circoviruses from pigs with
wasting disease syndromes," Vet. Rec., Vol. 142, pages 467-468, 1998; G. M. Allan et al.,
"Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in the USA and
Europe,” J. Vet. Diagn. Invest., Vol. 10, pages 3-10, 1998). It is a critical goal within the
éommercial swine business, therefore, to prevent outbreaks of PMWS in the pig family through
the development of an effective vaccine against PCV2, the etiologic agent of PMWS, as a target
for mass vaccination of the animals at rigk.

United States Patent No. 6,217,883, corresponding to French Patent No. 2,781,1598B,
concerns five isolated PCV strains from pulmonary or ganglionic samples taken from pigs
infected with PMWS in Canada, California and France and their use in combination with at least
one porcine parvovirus antigen in muitivalent immunogenic compositions. Proteins encoded by
PCV2 open reading frames (ORF) consisting of ORF1 to ORF13 are broadly described in the
patent but there is no exemplification of any specific protein exhibiting immunogenic prdperties.
The patent discloses vectors consisting of DNA plasmids, linear DNA molecules and
recombinant viruses that contain and express in vivo a nucleic acid molecule encoding the PCV
antigen.

United States'Patent No. 6,368,601 relates to new porcine circovirus strains isolated

from pulmonary or ganglionic samples obtained from farms affected by the post-

weaning
-3-
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multisystemic wasting syndrome (PMWS). In particular, the patent describes purified

preparations of these strains, conventional attenuated or inactivated vaccines, recombinant live
vaccines, plasmid vaccines and subunit vaccines, as well as reagents and diagnostic methods.
The patent further discloses a vector comprising isolated DNA molecule sequences which can
be used for the production of subunits in an in viro expression vector or as sequences to be
integrated into a virus or plasmid type in vivo expression vector. The patent broadly describes
their vector as being a pig herpes virus, a porcine adenovirus or a poxvirus and, more
particularly, Aujesky’s disease virus, vaccinia virus, avipox virus or swinepox virus.

Previously, certain porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) genes
(ORF2, ORF3, ORF4, ORFS5, ORF6, ORF7) have been expressed in different vector systems:
Baculovirus, Psuedorabies virus, TGEV and plasmid DNA. All of these expression systems are
limited by being capable of expressing only one or two open reading frames in one viral

" construct. '

For instance, United States Patent No. 5,888,513 relates to the recombinant proteins of
the causative virus of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (PRRS), corresponding
to ORF2 to ORF7 of the PRRSV Spanish isolate (PRRS-Olot), that have been produced in
baculovirus expression system using Sf 9 (Spodoptera frugiperda insect cells) cell cultures as a
permissive host. The patent describes the recombinant proteins as suitable for the formulation
of vaccines capable of protecting porcine livestock from PRRS and for the preparation of
diagnostic kits for detection of anti-PRRSV antibodies as well as of PRRSV in a pig biological
sample. Specifically, the patent concerns a recombinant expression system comprising a
recombinant baculovirus and a method of expressing isolated viral subunit proteins from at least
one isolated nucleotide sequence selected from the group consisting of ORF2 to ORF7 of the
PRRS-Olot isolate from a baculovirus transfer vector. The patent also describes a recombinant
vaccine that contains at least one recombinant PRRSV protein.

There is a significant amount of published information on the topic of recombinant
raccoon poxvirus for the expression of porcine antigens and use as vaccines. For instance,
United States Patent No. 6,294,176 discloses a recombinant raccoon poxvirus (RCNV) vector
that provides the insertion of one or two foreign DNA sequences of the open reading frames

(ORFs) of porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV), swine influenza virus

hemagglutinin (SIV HA), swine influenza virus neuraminidase (SIV NA) and porcine parvovirus
(PPV), such as one of ORF2-7 of PRRSV, in a non-essential region within the Hindlil “y”

genomic region, the Hindlll “M” genomic region or the Hindill “N” genomic region of the raccoon

poxvirus genome. The raccoon poxvirus viral genome is described in the patent as containing a
deletion in the raccoon poxvirus host range gene of the viral genome. The patent provides a

homology vector for producing the recombinant raccoon poxvirus by inserting the foreign DNA

TR
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sequence into the raccoon poxvirus genome. In the examples, the patent only shows how to

prepare the insertion of the foreign DNA into the Hindill “U” genomic region. DNA sequence
analysis indicates that the Hindlll “U" genomic region disclosed by the patentees is not the
hemagglutinin (ha) insertion and/or the thymidine kinase (tk) regions of the recombinant raccoon
poXvirus genome. ‘

United States Patent No. 7,109,025 discloses viral vectors and vaccines using
recombinant porcine adenoviruses. In particular, the patent describes an in vivo replicating and
recombinant porcine adenovirus comprising a heterologous nucleotide sequence inserted into
the porcine adenovirus under conditions enabling the latter to be replicated in vivo and to
express the inserted heterologous nucleotide sequence. The patent further describes using an
adenovirus genome from porcine adenovirus (PAV) serotype 3 or 5 (PAV-3 or PAV-5) and
inserting the heterologous nucleotide sequence encoding at least one product in a non-essential
zone of the E3 region of the PAV-3 or PAV-5 genome located downstream of the major late
promoter (MLP). The patent also relates to a DNA fragment comprising all or part of the
referenced nucleotide sequence. The recombinant PAV vector is shown to express a porcine
pathogenic agent selected from the group consisting of pseudorabies virus, swine influenza
virus, porcine reproductive and respiratory syndrome virus, parvovirus virus, Hog Cholera Virus,
porcine circovirus type 2, Actinobacillus pleuropneumoniae and Mycoplasma hyopneumoniae.

United States Patent Number 6,497,883 deals with the use of a recombinant poxvirus,
such as avipox virus, containing foreign DNA from porcine circovirus type 2 along with methods
of treating or preventing disease caused by porcine circovirus type 2. Specifically, the
recombinant poxvirus of the patent comprises an isolated DNA molecule consisting of ORFs.1
to 13 of porcine circovirus type 2, wherein the recombinant poxvirus is a recombinant ALVAC
canarypox virus.

United States Patent Number 7,211,379 concerns a method for reducing viral load of

porcine circovirus type 2 (PCV-2) in a pig by inducing an immune response against PCV-2

through the administration of an immunogenic composition comprising a PCV-2 antigen. The

patent describes the antigen as a vector containing an exogenous PCV-2 nucleotide sequence,
wherein the PCV-2 nucleotide sequence encodes and expresses ORF4, ORF13, or ORF4 and
ORF13. In some embodiments shown in the patent, the immunogenic composition includes one
or more additional pig pathogens. The composition used in the method disclosed in the patent
additionally comprises at least one immunogen from at least one additional pig pathogen or a
vector expressing such an immunogen in which the additional pig pathogen is selected from the
group consisting of PRRS, Mycoplasma hyopneumoniae, Actinobacillus pleuropneumoniae,
Escherichia  coli, atrophic  rhinitis, pseudorabies, hog cholera, swine influenza,

encephalomyocarditis virus, and PPV. The vectors disclosed in the patent comprise a DNA
-5-
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vector plasmid, a bacteria such as an E. coli, a virus such as baculovirus, a herpesvirqsﬂﬁﬂOIO'

including pig herpes viruses or Aujeszky's disease virus (pseudorabies), an adenovirus
including a porcine adenovirus, and a p_oxvir‘us including a vaccinia virus, an avipox virus, a
canarypox virus, a racoonpox and a swinepox virus.

The disclosures of United States Patent Number 6,241,989 and its continuation United
States Patent Number 7,087,234 that deal with multivalent recombinant raccoon poxviruses,
containing more than one exogenous gene inserted into either the thymidine kinase gene or the
hemagglutinin gene. Disclosed in these two related patents is the use of the multivalent
recombinant raccoon poxviruses as vaccines to immunize felines against subsequent challenge
by feline pathogens. Also disclosed is a method of making a multivalent recombinant raccoon
poxvirus by a recombinant process involving the construction of an insertion vector into which
the exogenous genes are inserted; and flanking the inserted genes are sequences which can
recombine into the raccoon poxvirus thymidine kinase gene or the hemagglutinin gene;
introducing both the insertion vector containing the exogenous genes, and raccoon poxvirus into
susceptible host celis; and selecting the recombinant raccoon poxvirus from the resultant
plagues. The multivalent, recombinant raccoon poxvirus of the patents can infect and replicate
in feline cells, and contains more than one exogenous gene inserted into a region consisting of
a hemagglutinin gene or a thymidine kinase gene of the raccoon poxvirus genome which is non-
essential for viral replicétion, notably wherein the exogenous genes are operably linked to a
promoter for expression; and each exogenous gene encodes a feline pathogen antigen. The
patents describe exogenous genes encoding feline pathogen antigens such as feline leukemia
virus (FeLV Env), feline immunodeficiency virus (FIV Gag), feline immunodeficiency virus (FIV
Env), feline infectious peritonitis virus (FIPV M), feline infectious peritonitis virus (FIPV N), feline
calicivirus (FCV capsid protein), feline panleukopenia virus (FPV VP2) and rabies-G.

Despite all the efforts made in the veterinary vaccine art, there is still an art-recognized
need for a safe and effective monovalent or multivalent PCV andfor PRRSV recombinant
vaccine that would adequately protect pigs from being infected with the virus or viruses. Also
needed is a safe and effective method for the prevention of infection or disease caused by PCV
and/or PRRSV through the administration of a recombinant vaccine that can give an adequate
protective immune response in a pig against PMWS and/or PRRS. In addition to safety and
efficacy upon administration to pigs, other benefits over the conventional, inactivated PRRSV
vaccines would be attained by the recombinant vaccine that eliminates the risk of an accidental
infection from the free virus or the inactivated virus reverting to its pathogenic state. It is clear
that the development of a safe and effective raccoon poxvirus-vectored porcine vaccine would
result in important advantages in usage to prevent serious pig diseases, to ensure employee
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safety during vaccine production and to completely eliminate any chance of the pathogenaﬂﬂ 01’

viruses surviving inactivation and decontamination procedures used in commercial production.

All patents and publications cited in this specification are hereby incorporated by
reference in their entirety.

SUMMARY OF THE INVENTION

In its broadest aspect, the invention provides a safe and effective recombinant poxvirus
vector vaccine in which the vector expresses one or more of the antigenic proteins encoded by
one or more porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) isolates, preferably
the antigenic proteins encoded by the muitiple open reading frames of one or more porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) isolates, alone or in combination with one
Or more open reading frames of porcine circovirus type 2 (PCV-2) at the ha and/or tk loci. In a
particular embodiment, the vector further comprises a nucleic acid molecule encoding the
glycoprotein of the feline leukemia virus bearing the FeLV P27* phenotype. The FelV P27* or
PCV-2 capsid gene is useful as a unique marker to screen the clones in different combinations.
This invention also provides a method of protecting pigs against Postweaning Multisystemic
Wasting Syndrome and/or Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome by administering
the potent new recombinant vaccine to pigs in need of protection.

Accordingly, a first aspect of the invention provides a recombinant raccoon poxvirus
vector (rRCPV) comprising one or more exogenous nucleic acid molecules encoding a porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) protein, wherein:

a.) atleast one nucleic acid molecule is inserted into the hemagglutinin locus or the
thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome; or

b.) at least two nucleic acid molecules are inserted into the hemagglutinin locus or
the thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome; or

c.) at least one nucleic acid molecule is inserted into the hemagglutinin locus and at

least one nucleic acid molecule is inserted into the thymidine kinase locus of the
raccoon poxvirus genome; or

In one embodiment, the raccoon poxvirus vector comprises at least two nucleric acid
molecules that are inserted into the hemagglutinin locus and at least two nucleic acid molecules
that are inserted into the thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome.

In one embodiment, the recombinant raccoon poxvirus vector further comprises a
nucleic acid molecule encoding a porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)
protein that is inserted into a third non-essential site of the raccoon poxvirus genome in addition



.

10

20

25

30

35

WO 2009/029130
to the thymidine kinase and the hemagglutinin loci of the raccoon poxvirus genome. Any non-
essential site of the recombinant raccoon poxvirus genome may be contemplated for use in the
invention,

In one embodiment, the third non-essential site of the raccoon poxvirus genome is the
serine protease inhibitor site.

In one embodiment, each of the one or more exogenous nucleic acid molecules encodes
one or more open reading frames of a porcine reproductive and respiratory syndrome virus.
The open reading frames are selected from the group consisting of ORF1, ORF2, ORF3, ORF4,
ORF5, ORF6, ORF7 and a combination thereof, _ ’

In one embodiment, the poxvirus vector encodes at least two copies of the same porcine
reproductive and respiratory syndrome virus protein. The two copies of the same protein may
be encoded by two different nucleic acid molecules, or they may be encoded by the same
nucleic acid molecule. The two copies of the same protein may be operably linked to one
promoter, or the two copies of the same protein may be operably linked to separate promoters.
The two copies of the same protein are encoded by a porcine reproductive and respiratory
syndrome virus open reading frame selected from the group consisting of ORF1, ORF2, ORF3,
ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 and a corﬁbination thereof.

In one embodiment, the two or more nucleic molecules are inserted into the
hemagglutinin locus and/or the thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome.

In one émbodiment, the two or more exogenous nucleic acid molecules encode at least
two open reading frames of porcine reproductive and respiratory syndrome virus selected from
the group consisting of ORF5-ORFS, ORF5-ORF6-ORF7, ORF3-ORF5-ORF6, ORF3-ORF4-
ORF7, ORF3-ORF4-ORF5-ORF7, ORF3-ORF4-ORF6-ORF7, and ORF3-ORF4-ORF5-ORF§-
ORF7.

In one embodiment, the porcine reproductive and respiratory syndrome virus is ISU12
(lowa), Olot/91 (Spanish) or both.

In one embodiment, the recombinant raccoon poxvirus vector further comprises a
nucleic acid molecule encoding an open reading frame (ORF) of porcine circovirus type 2
(PCV2).

In one embodiment, the porcine circovirus 2 open reading frame is ORF2.

In one embodiment, the PCV2 ORF2 may be separately inserted into the thymidine
kinase locus of the raccoon poxvirus genome,

In one embodiment, the recombinant raccoon poxvirus vector further comprises a
nucleotide sequence encoding a glycoprotein of feline leukemia virus P27* phenotype.

In one embodiment, the raccoon poxvirus is live and replicable.

-8-
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A second aspect of the invention provides a recombinant porcine vaccine comprising an

immunologically effective amount of any one or more of the recombinant raccoon poxvirus
vectors described herein, and, optionally, a suitable cérrier, diluent or adjuvant.

In one embodiment, the recombinant porcine vaccine comprises an immunologically
effective amount of two or more of the recombinant raccoon poxvirus vectors as described
herein, and, optionally, a suitable carrier or diluent.

In one embodiment, the raccoon poxvirus is live and replicable.

In one embodiment, the vaccine is adjuvant-free.

In one embodiment, the vaccine is administered as a single dose or as repeated doses.

In one embodiment, the recombinant porcine vaccine further comprises at least one
additional porcine antigen. The additional porcine antigen is selected from the group consisting
of Mycoplasma hyopneumoniae antigen, Haemophilus parasuis antigen, Pasteurella multocida
antigen, Streptococcum suis antigen, Actinobacillus pleuropneumoniae antigen, Bordetella
bronchiseptica antigen, Salmonelia choleraesuis antigen, Erysipelothrix rhusiopathiae antigen,
leptospira bacteria antigen, swine influenza virus antigen, porcine parvovirus antigen,
Escherichia coli antigen, porcine respiratory coronavirus antigen, rotavirus antigen, an antigen
from a pathogen causative of Aujesky's Disease, Swine Transmissible Gastroenteritis antigen
and a combination thereof.

A third aspéct of the invention provides a method for inducing an immune response
against porcine reproductive and respiratory syndrome virus, comprising administering to a
porcine animal a recombinant porcine vaccine comprised of one or more of the recombinant
raccoon poxvirus vectors as described herein. ‘

In one embodiment, the immune response is a humoral or antibody mediated response.
In one embodiment, the immune response is a cell-mediated or T cell mediated immune
response.

In one embodiment, the protective immune response is induced by administering a
vaccine dose that ranges from about 4.5 Log1sTCIDse/mi to about 7.5 LogsTCIDsy/ml,

In one embodiment, the recombinant porcine vaccine utilized for inducing an immune
response comprises one or more of a live and replicable recombinant raccoon poxvirus
vector(s). |

In one embodiment, the recombinant porcine vaccine utilized for inducing an immune
response comprises two or more live and replicable recombinant raccoon poxvirus vectors.

A fourth aspect of the invention provides a method for preventing porcine reproductive
and respiratory syndrome and Postweaning Multisystemic Wasting -Syndrome, comprising
administering to a porcine animal in need of protection a recombinant porcine vaccine

-9-
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comprising an immunologically effective amount of one or more of the recombinant raccoon
poxvirus vector(s) as described herein, and optionally, a suitable carrier, diluent or adjuvant.

In one embodiment, the recombinant raccoon poxvirus vector(s) is/are live and
replicable.

A fifth aspect of the invention provides for use of any of the vectors or vaccines of
the invention for the preparation of a medicament for inducing a protective immune response to

a porcine virus in a mammal, or for preventing porcine reproductive and‘ respiratory syndrome
and/or Postweaning Multisystemic Wasting Syndrome in a mammal.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

-Figure 1 is the nucleic acid sequence of the pFD2000A-FDAH plasmid (SEQ ID NO: 1)
Figure 2 is the nucleic acid sequence of the pFD2001 TK-FDAH plasmid (SEQ ID NO: 2)
Figure 3 is the nucleic acid sequence of the PFD2003SEL-FDAH plasmid (SEQ ID NO:
3) |
Figure 4 is the nucleic acid sequence of the PFD2003SEL-GPV-PV-FDAH plasmid (SEQ
ID NO: 4)

Figure 5 is the nucleic acid sequence of PCV2A ORF2-FDAH (SEQ ID NO: 5)

Figure 6 is the nucleic acid sequence of PCV2B ORF2-FDAH (SEQ ID NO: 6)

Figure 7 is the nucleic acid sequence of PRRSV ISU12-ORF3-FDAH (SEQIDNO: 7)
Figure 8 is the nucleic acid sequence of PRRSV ISU12-ORF4-FDAH (SEQ ID NO: 8)
Figure 9 is the nucleic acid sequence of PRRSV ISU12-ORF5-FDAH (SEQ ID NO: 9)
Figure 10 is the nucleic acid sequence of PRRSV ISU12-ORF6-FDAH (SEQ ID NO: 10)
Figure 11 is the nucleic acid sequence of PRRSV ISU12-ORF7-FDAH (SEQ ID NO: 11)
Figure 12 is the nucleic acid sequence of PRRSV Olot91-ORF5-FDAH (SEQ ID NO: 12)

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION

Before the present methods and treatment methodology are described, it is to be
understood that this invention is not limited to particular methods, and experimental conditions
described, as such methods and conditions may vary. It is also to be understood that the.
terminology used herein is for purposes of describing particular embodiments only, and is not
intended to be limiting, since the scope of the present invention will be limited only in the
appended claims.

As used in this specification and the appended claims, the singular forms “a”, “an”, and
“the” include plural references unless the context clearly dictates otherwise. Thus, for example,

references to “the method” includes one or more methods, and/or steps of the type described
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herein and/or which will become apparent to those persons skilled in the art upon reading this

disclosure and so forth.

Accordingly, in the present application, there may be employed conventional molecular
biology, microbiology, and recombinant DNA techniques within the skill of the art. Such
techniques are explained fully in the literature. See, e.g., Byrd, CM and Hruby, DE, Methods in
Molecular Biology, Vol. 269: Vaccinia Virus and Poxvirology, Chapter 3, pages 31-40;
Sambrook, Fritsch & Maniatis, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition (1989)
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (herein "Sambrook et al,,
1989"); DNA Cloning: A Practical Approach, Volumes | and || {D.N. Glover ed. 1985);
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization (B.D. Hames &
S.J. Higgins eds. (1985)); Transcription And Translation (B.D. Hames & S.J. Higgins, eds.
(1984)); Animal Cell Culture (R.. Freshney, ed. ( 1986)); Immobilized Cells And Enzymes (IRL
Press, (1986)); B. Perbal, A Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F.M. Ausubel et al.
(eds.), Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Although any methods and materials similar or equivalent to those described herein can
be used in the practice or testing of the invention, the preferred methods and materials are now

described.  All publications mentioned herein are incorporated herein by reference in their
entirety.

DEFINITIONS

The terms used herein have the meanings recognized and known to those of skill in the
art, however, for convenience and completeness, particular terms and their m
forth below.

eanings are set

The term “about” means within 20%, more preferably within 10% and more preferably
within 5%.

The term “adjuvant” refers to a compound or rﬁixture that enhances the immune
response to an antigen. An adjuvant can serve as a tissue depot that slowly releases the
antigen and also as a lymphoid system activator that non-specifically enhances the immune
response (Hood et al., Immunology, Second Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park,

000015

California, p. 384). Depending on the circumstances, a primary challenge with an antigen -

alone, in the absence of an adjuvant, may fail to elicit a humoral or cellular immune response.
Adjuvants include, but are not limited to, complete Freund's adjuvant, incomplete Freund's
adjuvant, saponin, mineral gels such as aluminum hydroxide, surface active substances such as
lysolecithin, pluronic polyols, polyanions, peptides, oil or hydrocarbon emulsions, keyhole limpet
hemocyanins, dinitrophenol, and potentially useful human adjuvants such as BCG (bacille
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Calmette-Guerin) and Corynebacterium parvum. Preferably, the adjuvant is pharmaceuticaﬁy

acceptable. _ G
The term “antigen” refers to a compound, ‘composition, or immunogenic substance that
can stimulate the production of antibodies or a T-cell response in an animal, including
compositions that are injected or absdrbed into an animal. The term may be used to refer to an
individual macromolecule or to a homogeneous or heterogeneous population of antigenic
macromolecules. An antigen reacts with the products of specific humoral or cellular immunity.
The term "antigen” broadly encompasses moieties including proteins, polypeptides, antigenic
protein fragments, nucleic acids, oligosaccharides, polysaccharides, organic or inorganic
chemicals or compositions, and the like. Furthermore, the antigen can be derived or obtained
from any virus, bacterium, parasite, protozoan, or fungus, and can be a whole organism. The
term “antigen" includes all related antigenic epitopes. Similarly, an oligonucleotide or
polynucleotide, which expresses an antigen, such as in nucleic acid immunization applications,
is also included in the definition. Synthetic antigens are also included, for example,
polyepitopes, flanking epitopes, and other recombinant or synthetically derived antigens
(Bergmann et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777 2781; Bergmann et al. (1996) J. immunol.

157:3242 3249; Suhrbier, A. (1997) Immunol. and Cell Biol. 75:402 408; Gardner et al. (1998)

12th World AIDS Conference, Geneva, Switzerland, Jun. 28 Jul. 3, 1998).

"Encoded by" or “encoding” refers to a nucleic acid sequence which codes for a
polypeptide sequence, wherein the polypeptide sequence contains an amino acid sequence of
at least 3 to 5 amino acids, more preferably at least 8 to 10 amino acids, and even more
preferably at least 15 to 20 amino acids, a polypeptide encoded by the nucleic acid sequences.
Also encompassed are polypeptide sequences, which are immunologically identifiable with a
polypeptide encoded by the sequence. Thus, an antigen "polypeptide," “protein," or "amino
acid" sequence may have at least 70% similarity, preferably at least about 80% similarity,
preferably about 90-95% similarity, and most preferably about 99% similarity,
amino acid sequence of an antigen.

more
to a polypeptide or

The term "exogenous" as used herein is intended to encompass that which is produced,
originated, derived or developed outside the raccoon poxvirus genome, ie., originating
externa!ly to the poxvirus genome such as, for example, the gene material obtained or isolated

from the PRRSV that is considered foreign to the raccoon poxvirus genome,

A "gene" as used in the context of the present invention is a sequence of nucleotides in
a nucleic acid molecule (chromosome, plasmid, etc.) with which a genetic function is
associated. A gene is a hereditary unit, for example of an organism, comprising a polynucleotide

sequence (e.g., a DNA sequence for mammals) that occupies a specifi
"gene locus" or "genetic locus"

¢ physical location (a

) within the genome of an organism. A gene can encode an
-12-
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expressed product, such as a polypeptide or a polynucleotide (e.g., tRNA). Alternatively, a gene

may define a genomic location for a particular event/function, such as the binding of proteilﬁﬂﬂg 1’

and/or nucleic acids (e.g., phage attachment sites), wherein the gene does not encode an
expressed product. Typically, a gene includes coding sequences, such as polypeptide encoding
sequences, and non-coding sequences, such as promoter sequences, poly-adenlyation
Ssequences, transcriptional regulatory sequences (e.g., enhancer sequences). Many eucaryotic
genes have "exons" (coding sequences) interrupted by “introns" (non-coding sequences). In
certain cases, a gene may share sequences with another gene(s) (e.g., overlapping genes),

An "immune response" to an antigen or vaccine composition is the development in a
subject of a humoral and/or a cell-mediated immune response to molecules present in the
antigen or vaccine composition of interest. For purposes of the present invention, a “humoral
immune response” is an antibody-mediated immune response and involves the generation of
antibodies with affinity for the antigen/vaccine of the invention, while a “cell-mediated immune
response” is one mediated by T-lymphocytes and/or other white blood cells. A “cell-mediated
immune response” is elicited by the presentation of antigenic epitopes in association with Class
I or Class Il molecules of the major histocompatibility complex (MHC). This activates antigen-
specific CD4+ T helper cells or CD8+ Cytotoxic T lymphocyte cells ("CTLs"). CTLs have
specificity for peptide antigens that are presented in association with proteins encoded by the
major histocompatibility complex (MHC) and expressed on the surfaces of cells. CTLs help
induce and promote the intracellular destruction of intracellular microbes, or the lysis of cells
infected with such microbes. Another aspect of cellular immunity involves an antigen-specific
response by helper T-cells. Helper T-cells act to help stimulate the function, and focus the
activity of, nonspecific effector cells against cells displaying peptide antigens in association with
MHC molecules on their surface. A "cell-mediated immune response” also refers to the
production of cytokines, chemokines and other such molecules produced by activated T-cells
and/or other white blood cells, including those derived from CD4+ and CD8+ T-cells. The ability
of a particular antigen or composition to stimulate a cell-mediated immunological response may
be determined by a number of assays, such as by Iymphoproliferation (lymphocyte activation)
assays, CTL cytotoxic cell assays, by assaying for T-lymphocytes specific for the antigen in a
sensitized subject, or by measurement of cytokine production by T cells in response to
restimulation with antigen. Such assays are well known in the art. See, e.g., Erickson et al,, J.
Immunol. (1893) 151:4189-4199; Doe et al., Eur. J. Immuno!, (1994) 24:2369-2376.

An ‘“‘immunogenic ORF” or “immunogenic orf" refers to an open reading frame that
elicits an immune response.

An “immunologically effective amount” as used herein refers to the amount of antigen or

vaccine sufficient to elicit an immune response, either a cellular (T cell) or humoral (B cell or
-13-
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antibody) response, as measured by standard assays known to one skilled in the art. For 000913

example, with respect to the present invention, an “immunologically effective amount” is a
minimal protection dose (titer) of > 4.5to0 7.5 Log:cTCIDso/mL. The effectiveness of an antigen
as an immunogen, can be measured either by proliferation assays, by cytolytic assays, such as -
chromium release assays to measure the ability of a T cell to lyse its specific target cell, or by
measuring the levels of B cell activity by measuring the levels of circulating antibodies specific
for the antigen in serum. Furthermore, the level of protection of the immune response may be
measured by challenging the immunized host with the antigen that has been injected. For
example, if the antigen to which an immune response is desired is a virus or a tumor cell, the
leve! of protection induced by the “immunologically effective amount” of the antigen is measured
by detecting the percent survival or the percent mortality after virus or tumor cell challenge of
the animals. |

As defined herein "a non-essential site” in the raccoon poxvirus genome means a region
in the viral genome, which is not necessary for viral infection or replication. Examples of non-
essential sites in the raccoon poxvirus genome include, but are not limited to, the thymidine
kinase (TK) site, the hemagglutinin (HA) site and the serine protease inhibitor site. The TK site
of raccoon poxvirus is described in C. Lutze-Wallace, M. Sidhu and A. Kappeler, Virus Genes
10 (1995), pp. 81-84. The sequence of the TK gene of raccoon poxvirus can also be found in
PubMed accession numbers DQO66544 and U08228. The HA site of raccoon poxvirus is

-described in Cavallaro KF and Esposito, JJ, Virology (1992), 190(1): 434-9. The sequence of

the HA gene of raccoon poxvirus can also be found in PubMed accession number AF375116.

The term “nucleic acid molecule” or “nucleic acid sequence” has its plain meaning to
refer to long chains of repeating nucleotides such as the repeated units of purine and pyrimidine
bases that direct the course of protein synthesis, that is, they encode and express the protein
substance. As the term is used in the claims, the nucleic acid refers to the known exogenous or
foreign genes that encode the porcine reproductive and respiratory syndrome virus proteins,
desirably, the open reading frame genes.

The term “open reading frame” or “ORF”, or “orf", as used herein, refers to the minimal
nucleotide sequence required to encode a particular virus protein without an intervening stop
codon. ‘

"Operably linked" refers to an arrangement of elements wherein the components so
described are configured so as to perform their usual function. Thus, a given promoter that is
operably linked to a coding sequence (e.g., a sequence encoding an antigen or interest) is
capable of effecting the expression of the coding sequence when the regulatory proteins and
proper enzymes are present. In some instances, certain control elements need not be

contiguous with the coding sequence, so long as they function to direct the expression thereof.
-14-
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For example, intervening untranslated yet transcribed sequences can be present between the 000919

promoter sequence and the coding sequence and the promoter sequence can still be
considered "operably linked" to the coding sequence. Thus, a coding sequence is “operably
linked” to a transcriptional and translational control sequence in a cell when RNA polymerase
transcribes the coding sequence into mMRNA, which is then trans-RNA spliced and translated
into the protein encoded by the coding sequence,

The terms “porcine” and “swine” are used interchangeably and refer to any animal that is
a member of the family Suidae such as, for example, a pig.

A “protective” immune response refers to the ability of a vaccine to elicit an immune
response, either humoral or cell mediated, which serves to protect the mammal from an
infection. The protection provided need not be absolute, i.e., the infection need not be totally
prevented or eradicated, if there is a statistically significant improvement compared with a
control population of porcine mammals, e.g. infected animals not administered the vaccine.
Protection may be limited to mitigating the severity or rapidity of onset of symptoms of the
infection. '

The term “recombinant” as used herein simply refers to the raccoon poxvirus constructs
that are produced by standard genetic engineering methods.

The term “replicable” refers to a microorganism, for example, a virus such as the
raccoon poxvirus that is capable of replicating, duplicating or reproducing in a suitable host cell.

The terms "vaccine” or “vaccine composition” are used interchangeably herein and refer
to a pharmaceutical composition comprising at least one immunologically active component that
induces an immune response in an animal, and/or protects the animal from disease or possible
death due to an infection, and may or may not include one or more additional components that
enhance the immunological activity of the active component. . A vaccine may additionally
comprise further components typical to pharmaceutical compositions.

A “vector” is a DNA molecule, capable of. replication in a host organism, into which a
gene is inserted to construct a recombinant DNA molecule.

GENERAL DESCRIPTION

In accordance with the present inyention, there is provided a unique recombinant
poxvirus vector in which the vector comprises one or more exogenous nucleic acid molecules
encoding a porcine reproductive and respiratory syndrome virus protein. In one embodiment,
the poxvirus vector may encode at least two copies of the same porcine reproductive and
respiratory syndrome virus protein. The two copies of the same protein may be encoded by two
different nucleic acid molecules or the two copies of the same protein may be encoded by the
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same nucleic acid molecule. The two copies of the same protein may be operably linked to o
promoter or to separate promoters.

The proteins may be encoded by an open reading frame such as ORF1a or ORF1b to
ORF7, preferably the ORF5, ORF6 and/or ORF3/ORF4/ORF7, of one or more porcine
reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) isolates with or without one or more open
reading frames such as ORF1 to ORF13, preferably ORF2, of porcine circovirus type 2 (PCV-2)
at the hemagglutinin (ha) and/or thymidine kinase (tk) loci, respectively. Another third non-
essential site of the poxvirus genome for insertion of any of the nucleic acid molecules
described herein is the serine protease inhibitor site. In one particular embodiment, the two or
more eéxogenous nucleic acid molecules encode two or more open reading frames of porcine
reproductive and respiratory syndrome virus selected from the group consisting of ORF5-ORF6,
ORF5-ORF6-ORF7, ORFS-ORFS-ORFG, ORF3-ORF4-ORF7, ORF3-ORF4-ORF5-ORF?7,
ORF3-ORF4-ORF6-ORF7, and ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF7.

Also inserted at ha and/or tk loci is the gene expressing the glycoprotein of the feline
leukemia virus (FelLV) that bears the FeLV P27* phenotype (blue color in FelLV P27 ELISA). In
these constructs, the FeLV.P27* or PCV-2 ORF2 (capsid gene) is used as a unique marker to
screen the clones in different combinations. Preferred PRRSV isolates comprise the ISU12
(lowa) and Olot/91 (Spanish) strains but other isolates may be readily substituted for the strains
illustrating the invention in the examples below.

The object of the present invention, therefore, is to express four or more open reading
frames (ORFs) of the U.S. and E.U. strains of the porcine reproductive and respiratory
syndrome virus (PRRSV) alone or in combination with the ORF of porcine circovirus (PCV2) at
the hemagglutinin (ha) and/or the thymidine kinase (tk) locus of the raccoon poxvirus (RCNV)
genome in one viral construct to make a potent vaccine.

Another object of the invention is to use a new clone screening system that utilizes either
limited dilution and blue-to-white plaque approach or limited dilution and virus ELISA as the
screening marker rather than a conventional screening marker like LacZ.

The foregoing objects are accomplished by -providing the novel vaccine comprising a
recombinant raccoon poxvirus vector (rRCNV) in which the rRCNV expresses multiple open
reading frames, preferably the ORF5, ORF6 and/or ORF3/ORF4/0ORF7, of one or more PRRSV
isolates with or without an open reading frame, preferably ORF2, of PCV-2 at the hemagglutinin
(ha) and/or thymidine kinase (tk) loci, respectively.

Previous expression systems have been limited in their ability to express only one or two
open reading frames (ORFs) of the PRRSV genes in one viral construct. The present invention
advantageously permits the expression of four or more ORFs of the U.S. and E.U. strains of

porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV) alone or in combination with the
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open reading frame of porcine circovirus type 2 (PCV-2). Heretofore not described in'thegg 0021

the superior expression system of this invention allows the insertion of multiple ORFs from
PRRSYV into the ha and/or tk loci and/or serine protease inhibitor locus of the raccoon poxvirus
(RCNV) genome in one viral construct thereby creating a potent recombinant vaccine to protect
pigs against PRRS. _

The present invention uses a screening system that utilizes either limiting diIuﬁon and
the blue-to-white plaque approach or limiting difution and an ELISA as a screening marker,
Quite beneficially, this screening system affords multiple site expression in one viral construct.

"Raccoon poxvirus (Herman strain) was first isolated from the respiratory tract of
raccoons with no clinical symptoms by Y. F. Herman in Aberdeen, Maryland in 1961-1962 (Y. F.
Herman, “Isolation and characterization of a naturally occurring pox virus of raccoons,” In:
Bacteriol. Proc., 64th Annual Meeting of the American Society for Microbiology, p. 117 (1964)).
In the rRCNV-PRRS construct of the present invention, the insertion of muitiple open reading
frames such as, for example, ORF5, ORF6 and/or ORF3/ORF4/ORF7, of.one or more strains of
PRRSV genes into the ha and/or tk loci of the raccoon poxvirus (RCNV) genome further
attenuates the avirulent Herman strain. Advantageously, the rRCNV vectored PRRSV vaccine
of the present invention also improves empioyee safety during vaccine production and
completely eliminates any chance of the pathogenic virus surviving inactivation and
decontamination procedures used during commercial production.

It is contemplated that the scientific advancement and novel method described in the-
present invention may be applied by the persoh having ordinary skill in the art to antigenic
proteins of multiple reading frames obtained from PRRSYV strains other than ISU12 and Olot/91
and can be inserted at the tk and/or ha loci of the raccoon poxvirus véctor to provide an
immunogenic vaccine for the protection against PRRS. For instance, other straihs such as the
North American strain VR-2332, the European strain Lelystad Virus and the like may readily
substitute for the 1ISU12 and/or Olot/91 strains. Since the RNA virus is subject to mutations,
alternatively, the desired ORF gene of a new field isolate or virus mutant may be isolated and
utilized in the recombinant vaccine of the invention. Nevertheless, there is high homology
between many mutants and numerous isolates of PRRSV found to date and, thus, using certain
open reading frames such as the ORF5 or ORFS in the vaccine construct of the invention has
the advantage of being significantly effective against PRRS. For those isolates with lower
homology around 40%, the practical advantage of the construct of the invention is that it can
readily accommodate the antigenic proteins of several ORFs from multiple viral sources to
provide an efficacious, broad-spectrum vaccine. Such prevention of PRRS through a successful

inoculation program of piglets is of extreme importance to the Pig industry as there is no
effective long term treatment for the disease.
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It is further contemplated that the poxvirus vector useful in the invention may compr’i'se,
but is not limited to, the raccoon poxvirus, the canary poxvirus, the fowlpox virus, the swi;r;epox
virus, the vaccinia virus and the like but desirably the raccoon poxvirus is employed. While an
inactivated poxvirus vector is useable in the practice of the method of the present invention, a
live vector is preferred.

This invention also provides a new method of protecting pigs against Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) and/or Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome (PRRS) by administering the potent new recombinant vaccine to pigs in need of
protection.

In the method of the invention, an immunologically effective amount of the vaccines of
the present invention is administered to a pig, particularly young piglets, in need of protection
against PMWS and/or PRRS in order to induce é protective immune response in the animals.
An effective immunizing amount given to the pig is one in which a sufficient immunological
response to the vaccine is attained to protect the pig from the harmful effects of PCV-2 and/or
PRRSV. A protective immune response is considered to be obtained when the vaccine is able
to protect at least a significant number of the inoculated pigs as required by standard values in
the vaccine field. The immunologically effective dosage or the effective immunizing amount that

" inoculates the animal and elicits satisfactory vaccination effects can be easily determined or

readily titrated by routine testing such as, for example, by standard titration studies.

The novel vaccine constructs of the preseht invention are employed for the vaccination
of healthy piglets at approximately three months of age for the prevention of Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome (PMWS) and/or Porcine Reproductive and Respiratory
Syndrome (PRRS). The vaccine may also be given to mature or adult sows (i.e., older than
three months) prior to breeding. The vaccine can be administered in a sihgle dose or in
repeated doses if antibody titers decline and a booster shot is deemed necessary. Desirably,
the vaccine is administered to heaithy animals in a single inoculation to provide long term
protection against disease, protecting the animals for at least one year to three years or longer.
Appropriate dosages are determined by standard dose titration studies.
contain an immunologically effective amount of any one of the recombinant

The vaccine may

raccoon poxvirus
vectored constructs described herein. In another embodiment, the vaccine may contain an
immunologically effective amount of any two or more of the recombinant racc
vector constructs described herein.

00N poxvirus

The vaccine can be readily given by any route of administration, orélly,
transdermally (i.e., applied on or at the skin surface for systemic absorption), pare

intranasally,

nterally, efc.,
though some routes may be logistically more difficult depending on the particular animal and the
handler. The parenteral route of administration includes, but is not limited to, Subcutaneous, .
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intramuscular, intravenous, intraperitoneal, intradermal (i.e., injected or otherwise placed under

the skin) routes and the like. Preferably, the vaccine is administered subcutaneously.

The poxvirus vector may be live or inactivated by conventional procedures for preparing
inactivated viral vaccines, for example, using BEI (binary ethyleneimine), formalin and the like,
with BEI being a preferred inactivant_, though it is highly desirable for the vaccine of the present
invention to use a live raccoon poxvirus for optimal and potent immunological efficacy.

-Beneficially, the live recombinant RCNV expressing multiple ORFs of PCV-2 and/or
PRRSV are useful as a vaccine, either alone or in combination with suitable carriers, diluents
and adjuvants. The vaccine product may optionally contain a variety of typical, non-toxic,
pharmaceutically acceptable additives, diluents and adjuvants that include, but are not limited
to, preservatives; stabilizers; emulsifiers; aluminum hydroxide; aluminum phosphate; pH
adjusters such as sodium hydroxide, hydrochloric acid, efc.; surfactants such as Tween® 80
(polysorbate 80, commercially available from Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); liposomes;
iscom adjuvant; synthetic glycopeptides such as muramyl dipeptides; extenders such as dextran
or dextran combinations, for example, with aluminum phosphate, dextran sulfate, DEAE-
Dextran and the like; carboxypolymethylene, such as CARBOPOL® (polyacrylic polymer
commercially available from B.F. Goodrich Company, Cleveland, Ohio); ethylene maleic
anhydride or ethylene/maleic anhydride copolymers (EMA®, a linear ethylene/maleic anhydride
copolymer having approximately equal amounts of ethylene and maleic anhydride, having an
estimated average molecular weight of about 75,000 to 100,000, commercially available from
Monsanto Co., St. Louis, MO); acrylic copolymer emulsions such as a copolymer of styrene with
a mixture of acrylic acid and methacrylic acid like NEOCRYL® A640 (e.g. U.S. Patent No.
5,047,238, an uncoalesced aqueous acrylic acid copolymer of acrylic acid and methacrylic acid
mixed with styrene, commercially available from Polyvinyl Chemicals, Inc., Wilmington, MA);
bacterial cell walls such as mycobacterial cell wall extract; Corynebacterium-derived adjuvants
such as Corynebacterium parvum: Propionibacterium-derived adjuvants such as
Propionibacterium acne; Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-Guerin, or BCG); subviral
particle adjuvants such as orbivirus; cholera toxin; N,N-dioctadecyl-N',N'-bis(2-hydroxyethyl)—
propanediamine (avridine), monophosphoryl lipid A; dimethyldioctadecylammonium bromide
(DDA, commercially available from Kodak, Rochester, NY); synthetics and mixtures thereof.
Further additives that may be employed in the present vaccine include, but are not limited to,

dextrose, conventional antioxidants and conventional chelating agents, such as

ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA). Other pharmaceutically acceptable adjuvants that

may optionally supplement the vaccine formulation include, but are not limited to, polyanions,
polycations, peptides, mineral oil emulsion, immunomodulators, a variety of combinations and

the like. Further non-limiting examples of suitable adjuvants include squalane and squalene

(or
-19.-
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other oils of animal origin); poIyoxyethylene-polyoxypropylene block copolymers such as

PLURONIC® (L121, for example, commercially available from BASF Aktiengeselischaft,
Ludwigshafen, Germany); saponin; Quil A (commercial name of a purified form of Quillaja
saponaria, available from Iscotec AB, Sweden and Superfos Biosector afs, Vedbaek, Denmark);
mineral oils such as MARCOL® (a purified mixture of liquid saturated hydrocarbons,
commercially available from Exxon-Mobil, Fairfax, VA); vegetable oils such as peanut oil;
interleukins such as interleukin-2 and interleukin-12; interferons such as gamma interferon;
animal poxvirus proteins or mixtures thereof. Examples of suitable stabilizers include, but are
not limited to, sucrose, gelatin, peptone, digested protein extracts such as NZ-Amine or NZ-
Amine AS. Examples of emulsifiers include, but are not limited to, mineral oil, vegetable oil,
peanut oil and other standard, metabolizable, nontoxic oils useful for injectables or intranasal
vaccines. Desirably, aluminum hydroxide is admixed with other adjuvants such as saponin or
Quil A to form combinations such as saponin-aluminum hydroxide or Quil A-aluminum
hydroxide.

A preferred adjuvant comprises ethylene/maleic anhydride copolymer, copolymer of
styrene with a mixture of acrylic acid and methacrylic acid, mineral oil emulsion or combinations
thereof. A particularly preferred adjuvant system that significantly enhances the potency of the
rRCNV-PRRS construct of the present invention comprises the combination of an
ethylene/maleic copolymer sdch as EMA-31® (a linear ethylene/maleic anhydride copolymer
having approximately equal amounts of ethylene and maleic anhydride, having an estimated
average molecular weight of about 75,000 to 100,000, commercially available from Monsanto
Co., St. Louis, MO) and an acrylic acid copolymer emulsion such as NEOCRYL® (an
uncoalesced aqueous acrylic acid copolymer of acrylic acid and methacrylic acid mixed with

styrene (acrylic-styrene emulsion), commercially available from Polyvinyl Chemicals,
Wilmington, MA).

Inc.,

The recombinant vaccine composition of the present invention may also optionally
contain a mixture with one or more additional porcine antigens such as, for example,
Mycoplasma hyopneumoniae, Haemophilus parasuis, Pasteurella multocida, Streptococcum
suis, Actinobacillus pleuropneumoniae, Bordetella bronchiseptica, Salmonella choleraesuis,
Erysipelothrix rhusiopathiae, leptospira bacteria, swine influenza virus (SIV), porcine parvovirus,
Escherichia coli, porcine respiratory coronavirus, rotavirus, a pathogen causative of Aujezky's
Disease, Swine Transmissible Gastroenteritis, etc.

Any method known to those skilled in the art may be used to prepare the genetic
constructs of the present invention. For example, advantage may be taken of particular
restriction sites for insertion of any of the desired nucleic acid sequences into the raccoon

poxvirus vector using standard methodologies. Alternatively, one may utilize homologous
-20-
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recombination techniques when the insertion of large sequences is

desired, or when it is
desirable to insert muitiple genes, as described herein. In this method, the plasmid sequences
flanking the insertion site into which are to be inserted multiple genes, contain sequences which
have sufficient homology with sequences present in the raccoon poxvirus genome to mediate
recombination. The flanking sequences must be homologous to a region of the raccoon
poxvirus that is non-essential for the growth and propagation of the raccoon poxvirus, such as
the hemagglutinin locus, or the thymidine kinase locus, or the serine protease inhibitor locus.
Although one promoter may be used to drive the expression of two exogenous genes to be
recombined, the use of two promoters in an insertion vector, each promoter operably linked to
an individual gene will also provide efficient expression.

Generally, the virus rRCNV-PRRS may be constructed by a blue-to-white plaque
approach, for instance, by following five key steps: (1) Clone ORFS, ORF6, ORF7 or ORF3 of
PRRSV ISU12 (lowa) and Olot/91 (Spanish isolate) strains into plasmids pFD2000A and/or
PFD2003SEL; (2) Construct the plasmid pFD2000A PRRS ORF7 (P11)-ORF5 (Olot) (Psg.)-
ORF6 (Psg)-ORF5 (Psg) or the plasmid pFD2000A PRRS ORF3 (P11)-ORF5 (Olot) (Psg,)-
ORF6 (Pgg)-ORF5 (Psev); (3) Create pool clones by three-way infection/transfection: COS7
cells, plasmid at Step 2 and rRCNV-FeLV; (4) Clone screening by limited dilution and blue-to-

white plaque approach; and (5) Determine molecular characterization of rRCNV-PRRS,,, by

PCR, ELISA and Western blot. Alternatively, a white-to-blue plaque approach may be used in

which the following five key steps are performed: (1) Clone ORF5 and ORF6 of PRRSV ISUI2
and Olot/91 strains, FeLV P27 into plasmids pFD2000A and/or PFD2003SEL; (2) Construct the
plasmid pFD2000A FeLV P27 (P11)-PRRS ORF5 (Olot) (Pse.)-ORF6 (Psg, )-ORFS (PseL) or
pFD2000A PRRS ORF5 (Olot) (PsgL)-ORF6 (PS-EL)—ORFSI/LacZ (P7.5); (3) Create pooled clones
by three-way infection/transfection: COS7 cells, plasmid at Step 2 and RCNV; (4) Clone
screening by limited dilution and FeLV P27 ELISA or LacZ; and (5) Determine molecular
characterization of rRCNV-PRRS,., by PCR, ELISA and Western blot,

The rRCNV-PRRS-PCV of the present invention may be constructed by way of the
following five key steps: (1) Clone ORFS5, ORF6, ORF3 of PRRSV ISU12 and Oloy/91 strains
and PCVZ ORF2 (capsid gene) into plasmids pFD2000A and/or pFD2003SEL; (2) Construct the
plasmid pFD2000A PRRS ORF3 (Py;)-ORF5 (Olot) (Pse,)-ORF6 (Pse)-ORF5 (Pgg )-PCV2
ORF2 (Pyy or Psg); (3) Create pooled clones by three-way infection/transfection: COS7 cells,
plasmid at Step 2 and RCNV; (4) Clone screening by limited dilution and PCV2 ELISA (as
screening marker); and (5) Determine molecular characterization of rRCNV-PRRSw by PCR,
ELISA and Western blot. Alternatively, a white-to-biue plaque approach may be used in which
the following four key steps are performed: (1) Clone PCV2 ORF2 into the plasmid pFD2001TK

or pFD2006TK to generate the plasmid pFD2001TK PCV ORF2:

(2) Create pooled clones by
-21-
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three-way infection/transfection: COS7 cells, plasmid at Step 1 and rRCNV-PRRS ORF3 (P,l)-

ORFS5 (Olot) (Psg, )-ORF6 (PseL)-ORF5 (Psg,); (3) Clone screening by limited dilution and 95V2=~"'

ELISA or LacZ; and (5) Determine molecular characterization of rRCNV-PRRS//PCV by PCR,
ELISA and Western blot.

EXAMPLES

The following examples demonstrate certain aspects of the present invention. However,
it is to be understood that these examples are for illustration only and do not purport to be
wholly definitive as to conditions and scope of this invention. It should be appreciated that when
typical reaction conditions (e.g., temperature, reaction times, efc.) have been given, the
conditions both above and below the specified ranges can also be used, though generally less
conveniently. The examples are conducted at room temperature (about 23°C to about 28°C)
and at atmospheric pressure. All parts and percents referred to herein are on a weight basis
and all temperatures are expressed in degrees centigrade unless otherwise specified.

EXAMPLE 1: CONSTRUCTION OF rRCNV-PRRS (BLUE-TO-WHITE PLAQUE APPROACH)

The rRCNV-PRRS,,, was constructed by the following five key steps: (1) Clone ORFS5,
ORF6, ORF7 or ORF3 of PRRSV ISU12 (lowa) and Olot/91 (Spanish isolate) strains into
plasmids pFD2000A and/or PFD2003SEL; (2) Construct the plasmid pFD2000A PRRS ORF7 or
ORF3 (P14)-ORF5 (Qlot) (PseL)-ORF6 (Pse,)-ORF5 (Pser); (3) Create pool clones by three-way

infection/transfection: COS7 cells, plasmid at Step 2 and rRCNV-FeLV; (4) Clone screening by

limited dilution and blue-to-white plaque approach; and (5) Determine molecular
characterization of rRCNV-PRRS by PCR, ELISA and Western blot.

The blue-to-white plaque screening approach uses the parent virus rRCNV-FelLV
bearing the FeLV P27* phenotype (blue color in FeLVv P27 ELISA). Through homologous
recombination of RCNV HA flanking sequence between rRCNV-FelV and pFD200A PRRS
ORF7- ORF5 (Olot)-ORF6-ORFS5, the phenotype of recombinant IRCNV-PRRS will change
from blue to white plaque because PRRSV ORFs are inserted at ha locus to replace the
sequence of Fel.V gag-env gp85 in the parent strain (rRCNV-FeLV-blue plaque).

EXAMPLE 2: CONSTRUCTION OF rRCNV-PRRS (WHITE-TO-BLUE PLAQUE APPROACH)

The rRCNV-PRRS,, was constructed by the following five key steps: (1) Clone ORF5

and ORF6 of PRRSV ISUI2 and Olot/91 strains, FeLV P27 into plasmids pFD2000A and/or
PFD2003SEL; (2) Construct the plasmid pFD2000A FeLV P27 (P11)-PRRS ORF5 (Olot) (Psgy)-
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ORF6 (Pgsg )-ORF5 (Psg, ); (3) Create pooled clones by three-way infection/transfection: cos?

cells, plasmid at Step 2 and RCNV; (4) Clone screening by limited dilution and FeLV P27 ELISA
or LacZ; and (5) Determine molecular characterization of rRCNV-PRRS,, by PCR, ELISA and
Western blot. |

The white-to-blue plaque screening approach uses the recombinant virus rRCNV-
PRRS,, bearing the FelLV P27* or LacZ phenotype (blue color in FeLV P27 ELISA or LaczZ*
phenotype) while wild type RCNV shows white color in FeLV P27 ELISA or LacZ staining.

EXAMPLE 3: CONSTRUCTION OF rRCNV-PRRS-PCV

The rRCNV-PRRS,., is constructed by the following five key steps: (1) Clone ORF5,
ORF6, ORF3 of PRRSV ISU12 and Olot/91 " strains and PCV2 ORF2 (cabsid gene) into
plasmids pFD2000A and/or pFD2003}SEL; (2) Construct the plasmid pFD2000A PRRS ORF3

. {P11)-ORF5 (Olot) (Psg, )-ORF6 (PseL)-ORF5 (Psg, )-PCV2 ORF2(P41 or Psg,); (3) Create pool

clones by three-way infection/transfection: COS7 cells, plasmid at Step 2 and RCNV; (4) Clone
screening by limited dilution and PCV2 ELISA (as screening marker); and (5) Determine
molecular characterization of rRCNV-PRRS,, by PCR, ELISA and Westemn blot.

The PCV2 approach uses the PCV-2 capsid ELISA as a unique marker for screening of
clones, and to create a new combination vaccine of rRCNV-PRRS/PCV in one viral construct.

Alternatively, the rRCNV-PRRS,., is constructed by the following four key steps: (1)
Clone PCV2 ORF2 (capsid gene) into plasmids pFD2001TK and/or PFD2006TK to generate the
plasmid pFD2001TK PCV2 ORF2 (P11 or Pgg); (2) Create pool clones by three
infection/transfection: COS7 cells, plasmid at Step 1 and rRCNV-

-way
PRRS; (3) Clone screening by
limited dilution and PCV2 ELISA (as screening marker); and (5) Determine molecular
characterization of rRCNV-PRRS//PCV by PCR, ELISA and Western blot.

EXAMPLE 4: EFFICACY STUDY OF TRCNV-PRRS VACCINE CANDIDATE IN PIGS

The above constructs (rRCNV-PRRS,,,, rRCNV-PRRS,,, and rRCNV~PRRSpcv) are
formulated with or without an immune enhancing adjuvant and evaluated for vacc
pigs. The successful results of the challenge studies will show the efficacy of th
PRRS, PCV or combination vaccine in pigs.

ine efficacy in

€ recombinant

EXAMPLE 5: CONSTRUCTION OF rRCNV-PRRSV
Briefly, the virus rRCNV-PRRSV was constructed by insertion of envelope glycaprotein
(orf 5) gene and matrix protein (orf 6) gene of the porcine respiratory and reproductive
syndrome virus (PRRSV) ISU 12 (US strain) and the envelope glycoprotein (orf 5) gene of
-23.
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PRRSV Olot 91 (EU strain) genes into the hemagglutination (ha) locus of the RCNV genome,
an avirulent Herman strain. ‘

The construction processes of rRCNV-PRRSV were provided through two major steps.
First, the PCR-amplified 603-bp orf 5 and 525-bp orf6 of PRRSV ISU 12 strain and 606-bp orf 5
of PRRSV Olot 91 strain were subcloned into a plasmid pFD2003SEL vector (containing a lacZ
reporter gene under the control of promoter P11) to generate plasmid pFD2003SEL-PRRSV
Olot 91 orf5-(SEL)-ISU 12 orf 6 (SEL)-ISU 12 orf 5 (SEL). Both PRRSV ISU 12 orf 5 and orf 6
and PRRSV Olo 91 orf 5 genes are co-expressed under the control of promoter Psg. Second,

three-way co-infection/transfection of rRCNV-FCV (2280-DD1) and plasmid pFD2003SEL-

PRRSV Olot 91 orf5-(SEL)-ISU 12 orf 6 (SEL)-ISU 12 orf 5 (SEL) in COS-7 cells was conducted
to generate rRCNV-PRRSV by allelic exchange at the ha locus. The blue plaques (Lac’) were
cloned by five successive rounds of plaque purification in Vero cells. The clone candidates
were further expanded two more times in Vero cells using Minimum Essential Medium (MEM)
supplemented with 0.05% lactalbumin hydrolysate (LAH), 30 Hg/mL gentamicin sulfate and 5%
fetal bovine serum, and thereafter confirmed by gene-specific PCR. The seventh passage was
used to prepare a pre-master seed. The Master Seed was established by a 1:20,000 dilution of
pre-master seed, and designated rRCNV-PRRSYV, in which the raccoon poxvirus as a live vector
is capable of expressing the PRRSV envelope glycoproteins (orf5) and matrix protein (M) of
PRRSV ISU 12 and Olot 91 strains at the ha locus, respectively. The master seed virus of the
PRRSYV vaccine, live raccoon poxvirus vector (rRCNV-PRRSV) was identified by PRRSV orf5 or
orf6 gene(s)-specific PCR testing.  Immunogenicity studies of porcine respiratory and
reproductive syndrome virus vaccine, live/inactivated raccoon poxvirus vector alone or in
combination with Suvaxyn PCV2 One Dose and or Suvaxyn MH-one, or live chimeric cPCV1-2

and or modified live Mycoplasma hyopenumoniae (for example, J strain) are being conducted in
piglets and sows.

EXAMPLE 6: Immunogenicity Study of Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome

Virus Vaccine, Live Raccoon Poxvirus Vector Alone or in Combination with Suvaxyn
PCV2 One Dose, in Piglets

To demonstrate the efficacy of the PRRSV fraction, pigs will be administered the
rRCNV-PRRSV vaccine (lyophilized cake) and adjuvant-containing sterile water or Suvaxyn
PCV2 One Dose as diluent in two-dose regimen at a 2-3 week interval, followed by virulent
PRRSYV challenge or PRRSV/PCV2 co-challenge 2-3 weeks post the second vaccination. The
efficacy of the rRCNV—PR_RSV fraction will be evaluated based on the reduction of PRRSV

-24.
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viremia and reduction of lung lesions caused by PRRSV. Suvaxyn® PCV2 One contains 00 O g ik

inactivated Porcine Circovirus Type 1-Type 2 Chimera (cPCV1-2) formulated with FDAH's
proprietary adjuvant.

Materials and Methods

Test Animals

No fewer than 40 (20 vaccinates and 20 controls) mixed breed male and female
conventional pigs, 3 weeks of age or older, will be used for this study. The pigs for the study will
be purchased from a commercial farm and identified using an ear tag. Pigs will be obtained from

a single source herd. At the time of the first vaccination pigs will be seronegative to PRRSV as
determined by IDEXX HerdCheck ELISA kits (S/P ratio < 0.4).

Test Vaccines

Composition of Test Vaccines

Lyophilized fraction: The vaccine consists of live rRCNV-PRRSV. The vaccine's virus
titer will be titrated in five replicate assays in order to establish the dose administrated in the
study. Liquid fraction: The diluent will be Suvaxyn PCV2 One Dose or 20% SL-CD adjuvant.

The lyophilized fraction of rRCNV-PRRSV will be rehydrated with the liquid fraction at the time
of vaccination.

Study Design

The proposed studies will be randomized complete block designs (superiority trial).
Litters will be allocated to each study replicate. The piglets within litte
be divided into two groups as follows:

rs in each study will then

Group Vacciﬁe Number of Animals
Vi vaccinates Lyophilized rRCNV-PRRSV 220
(cake) + Suvaxyn PCV2 One
Dose

Suvaxyn PCV2 One Dose
(Diluent)

C1-Controls 220
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Lyophilized rRCNV-PRRSV

V2-Vaccinates (Cake) + Water-SL-CD 220
Adjuvant (Diluent)

Water-SL-CD Adjuvant
C2-Controls 220

(Diluent)

Vaccination

The vaccination route will be intramuscular on the right side of neck.

For pigs in Study 1: group V1 will be given two 2.0 mL doses of the rRCNV-PRRSV +

Suvaxyn PCV2 One Dose; pigs in control group C1 will be given two 2.0 mL doses of Suvaxyn
PCV2 One Dose.

For pigs in Study 2: group V2 will be given two 2.0 mL doses of rRCNV-PRRSV +
Water/SL-CD; pigs in control group C2 will be given two 2.0 mL doses of Water-SL-CD Adjuvant

The first vaccination will be administered at 3 weeks of age, and repeat vaccination will
be 2-3 weeks later.

Challenge

All animals will be virulently challenged two to three weeks following the second
vaccination.

Pigs in groups V1 and C1 will be challenged with at least 2 x 10 FAIDs, of the wild type
pathogenic PCV2 (strain 40895) and with at least 2 x 1040 TCleo‘of PRRSV (ISU-12 or
equivalent). These two challenge materials will be mixed together for at least 30 minutes prior
to challenge. Challenge dose will be 4 mL intranasally (2 mL per nostril).

Pigs in groups V2 and C2 will be challenged with at least 2 x 10%9 TCIDs, of PRRSV

(1ISU-12 or equivalent). Challenge dose will be 2 mL intranasally (1 mL per nostril). See
Attachment 2 for challenge record.

The challenge viruses will be titrated by PCV2-specific and PRRSV-specific indirect
immunofluorescence assays (IFA) on the day of challenge.

-26-
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Observation

All pigs will be observed for clinical signs and temperatures daily from -2 to 10 days post

challenge (DPC). Any abnormal observation will be reported to the study director or plant

veterinarian.

Monitored clinical signs may include, but not be limited to, inappetence, lethargy,
depression, diarrhea, sneezing, coughing, nasal discharge, ocular discharge, dyspnea and
death. if any pig dies during the post-challenge observation period, necropsy will be performed
and the necropsy report will be attached to the final report.

Sample Coliection and Testing

Sample Collection

Nasal Swabs

Nasal swabs will be collected on 0 day post vaccination one (DPV1) for PRRSV and

PCV2 isolation to ensure there is no PRRSV or PCV2 infection in the tested animals prior to
vaccination.

The nasal swab samples will be placed into individual sterile tubes containing 3 mL of
MEM with lactalbumin hydrolysate (LAH) and gentamicin (60 pg/mL), penicillin (100 U/mL) and
streptomycin (100 ug/mL), and stored at or below -50°C until tested.

Serum Samples

Pigs will be bled for serum samples (no more than tenmL) at 0 DPV1, 0 DPV2, 7 DPV2,
14 DPV2, -1, 6, and 9 for ELISA testing; and at -1, 3, 6, and 9 for PCR testing.

Necropsy

All animals will be necropsied at 10-11 DPC. The lungs will be collected
scoring.

for lung lesion

Sample Testin

Enzyme-Linked Immimosorbent Assay (ELISA)

Serum antibodies to PRRSV will be detected by IDEXX® HerdCheck ELISA kit
(Westbrook, ME). Briefly, serum samples are diluted 1:40 in Sample Diluent and 100 pL of
each sample are added in duplicate (one well for PRRSV antigen and one well for normal host

cell (NHC) antigen) to antigen-coated 96-well plates. After 30-minute incubation period at room

temperature, liquid is decanted and the plates washed 3-5 times with approximately 300 pL of

the phosphate-buffered wash solution. 100 HL of anti-Porcine-HRPO Conjugate is then added

to all wells. Plates are incubated for 30-minutes at room temperature. After incubation period,
-27.
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plates are washed again as above. 100 WL of TMB Substrate Solution is then added to eacﬂﬂ 0 33 2

well. Plates ére incubated at room temperature for 15 minutes before 100 pL of Stop Solution is
added to all wells to stop the reaction. The optical density (OD) is then measured at 650 nm oh
a microplate reader. The arbitrary serum titer will be reported as the sample/positive (S/P) ratio
and is determined by taking the quantitiy of the sample OD-PRRSV minus the sample OD-NHC
divided by the quantity of mean positive control-PRRSV minus the mean positive control-NHC.

PCR Testing

PRRSV-specific RT-PCR testing will be used to detect the presence of PRRSV in

serum. RNA-extraction will be performed on serum samples using QlAamp ® Viral RNA Mini
Kit (Valencia, CA).

Lung Lesion Scoring

The lungs of each‘individuai pig will be examined by two independent scorers for gross
macroscopic lesions based on the amount of lung parenchyma affected by lesions. ‘The
scorers of the lesions will be blinded to the identity of the treatment for eabh pig. Briefly, the
score for lung lesions in each lobe will be determined by estimating the percentage of the lobe
exhibiting PRRSV-like lesions (based on color and texture) and muitiplied by the number of
points possible for that lobe. Maximum score for each lobe is determined by the relative
percentage of the total lung volume occupied by the lobe. The scores from the dorsal and
ventral aspects of all lobes will then be added together to obtain the total score for each pig.
The maximum total score possible for each animal is 100.

Primary Outcome

For the claim of reduction of lung lesions, total scores of lesions
assessed.

present on lungs will be

Secondary Outcome

Secondary outcome will be the occurrence of PRRSV viremia.

Statistical Analyses

Estimator

For the evaluation of reduction in severity of lung lesions, the estimator will be the
mitigated fraction (MF) statistic. The mitigated fraction will be calculated as:

ME = 2W, -n_(1 +n, +n)
n.n,

where:
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W, = Wilcoxon Rank sum statistic

Ne = number of subjects in the control grodp - 00 U 9 33
ny = number of subjects in each vaccinated group

*Note: the MF statistic will be estimated for each study replicate.

Statement of Method of Calculating Interval Estimates

The 95% confidence interval for the mitigated fraction for each study replicate will be
calculated.

Hypothesis Statement

For the claim of reduction severity of lung lesions:

Ho: Mv = Mc
HAZ Mv #* Mc
where:

M, = Median of the lung lesion score rank in the vaccinated group
M. = Median of the lung lesion score rank in the control group

These studies will test the null hypothesis that there is no difference in the severity (rank)

in lung lesions between the vaccinated group and the placebo control group for each study
replicate.

Other Statistical Considerations

The distribution of pigs litter will be randomly assigned within litter.

Statistical Analyses

Statistical Methods

Primary Outcome

The test repeatability of the score within animal will be assessed by intra class
correlation. If the test repeatability is deemed sufficient, the mean lung score for each pig will
be calculated by averaging the lung scores from each scorer. The calculated lung scores will be
compared between the two treatment groups for each study replicate by Wilcoxon Rank Sum
with the calculated lung score as the dependent variable and treatment included as an
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independent variable. The analysis will be stratified by litter if there are sufficient compgtgugs‘

blocks. The HL shift will be estimated. The MF wili be estimated from the Wilcoxon statistic
Secondary Qutcome

A secondary outcome will be assessed for occurrence of viremia. A single occurrence of
viremia will categorize pig as positive for viremia (Yes or No). Viremia will be compared
between treatment groups in a generalized linear mixed model with the occurrence of viremia

(Yes or No) as the binomial dependent variable and treatment included as an independent

variable. If there are sufficient complete blocks, the litter will be included as a random effect

covariate in the model.

Al statistical analysis will be performed using the SAS system (SAS Institute, Inc.). The
level of significance will be set at p<0.05

In the foregoing, there has been provided a detaited description of particular
embodiments of the present invention for purpose of illustration and not limitation. It is to be
understood that all other modifications, ramifications and equivalents obvious to those having

skill in the art based on this disclosure are intended to be included within the scope of the
invention as claimed.
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What is claimed is: B 0 00 35

1. A recombinant raccoon poxvirus vector (rRCPV) comprising one or more exogenous nucleic

acid molecules encoding a porcine reproductive and respiratory syndrome virus (PRRSV)
protein, wherein:

(a) at least one nucleic acid molecule is inserted into the hemagglutinin locus or the
thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome; or

(b) at least two nucleic acid molecules are inserted into the hemagglutinin locus or the
thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome; or

(c) at least one nucleic acid molecule is inserted into the hemagglutinin locus and at

least one nucleic acid molecule is inserted into the thymidine kinase locus of the raccoon
poxvirus genome.

2. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 1, wherein at least two nucleic acid
molecules are inserted into the hemagglutinin locus and at least two nucleic acid molecules are
inserted into the thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome.

3. The recombinant raccoon poxvirus vector according to either one of claims 1 or 2, further
comprising a nucleic acid molecule encoding a porcine reproductive and respiratory syndrome
virus (PRRSV) protein that is inserted into a third non-essential site of the raccoon poxvirus

genome in addition to the thymidine kinase and the hemagglutinin loci of the raccoon poxvirus
genome.

4. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 3, wherein the third non-essential site of
the raccoon poxvirus genome is the serine protease inhibitor site.

5. The recombinant raccoon poxvirus vector of any of claims 1-4, wherein the poxvirus vector
encodes at least two copies of the same porcine reproductive and respirat
protein.

ory syndrome virus
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6. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 5, wherein said two copies of the same

protein are encoded by two different nucleic acid molecules.

7. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 3, wherein said two copies of the same
protein are encoded by the same nucleic acid molecule.

8. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 7, wherein said two copies of the same
protein are operably linked to one promoter.

9. The recombinant raccoon poxvirus vector of either one of claims 6 or 7, wherein said two
copies of the same protein are operably linked to separate promoters.

10. The recombinant raccoon poxvirus vector of any of claims 6, 7, 8 or 9, wherein said two
copies of the same protein are encoded by a porcine reproductive and respiratory syndrome

virus (PRRSV) open reading frame (ORF) selected from the group consisting of ORF1, ORF2,
ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 and a combination thereof,

11. The recombinant raccoon poxvirus vector of either one of claims 1 or 2, wherein each of the
exogenous nucleic acid molecules encodes a PRRSV ORF.

12. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 11, wherein the ORF is one or more

selected from the group consisting of ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 and a
combination thereof,

13. The recombinant raccoon poxvirus vector of claim 2, wherein said two or more exogenous
nucleic acid molecules encode two or more PRRSV ORFs selected from the group consisting of
ORF5-ORF6, ORF5-ORF6-ORF7, ORF3-ORF5-ORFS, ORF3-ORF4-ORF7, ORF3-ORF4-
ORF5-ORF7, ORF3-ORF4-ORF6-ORF7, and ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF?7.

14. The recombinant raccoon poxvirus vector according to any one of claims 1-13, wherein the
porcine reproductive and respiratory syndrome virus is ISU12 (lowa), Olot/91 (Spanish) or both.

-32-
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15. The recombinant raccoon poxvirus vector according to any one of claims 1-14, wherein two MUOJ?

or more nucleic molecules are inserted into the hemagglutinin locus of the raccoon poxvirus
genome.

16. The recombinant raccoon poxvirus vector according to claim 15, further comprising a nucleic
acid molecule encoding an open reading frame of porcine circovirus type 2 (PCV2).

17. The recombmant raccoon poxvirus vector according to claim 16, wherein the PCV2 open
reading frame is ORF2

18. The recombinant raccoon poxvirus vector according to claim 17, wherein the PCV2 ORF2 is
separately inserted into the thymidine kinase locus of the raccoon poxvirus genome.,

19. The recombinant raccoon poxvirus vector according to any one of claims 15-18, further

comprising a nucleotide sequence encoding a glycoprotein of feline leukemia virus P27
phenotype.

20. The recombinant raccoon poxvirus vector according to any one of claims 1-19, wherein the
raccoon poxvirus is live and replicable.

21. A recombinant porcine vaccine comprising an immunologically effective amount of the

recombinant raccoon poxvirus vector of any one of claims 1-20 and, optionally, a suitable
carrier, diluent or adjuvant.

22. A recombinant porcine vaccine comprising an immunologically effective amount of two or
more of the recombinant raccoon poxvirus vectors of any one of claims 1
suitable carrier or diluent.

-20 and, optionally, a

23. The recombinant porcine vaccine according to either one of claims 21 or 22, wherein the
raccoon poxvirus is live and replicable.

24. The recombinant porcine vaccine according to claim 21 or 22, further comprising at least
one additional porcine antigen.
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25. The recombinant porcine vaccine according to claim 24, wherein the additional porqinen 000 38 :

antigen is selected from the group consisting of Mycoplasma hyopneumoniae antigen,
Haemophilus parasuis antigen, Pasteurella multocida antigen, Streptococcum suis antigen,
Actinobacillus  pleuropneumoniae antigen, Bordetelia bronchiseptica antigen, Salmonelia
choleraesuis antigen, Erysipelothrix rhusiopathiae antigen, leptospira bacteria antigen, swine
influenza virus antigen, porcine parvovirus antigen, Escherichia coli antigen, porcine respiratory

coronavirus antigen, rotavirus antigen, an antigen from a pathogen causative of Aujesky's
Disease, Swine Transmissible Gastroenteritis antigen and a combination thereof.

26. A method for inducing an immune response against porcine reproductive and respiratory
syndrome virus, comprising administering to a porcine animal an immunologically effective
amount of a recombinant porcine vaccine of any one of claims 21-25,

27. The method according to claim 24, wherein the recombinant porcine vaccine comprises a
live and replicable recombinant raccoon poxvirus vector. ’

28. A method for preventing porcine reproductive and respiratory syndrome and Postweaning
Multisystemic Wasting Syndrome, comprising administerin_g to a porcine animal in need of
protection a recombinant porcine vaccine comprising an immunologically effective amount of the

recombinant raccoon poxvirus vector of any one of claims 16-19 and, optionally, a suitable
carrier, diluent or adjuvant.

29. The method according to claim 28, wherein the recombinant raccoon poxvirus vector is live
and replicable.

30. The method of claim 26, wherein the immunologically effective amount of the vaccine
ranges from about 4.5 Log1oTCIDsy/ml to about 7.5 LogoTCIDse/m.

31. The method of claim 26, wherein the vaccine is administered as a single dose or as
repeated doses.

32. The recombinant porcine vaccine of any of claims 21-25, wherein the vaccine is adjuvant-
free.
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Figure 1

Plasmid pFD2000A-FDAH-Seq

1 TTATTGGACA CTAGATAATC ATCACATGTT
61 AATTATTAAA CGCAAATATC CATGGGAAAA
121 TTTGGAGAGT TTTATAGGAA GTATATAGAG
181 ATTTTTATAC TAATATGAAA CAACTATCGA
241 CAACCAAACC TCATCCTACA CAGATATCAA
301 GTAATAGAAA CAATACACAT GGATATCTTG
361 CCATTATTCT CTTAGCAGCC AAAAACGATG
421 AAGTATCATA CGATTCACCG TATGATACTC
481 CATCTGGAGA TGCAGGTACT TATATATGCG
541 ATAAAATAGA TTATGAAGAA TTCGTCGACG
601 TAGCATAGAA AAAAACAAAA TGAAATTCTA
661 TGAAAGTGGT GATTGTGACT AGCGTAGCAT
721 ATACCAATAC TCAAGACTAC GAAACTGATA
781 ATGTCGATAG CCATATGCCC GGTAGTTGCG
841 CCACCCGCTT TTTATAGTAA GTTTTTCACC
901 CGTAAAAGTA GAAAATATAT TCTAATTTAT
961 CAGTGACATG GATCCCGTCG TTTTACAACG
1021 ACTTAATCGC CTTGCAGCAC ATCCCCCTTY
1081 CACCGATCGC CCTTCCCAAC AGTTGCGCAG
1141 TCCGGCACCA GAAGCGGTGC CGGAAAGCTG
1201 TGTCGTCGTC CCCTCAAACT GGCAGATGCA
1261 AACCTATCCC ATTACGGTCA ATCCGCCGTT
1321 CTCGCTCACA TTTAATGTTG ATGAAAGCTG
1381 TGATGGCGTT AACTCGGCGT TTCATCTGTG
1441 GGACAGTCGT TTGCCGTCTG AATTTGACCT
1501 CCTCGCGGTG ATGGTGCTGC GTTGGAGTGA
1561 GCGGATGAGC GGCATTTTCC GTGACGTCTC
1621 CGATTTCCAT GTTGCCACTC GCTTTAATGA
1681 AGTTCAGATG TGCGGCGAGT TGCGTGACTA

ACCACAAAAT TATATAATGT ATAAATGCGA
CGCGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
TJAGAACCAGA ATTTTGTAAA AATAAATCAC
TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
AAMACTAGG CGATGATGCT ACTCTATCGT
TCATGAGTTC TTGGTATAAG AAACCAGACT
TCGTATACTT TGATGATTAT ACAGCGGATA
TAGCTACAAT TATTACAATT AAATCATTGA
CATTCTTYAT AACATCAACA AATGATACGG
CGGCCGCCTG CAGAAGCTTG GTACCATTTA
CTATATITTIT ACATACATAT ATTCTAAATA
CGCTTCTAGA CATCTATATA CTATATAGTA
CAATCTCTTA TCATGTGGGT AATGTTCTCG
ATATACATAA ACTGATCACT AATTCCAAAC
CATAAATAAT AAATACAATA ATTAATTTCT
TGCACGGTAA GGAAGTAGAA TCATAAAGAA
TCGTGACTGG GAAAACCCTG GCGTTACCCA
CGCCAGCTGG CGTAATAGCG AAGAGGCCCG
CCTGAATGGC GAATGGCGCT TTGCCTGGTT
GCTGGAGTGC GATCTTCCTG AGGCCGATAC
CGGTTACGAT GCGCCCATCT ACAGCAACGT
TGTTCCCACG GAGAATCCGA CGGGTTGITA
GCTACAGGAA GGCCAGACGC GAATTATTTT
GTGCAACGGG CGCTGGGTCG GTTACGGCCA
GAGCGCATTT TTACGCGCCG GAGAAAACCG
CGGCAGTTAT CTGGAAGATC AGGATATGTG
GTTGCTGCAT AAACCGACTA CACAAATCAG
TGATTTCAGC CGCGCTGTAC TGGAGGCTGA
CCTACGGGTA ACAGTTTCTT TATGGCAGGG

1741 TGAAACGCAG GTCGCCAGCG GCACCGCGCC TTTCGGCGGT GAAATTATCG ATGAGCGTGG
1801 TGGYTATGCC GATCGCGYCA CACTACGTCT CAAGGTCGAA AACCCGAAAC TGTGGAGCGC
1861 CGAAATCCCG AATCTCTATC GTGCGGFGGT TGAACTGCAC ACCGCCGACG GCACGCTGAT

GCTGCT

1921 TGAAGCAGAA GCCTGCGATG TCGGTTTCCG
1981 GCTGAACGGC AAGCCGTTGC TGATTCGAGG
2041 TGGTCAGGTC ATGGATGAGC AGACGATGGT
2101 CTTTAACGCC GTGCGCTGTT CGCATTATCC

‘2161 CCGCTACGGC CTGTATGTGG TGGATGAAGC

2221 CAATCGTCTG ACCGATGATC CGCGCTGGCT
2281 GGTGCAGCGC GATCGTAATC ACCCGAGTGT
2341 CCACGGCGCT AATCACGACG CGCTGTATCG
2401 GGTGCAGTAT GAAGGCGGCG GAGCCGACAC
2461 CGCGCGCGTG GATGAAGACC AGCCCTTCCC
2521 GCTTTCGCTA CCTGGAGAGA CGCGCCCGLT
2581 TAACAGTCTT GGCGGTTTCG CTAAATACTG

CGAGGTGCGG ATTGAAAATG GTCT

CGTTAACCAT CACGAGCATC ATCCTCTGCA
GCAGGATATC CTGCTGATGA AGCAGAACAA
GAACCATCCG CTGTGGTACA CGCTGTGCGA
CAATATTGAA ACCCACGGCA TGGTGCCAAT
ACCGGCGATG AGCGAACGCG TAACGCGAAT
GATCATCTGG TCGCTGGGGA ATGAATCAGG
CTGGATCAAA TCTGTCGATC CTTCCCGCCC
CACGGCCACC GATATTATTT GCCCGATGTA
GGCTGTGCCG AAATGGTCCA TCAAAAAATG
GATCCTTTGC GAATACGCCC ACGCGATGGG
GCAGGCGTTT CGTCAGTATC CCCGTTTACA
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Plasmid pFD2000A-FDAH-Seq

2641 GGGCGGCTTC GTCTGGGACT GGGTGGATCA GTCGCTGATT AAATATGATG AAAACGGCAA
2701 CCCGTGETCG GCTTACGGCG GTGATTTTGG CGATACGCCG AACGATCGCC AGTTCTGTAT

GGLGTCTGGL
3121 GGAAAACCTC AGTGTGACGEC TCCCCGCCGE STCCCACGLC ATCCCGCATC TGACCACCAG
3181 CGAAATGGAT TTTTGCATCG AGCTGGGTAA TAAGCGTTGG CAATTTAACC GCCAGTCAGG
3241 CTTTCTTTCA CAGATGTGGA TTGGCGATAA AAMACAACTG CTGACGCCGC TGCGCGATCA
3301 GTTCACCCGT GCACCGCTGG ATAACGACAT TGGCGTAAGT GAAGCGACCC GCATTGACCC
3361 TAACGCCTGG GTCGAACGCT GGAAGGCGGC GGGCLATTAC CAGGCCGAAG CAGCGTTGTT

3721 AGACATGTAT ACCCCGTACG TCTTCCCGAG CGAAAACGGT CTGCGCTGCG GGACGCGCGA
3781 ATTGAATTAT GGCCCACACC AGT GGCGLGG CGACTTCCAG TTCAACATCA GCCGCTACAG

3841 TCAACAGCAA

GGAC
4261 CATCTGGTTC CGGCAAGACA GCTATAGTCA GGAGACTCTT ACAAGATTAT GGAAATATAT
4321 TTGGATTTGT GGTATCCCAT ACCACTAGAT TTCCTCGTCC TATGGAACGA

4381 TCTACCATTA CGTTAACAGA GAGGCCATTT GGAAGGGAAT AGCCGCTGGA AACTTGCTAG
4441 AACATACAGA GTTTTTGGGA AATATTTATG GGACTTCTAA AACATCCATG AACACAGCTG
4501 CTATTAATAA TCGTATATGT GTTATGGATT TAAACATTGA CGGAGTTAGG AGTCTTAAAA
4561 ACACATACTT GATGCCTTAC TJCTGTTTATA TAAGACCTAC ATCTCTTAAA ATGGTAGAAA
4621 CTGCATGCCC TGATGCGGTA TITTCTCCTT A TCTGT GCGGTATTTC ACACOGCATA
4681 TGGTGCACTC TCAGTACAAT CTGCTCTGAT TAGT TAAGCCAGCC €C CCCG.
4741 CCAACACCCG CTGACGCGCC CTGACGGGCT TGTCTGETCC CGGCATCCGC TTACAGACAA
4801 GCTGTGACCG TCTCCGGGAG CTGCATGTGT CAGAGGTTTT CACCGTCATC ACCGAAACGC
4861 GCGAGACGAA AGGGCCTCGT GATACGCCTA TTTTYTATAGG TTAATGTCAT GATAATAATG
4921 GTTTCYTAGA CGTCAGGTGG CACTTTTICGG GGAAATGTGC GCGGAACCCC TATTTGTTITA

5101 TTITTTGCGG CATTTITGCCT TJCCTGTTTTT GCTCACCCAG AAACGCTGGT GAAAGTAAAA
3161 GATGCTGAAG ATCAGTTGGG TGCACGAGTG GGYTACATCG AACTGGATCT CAACAGCEGT
5221 AAGATCCTYG AGAGTTYTCG CCCCGAAGAA CGTTTTCCAA TGATGAGCAC TTTTAAAGTT
5281 CTGCTATGYG GCGCGGTATT ATCCCGTATY GACGCCGGGC AAGAGCAALT CGGTCGCCGC
5341 ATACACTATT CTCAGAATGA CTTGGTTGAG TACTCACCAG TCACAGAAAA GCATCTTACG
5401 GATGGCATGA CAGTAAGAGA ATTATGCAGT GCTGCCATAA CCATGAGTGA TAACACTGCG
5461 GCCAACTTAC TTCTGACAAC GATCGGAGGA CCGAAGGAGC TAACCGCTTT TYTGCACAAC
5521 ATGGGGGATC ATGTAACTCG CCTTGATCGT TGGGAACCGG AGCTGAATGA AGCCATACCA
5581 AACGACGAGC GTGACACCAC GATGCCTGTA GCAATGGCAA CAACGTTGCG CAAACTATTA
5641 ACTGGCGAAC TACTTACTCT AGCTTCCCGG CAACAATTAA TAGACTGGAT GGAGGCGGAT
5701 AAAGTTGCAG GACCACTTCT GCGCTCGGCC CTTCCGGLTG GCTGGTTTAT TGCTGATAAA
5761 TCTGGAGCCG GTGAGCGTGG GTCTCGCGGT ATCATTGCAG CACTGGGGCC AGATGGTAAG
5821 CCCTCCCGTA TCGTAGTTAT CTACACGACG GGGAGTCAGG CAACTATGGA TGAACGAAAT
5881 AGACAGATCG CTGAGATAGG TGCCTCACTG ATTAAGCATT GGTAACTGTC AGACCAAGTT
5941 TACTCATATA TACTTTAGAT TGATTTAAMA CTTCATTTTY AATTTAAAAG GATCTAGGTG
6001 AAGATCCTTT TTGATAATCT CATGACCAAA ATCCCTTAAC GYGAGTTTTC GTTCCACTGA
6061 GCGTCAGACC CCGTAGAAAA GATCAAAGGA TCTTCTTGAG ATCCTITTTT TCTGCGCGTA
6121 ATCTGCTGCT TGCAAACAAA AMACCACCG CTACCAGCGG TGGTTTGTTT GCCGGATCAA
6181 GAGCTACCAA CT CTTTTTCC GAAGGTAACT GGCTTCAGCA GAGCGCAGAT ACCAAATACT
6241 GTTCTTCTAG TGTAGCCGTA GTTAGGCCAC CACTYCAAGA ACTCTGTAGC ACCGCCTACA
6301 TACCTCGCTC TGCTAATCCT GTTACCAGTG GCTGCTGCCA GTGGCGATAA GTCGTGTCTT
6361 ACCGGGTTGG ACTCAAGACG ATAGTTACCG GATAAGGCGC AGCGGTCGGG CTGAACGGGG
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6421 GGTTCGTGCA
6481 CGTGAGCTAT
6541 AGCGGCAGGG
6601 CTTTATAGTC

Figure 1 (continued)

Plasmid pFD2000A-FDAH-Seq

6841 GAGTCAGTGA GCGAGGAAGC GGAAGAGAGC TC

3/19
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CACAGCCCAG CTTGGAGCGA ACGACCTACA CCGAACTGAG ATACCTACAG
GAGAAAGCGC CACGCTTCCC GAA

AGGCGGACAG GTATCCGGTA
TCGGAACAGG A GGGAAA

GAGCGCACG AGGGAGCTTC CAGG
CTGTCGGGTT TCGCCACCTC TGACTTGAGC GTCGATTTTT GTGATGCTCG
GGAGCCTATG GAAAAACGCC AGCAACGCGG
CA CATGTTCTTT CCTGCGTTAT CCCCT
6781 CGTATTACCG CCTTTGAGTG AGCTGATACC GCTCGCCGCA GCCGAACGAC
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1 GAGCTCATAA
61 AATGGATCAC
121 ATATTTAGCT
181 TCTTGATTTT
241 TTGTTATGAA
301 GTTTAAAAAA
361 AGGGTATTTA
421 ACCAAACATA
481 AATGGATATA
341 ATTCGTCGAC
601 AAAATTTCAA
661 AGCATCGCTT
721 TGATACAATC
781 TTGCGATATA
841 TCACCCATAA
901 TITATTGCAC
961 GTAGAAACCC

1261 ATGGAGCATC
1321 GGGAAAAGYG
1381 CCGGGAATGG
1441 TTTAACTATG
1501 GACGATATCA
1561 CAGGTGGTGG
1621 GCAACTGGAC
1681 GGTGAAGGTT
1741 TACCCGCTTC
1801 CACAAACCGT
1861 GGATTCGATA
1921 TCCYACCGTA
1981 GGCATCGTGG
2041 TTCGAAGCGG
2101 CAGCAAGCGC
2161 GTGGTGATGT
2221 TTCGCGCCAC
2281 AATGTAATGY
2341 CTGAACCGTT
2401 CTGGAAAAAG
2461 TACGGCGTGG

Figure 2

Plasmid pFD2001 TK-F DAH-seq

PCT/US2008/006735

ATAGTAAACC GATAGTGTAT AAAGATTGTG CAATGCTTTT GCGATCAATA
AACCAGTATC TGTTGACGAT GTTCTTCGCA GATGATGATT CATTYITTTAA
AGTCAAGACG ATGAATCTTC ATTATCCGAT ATATTGCAAA TTACCCAATA
TTATTGTTGT TATTGATACA GTCAAAAAAT AAACTAGAGG CTGTAGGTCA
TCTCTTTCGG AGGAATATAG ACAATTGGCG AAATTTACAG ACACTCAAGA
CTATTTAATA AGGTTCCTAT TGCTACAGAC GGACGCGTTA AACTTAATAA
TTTGACTTTG TTGTCAGTAT GATGAGATTT AAAAAAGAGT CATCTATAAT
GATCCGGTTC GATACATAGA TCCTCGTCGA GATATAGYAT TTTCTAACGT
TTAAAGTCTA ATAAAGTGAA CAATAATTAA ATTTTTATTG TCACCTAGGA -
GCGGCCGCCT GCAGAAGCTT GGTACCATTT ATATTCCAAA AAAAAAAAAT
TTTTTACATA CATATATTCT AAATATGAAA GTGGTGATTG TGACTAGCGT .
CTAGACATCT ATATACTATA TAGTAATACC AATACTCAAG ACTACGAAAC
TCTTATCATG TGGGTAATGT TCTCGATGTC GATAGCCATA TGCCCGGTAG
CATAAACTGA TCACTAATTC CAAACCCACC CGCTTTTTAT AGTAAGTTTT
ATAATAAATA CAATAATTAA TYTCTCGTAA AAGTAGAAAA TATATTCTAA
GGTAAGGAAG TAGAATCATA AAGAACAGTG ACATGGATCC GGTCCGTCCT
CAACCCGTGA AATCAAAAAA CTCGACGGCC TGTGGGCATT CAGTCTGGAT
GTGGAATTGA TCAGCGTTGG TGGGAAAGCG CGYTACAAGA AAGCCGGGCA
CAGGCAGTTT TAACGATCAG TTCGCCGATG CAGATATTCG TAATTATGCG
GGTATCAGCG CGAAGTCTTT ATACCGAAAG GTTGGGCAGG CCAGCGTATC
TCGATGCGGT CACTCATTAC GGCAAAGTGT GGGTCAATAA TCAGGAAGTG
AGGGCGGCTA TACGCCATTT GAAGCCGATG TCACGCCGTA TGTTATTGCC
TACGTATCAC CGTTTGTGTG AACAACGAAC TGAACTGGCA GACTATCCCG
TGATTACCGA CGAAAACGGC AAGAAAAAGC AGTCTTACTT CCATGATTTC
CCGGAATCCA TCGCAGCGTA ATGCTCTACA CCACGCCGAA CACCTGGGTG
CCGTGGTGAC GCATGTCGCG CAAGACTGTA ACCACGCGTC TGTTGACTGG
ACAGGTGGTT

CCAATGGTGA TGTCAGCGTT GAACTGCGTG ATGCGGATCA

AAGGCACTAG CGGGACTTTG CAAGTGGTGA ATCCGCACCT CTGGCAACCG

ATCTCTATGA ACTGTGCGTC ACAGCCAAAA GC

GCGTCGGCAT CCGGTCAGTG GCAGTGAAGG GCCAACAGTT CCTGATTAAC

TCTACTTTAC T

ACGTGCTGAT GGTGCACGAC CACGCATTAA TGGACT GGAT TGGGGCCAAC
CCTCGCATTA CCCTTACGCT GAAGAGATGC TCGACTGGGC AGATGAACAT
TGATTGATGA AACTGCTGCT GTCGGCTTTT CGCTCTCTTT AGGCATTGGT

GCAACAAGCC GAAAGAACTG TACAGCGAAG AGGCAGT! CAA
ACTTACAGGC GATTAAAGAG CTGATAGCGC GT: GACAAAAA
GGAGTATTGC CAACGAACCG GATACCCGTC C

TGGCGGAAGC AACGCGTAAA CTCGACCCGA CGCGTCCGAT
TCTGCGACGC TCACACCGAT ACCATCAGCG ATCTCTTTGA
ATTACGGATG GTATGTCCAA AGCGGCCATT TGGAAACGGC
AACTTCTGGC CTGGCAGGAG AAACTGCATC AGCCGATTAT
ATACGTTAGC CGGGCTGCAC TCAATGTACA CCGACATGTG
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Figure 2 (continued)

Plasmid pFD2001 TK-FDAH-seq

2521 TATCAGTGTG CATGGCTGGA TATGTATCAC CGCGTCTTTG ATCGCGTCAG CGCCGTCGTC
2381 GGTGAACAGG TATGGAATTT CGCCGATTTT GCGACCTCGC AAGGCATATT GCGCGTTGGE
2641 GGTAACAAGA AAGGGATCTT CACTCGCGAC CGCAAACCGA AGTCGGCGGC TTYTCTGETG
2701 CAAAAACGCT GGACTGGCAT GAACTTCGGT GAAAAMACCGC AGCAGGGAGG CAAACAATGA

AAA
2941 AATAAACATT GATTAAATTT TAATATAATA CTTAAAAATG GATGTTGTGT CACTGGATAA
3001 ACCGYTTATG TATYTTGAGG AAATAGATAA TGAACTAGAA TACGAACCAG AAAGTGCAAA
3061 TGAGGTTGCT AAAAAACTTC CATATCAGGG ACAATTAAAA CTATTACTAG GAGAATTGTT
3121 TITTCTTAGT AAGCTACAGA GACACGGTAT ATTGGACGGT GCCACT GTAG TGTATATAGG
3181 ArcaGeTCCT GGTACACACA TACGTTATCT ACGTGATCAT TTCTATAATT TAGGGGTAAT
3241 CATCAAATGG ATGCTAATTG ACGGGCATGC CCTGATGCGG TATTTTCTCC TTACGCATCT
3301 GYGCGGTATT TCACACCGCA TATGGYGCAC TCTCAGTACA ATCTGCTCTG ATGCCGCATA
3361 GITAAGCCAG CCCCGACACC CGCCAACACC CGCTGACGCG CCCTGACGGG

3421 CCCGGCATCC GCTTACAGAC AAGCTGTGAC CGTCTCCGGG AGCTGCATGT GTCAGAGGTT
3481 TTCACCGTCA TCACCGAAAC GCGCGAGACG AAAGGGCCTC GTGATACGCC TATTTTTATA
3541 GGTTAATGTC ATGATAATAA TGGTTICTTA GACGTCAGGT GGCACTTTTC GGGGAAATGT
3601 GCGCGGAACC CCTATTTGTT TJATTTTTCTA AATACATTCA AATATGTATC CGCTCATGAG
3661 ACAATAACCC TGATAAATGC TTCAATAATA TTGAAAAAGG AAGAGTATGA GTATTCAACA
3721 TTTCCGTGTC ggCCTTATTC CCTITITTGE GGCATTITGC CTTCCTGYTT TTGCTCACCC

3841 CGAACTGGAT CTCAACAGCG GTAAGATCCT TGAGAGTTTT CGCCCCGAAG AACGTTTTCC
3901 AATGATGAGC ACTTTTAAAG TTCTGCTATG JGGCGCGGTA TYATCCCGTA TTGACGCCGG
3961 GCAAGAGCAA CTCGGTCGCC GCATACACTA TTCTCAGAAT GACTTGGTTG. AGTACTCACC
4021 AGTCACAGAA AAGCATCTTA CGGATGGCAT GACAGTAAGA GAATTATGCA' GTGCTGCCAT
2381 AACCATGAGT GATAACACTG CGGCCAACTT ACTTCTGACA A‘C;gATCGGAG GACCGAAGGA

1 GCTAACCGCT TGGGGGA TCA TC GGGAACC
4201 GGAGCTGAAT GAAGCCATAC CAAACGACGA GCGTGACACC ACGATGCCTG TAGCAATGGC
4261 AACAACGTTG CGCAAACTAT CTGGCGA ACT/ ACT CTAGCTTCCC. GGCAACAATT
4321 AATAGACTGG ATGGAGGCGG ATAAA GCTCGG CCCTTCCGGC
4381 1GG ATTGCTGATA AATCTGGAGC GGGTCT GTATCATTGC

4681 ACGTGAGTYT TCGTTCCACT GAGCGTCAGA CCCCGTAGAA AAGATCAMG GATCTTCTTG
4741 AGATCCITIT TTTCTGCGCG TAATCTGCTG CTTGCAAACA AAAAAACCAC CGCTACCAGC
4801 GGTGGTTTGT TTGCCGGATC AAGAGCTACC AA CCGAAGGTAA CTGGCTTCAG
4861 CAGAGCGCAG ATACCAAATA CTGTTCTTICT AGTGTAGCCG TAGTTAGGCC ACCACTTCAA
4921 GAACTCTGTA GCACCGCCTA CATACCTCGC TCTGCTAATC CTGTTACCAG CTGC
4981 CAGTGGCGAT AAGTCGTGTC TTACCGGGTT GGACTCAAGA CGATAGTTAC CGGATAAGGC
5041 GCAGCGGYCG GGCTGAACGG GGGGTTCGTG CACACAGCCC AGCTTGGAGC GAACGACCTA
5101 CACCGAACTG AGATACCTAC AGCGTGAGCT ATGAGAAAGC GCCACGLTTC CCGAAGGGAG
5161 AAAGGCGGAC AGGTATCCGG TAAGCGGCAG GGTCGGAACA GGAGAGCGCA CGAGGGAGCT
5221 TCCAGGGGGA AACGCCTGGT ATCTTTATAG TCCTGTCGGG TTTCGCCACC TCTGACTTGA
3281 GCGTCGATTT TTGTGATGCT CGTCAGGGGG GCGGAGCCTA TGGAAAAACG CCAGCAACGC
5341 GGCCTTTTITA CGGTTCCTGG CCTTITGCTG GCCTTITGCT CACATGTTCT TTCCIGCGTT
3401 ATCCCCTGAT TCTGTGGATA ACCGTATTAC CGCCTTTGAG TGAGCTGATA CCGCTCGCCG
GGAAGA

"5461 CAGLCGAACG ACCGAGCGCA GCGAGTCAGT GAGCGAGGAA GC
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1 TYATTGGACA
61 AATTATTAAA
121 TTTGGAGAGT
181 AYTYTTATAC
241 CAACCAAACC
301 GTAATAGAAA
361 CCATTATTCT
421 AAGTATCATA
481 CATCTGGAGA
341 ATAAAATAGA
601 TATYTATATT
661 ATATAGTAAT
721 TGTTCTCGAT
781 TTCCAAACCC
841 TAATTTCTCG
901 ATAAAGAACA
961 GTTACCCAAC

1081 GCCTGGTYTC
1141 GCCGATACTG
1201 ACCAACGTAA
1261 GGTTGTTACT
1321 ATTATTITYTG
1381 TACGGCCAGG
1441 GAAAACCGCC
1501 GATATGTGGC
1561 CAAATCAGCG
1621 GAGGCTGAAG
1681 TGGCAGGGTG
1741 GAGCGTGGTG
1801 TGGAGCGCCG
1861 ACGCTGATTG
1921 CTGCTGCTGC
1981 CCTCTGCATG
2041 CAGAACAACT
2101 CTGTGCGACC
2161 GTGCCAATCA

PCT/US2008/006735

Figure 3

Plasmid PFD2003SEL-FDAH-Seq

CTAGATAATC ATCACATGTT ACCACAAAAT TATATAATGT ATAAATGCGA
CGCAAATATC CATGGGAAAA CGCGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
TTTATAGGAA GTATATAGAG TAGAACCAGA ATTTTGT. AAA AATAAATCAC
TAATATGAAA CAACTATCGA TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
TCATCCTACA CAGATATCAA AAAAACTAGG CGATGATGCT ACTCTATCGT
CAATACACAT GGATATCTYG TCATGAGTTC TTGGT. ATAAG AAACCAGACT

TGCAGGTACT TATATATGCG CATTCTTTAT AACATCAACA AATGATACGG
TTATGAAGAA TTCGTCGACG CGGCCGCCTG CA GTACCATGGG
CCAAAAAAAA AAAATAAAAT TTCAATTTTT GCTCTAGACA TCTATATACT
ACCAATACTC AAGACTACGA AACTGATACA ATCTCTTATC ATGTGGGTAA
GTCGATAGCC ATATGCCCGG TAGTTGCGAT ATACATAAAC TGATCACTAA
ACCCGCTTTT TATAGTAAGT TTTTCACCCA TAAATAATAA ATACAATAAT
TAAAAGTAGA AAATATATTC TAATTTATTG CACGGTAAGG AAGTAGAATC
GTGACATGGA TCCCGTCGTT TTACAACGTC GTGACTGGGA AAACCCTGGC
TTAATCGCCT TGCAGCACAT CCCCCTTTCG CCAGLTGGCG TAATAGCGAA
CCGATCGCCC TTCCCAACAG TTGCGCAGCC TGAATGGCGA ATGGCGCTTT
CGGCACCAGA AGCGGTGCCG GAAAGCTGGC TGGAGTGCGA TCTTCCTGAG
TCGTCGTCCC CTCAAACTGG CAGATGCACG GTTACGATGC GCCCATCTAC
CCTATCCCAT TACGGTCAAT CCGCCGTTTG TTCCCACGGA GAATCCGACG
CGCTCACATT TAATGTTGAT GAAAGCTGGC TACAGGAAGG C GCGA
ATGGCGTTAA CTCGGCGTTT CATCTGTGGT GCAACGGG

ACAGTCGTTT GCCGTCTGAA TTTGACCTGA GCGCATTTTT ACGCGCCGGA
TCGCGGTGAT GGTGCTGCGY TGGAGTGACG GCAGTTATCT GGAAGATCAG
GGATGAGCGG CATTTTCCGT GACGTCTCGT TGCTGCATAA ACCGACTACA
ATTTCCATGT TGCCACTCGC TTTAATGATG ATTTCAGCCG CGCTGTACTG
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Figure 3 (continued)

Plasmid pFD2003SEL-FDAH-Seq

2941 GAACTGCCTG AACTACCGCA GCCGGAGAGC GCCGGGCAAL TCTGGCTCAC AGTACGCGTA

3001 GTGCAACCGA
3061 CGTCTGGCGG
3121 ACCACCAGCG
3181 CAGTCAGGCT
3241 CGCGATCAGT
3301 ATTGACCCTA
3361 GCGTTGTTGC
3421 GCGTGGCAGE
3481 AGTGGTCAAA
3541 CGGATTGGCC
3601 GGGCCGCAAG
3661 CCATTGTCAG
3721 ACGCGCGAAT
3781 CGCTACAGTC
3841 GGCACATGGC
3901 CCGTCAGTAT
3961 TGTCAAAAAT
4021 AAATATACAA
4081 GCCGTGGCGA
4141 ACAAATATAT
4201 GAGCGGACCA
4261 AAATATATTT GGA
4321 AGGTGTCGTC
4381 CTTGCTAGAA

4621 ACCGCATATG
4681 GACACCCGCC
4741 ACAGACAAGC
4801 CGAAACGCGC
4861 TAATAATGGT
4921 TTTGTTITATY
4981 AAATGCTTCA
5041 YTATTCCCTY
5101 AAGTAAAAGA
3161 ACAGCGGTAA
5221 TTAAAGTTCT
3281 GTCGCCGCAT
5341 ATCTTACGGA
3401 ACACTGCGGC

5521 CCATACCAAA
5581 AACTATTAAC
5641 AGGCGGATAA
5701 CTGATAAATC
3761 ATGGTAAGCC
5821 AACGAAATAG ACAGA
5881 ACCAAGTTTA

5941 TCTAGGTGAA

ACGCGACCGC ATGGTCAGAA GCCGGGCACA TCAGCGCCTG GCAGCAGTGG
AAAACCTCAG TGTGACGCTC CCCGCCGCGT CCCACGCCAT CCCGCATCTG
AAATGGATTT TTGCATCGAG CTGGGTAATA AGCGTTGGCA ATTTAACCGC

TTCTTTCACA CTGCT
TCACCCGTGC ACCGCTGGAT AACGACATTG GCGTAAGTGA AGCGACCCGC
ACGCCTGGGT CGAACGCTGG AAGGCGGCGS GCCATTACCA GGCCGAAGCA

ACATGTATAC CCCGTACGTC TTCCCGAGCG AAMACGGTCT GCGETGCGGG
TGAATTATGG CCCACACCAG TGGCGC ACTTCCAGTT
AACAGCAACT GATGGAAACC AGCCATCGCC ATCTGCTGCA CGCGGAAGAA
TGAATATCGA CGGTTTCCAT ATGGGGATTG GTGGCGACGA CTCCTGGAGC
GG

AACACCCGCT GACGCGECCT GACGGGLTTG TCTGLTCCCG GCATCCGCTT
TGTGACCGT g chCGGGAGCT GCATGTGTCA GAGGTTTTCA CCGT CATCAC
CTCGTGA TACGCCTATT TTTATAGGTT AATGTCATGA

TT;%TTMATA EATTCAMTA TGTATgCGCI’ AA'ATGA& x
CA CAA TAACCCTGAT
ATAATATTGA AAAAGGAAGA GTATGAGTAT TCAACATTTC CGTGTCGCCC
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Figure 3 (continued)

Plasmid PFD2003SEL-FDAH-Seq
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Figure 4

Plasmid pFDZ003SEL-GPV-PV-FDAH-Seq

1 TTATTGGACA CTAGATAATC ATCACATGTT ACCACAAAAT TATATAATGT ATAAATGCGA
61 AATTATTAAA CGCAAATATC CATGGGAAAA CGCGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
121 GAGT TTTATAGGAA GTATATAGAG TAGAACCAGA ATTTTGTAAA AATAAATCAC
181 ATTTTTATAC TAATATGAAA CAACTATCGA TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
241 cAACCAAACC TCATCCTACA CAGATATCAA AAMACTAGG CGATGATGCT ACTCTATCGT
301 GTAATAGAAA CAATACACAT GGATATCTTG TCATGAGTTC TTGGYTATAAG AAACCAGACT
361 CCATTATTCT CTTAGCAGCC AAAAACGATG TCGTATACTT JGATGATTAT ACAGCGGATA
421 AAGTATCATA CGATTCACCG TATGATACTC TAGCTACAAT TATTACAATT AAATCATTGA
481 CATCTGGAGA TGCAGGTACT TATATATGCG CATTCTTTAT AACATCAACA AATGATACGG
541 ATAAAATAGA TTATGAAGAA TTCGTCGACT CACAGTCCGG TCTCACCCCC GCTCTTGTAT
601 GATTCCCATG AAGATATGAT CTT CCCGCTT TGGGGAGTGA CTGACACCTC CCTCCCTGTC
661 CCTCTGAGAT TGTGTTGTGT AGGTTCCGAT CGATTGACTC TVCTCCAGCA TGTCATCAGG
721 AAAATTATCA ACATCAAGGC AGTCAGGGCC CCTGCACTCA GTAATACATA CTTCCCCCAG
GTGAACTTCA

841 ACAAAATCCT CAGCCTCGTC ACCGTTCTTG AG ACGGGTCTGC CAGGGGGTGC
901 ATAAGGGGGA TAACCGAGGA TACCAACAAC TCCATATGTT GGATGATTGC
AAATACCCCG

1261 AAcTCCTCTA CAACAAGGTG CTCAATTTCG TCTGAGCGAA AGTCGTGCAA ATTGATCAAC
%;g} T%::é?(g:g GGCACCATTT GGYTTCATTT GATGT TTGCA TCGAGACCCA TGTTCCATCC
A CTTY

1441 TaTaGGeCCTC TITCATCTAC AAAGCCGCAA GTCTCACTCC CTTTGGATGC TCTCTTCCCT
1501 CTACTATTGG TAAAAATGTC ACAAGACATC CCTAGTCTCG GATTCTCGGG CATCCAAATG
1561 GTGTAATCGT GGTTAGTGGA GCAGTAGGTA GAAGACACCG CTACTCCTGA GCACTTCCCG
1621 CCAGGGAAGA CCCTCGAGTG AAGGGATCTG TCATATGGGT CCAAATCTGC CACACTTGGA
1681 GATATGATAA CGAGAGACTC CTTGGTGGTT TTTACAGTTC GAAGCCAGTG GTAGTCAGGG
1741 TACGGATTGY GTYAGAGACTC TTCATATCTG GGGTCACCGG CCATCTTCCA GTTGTACGCG
1801 GCTCTACATG CATCT GGTGT TGGGCGGAAA TGCTTTCTTT TGAACGTGGT TGTGAGATAA
1861 CCAACGAAGT TAGTGTAGGT TTCAGCCTCC GftACAACGC

1921 ATTTTTATGG CTGAGATGTA TCCAACTTTA AGTTCCATGT AGGAGAACCC TGACAGGTTG

1981 GTGCATCCTT CGTi CCTCCAC TACCAAATTG TTTGGGCAGC TGAGGTGATG TA
2041 GGGCTCCAGG GACCAAGCTT GTCTGGTATC GTGTAAATAG GGAATTTCCC AAIAGEACé:I$
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Figure 4 (continued)

Plasmid pF D2003SEL-GPV-PV-F DAH-Seq |

2401 TCGTAAAAGT AGAAAATATA TTCTAATTTA TTGCACGGTA AGGAAGTAGA ATCATAAAGA
2461 ACAGTGACAT GGATCCCGTC GTTTTACAAC GTCGTGACTG GGAAAACCCT GGCGTTACCC
2521 AACTTAATCG CCTTGCAGCA CATCCCCCTT TCGCCAGCTG GCGTAATAGC GAAGAGGCCC
2581 GCACCGATCG CCCTTCCCAA CAGTTGCGCA GCCTGAATGG CGAATGGCGC TTTGCCTGGT
2641 TTCCGGCACC AGAAGCGGTG CCGGAAAGCT GGCTGGAGTG CGATCTTCCT. GAGGCCGATA
2701 CTGTCGTCGT CCCCTCAAAC TGGCAGATGC ACGGTTACGA TGCGCCCATC TACACCAACG
2761 TAACCTATCC CATTACGGTC AATCCGCCGT TTGTTCCCAC GGAGAATCCG ACGGRTTGTT
2821 ACTCGCTCAC ATTTAATGTT GATGAAAGCT GGCTACAGGA AGGCCAGACG CGAATTATTT
2881 TTGATGGCGT TAACTCGGCG TTTCATCTGT GGTGCAACGG GCGCTGGGTC GGTTACGGCC
2941 AGGACAGTCG TTTGCCGTCT GAATTTGACC TGAGCGCATT TTTACGCGCC c
3001 GCCTCGCGGT GATGGTGCTG CGTTGGAGTG ACGGCAGTTA TCTGGAAGAT CAGGATATGT
3061 GGCGGATGAG CGGCATTTTC CGTGACGTCT CGTTGCTGCA TAAACCGACT ACACAAATCA
3121 GCGATTTCCA TGTTGCCACT CGCTTTAATG ATGATTTCAG CCGCGCTGTA CTGGAGGCTC
3181 AAGTTCAGAT GTGCGGCGAG TTGCGTGACT ACCTACGGGT AACAGTTTCT TTATGGCAGC
3241 GTGAAACGCA GGTCGCCAGC GGCACCGCGC CTTTCGGCGG TGAAATTATC GATGAGCGTG
3301 GTGGTTATGC CGATCGCGTC ACACTACGTC TCAAGGTCGA AAACCCGAAA CTGTGEAGCS
3361 CCGAAATCCC GAATCTCTAT CGTGCGGTGG TTGAACTGCA CACCGCCGAC GGCACGCIGA
3421 TTGAAGCAGA AGCCTGCGAT GTCGGTTTCC GCGAGGTGCG GATTGAAAAT GGTCTGCTGE
3481 TGCTGAACGG CAAGCCGTTG CTGATTCGAG GCGTTAACCG TCACGAGCAT CATCCTCTCE
3541 ATGGTCAGGT CATGGATGAG CAGACGATGG TGCAGGATAT CCTGCTGATG AAGCAGAACA
3601 ACTTTAACGC CGTGCGCTGT TCGCATTATC CGAACCATCC GCTGTGGTAC ACGCTGTGCG
3061 ACCGCTACGG CCTGTATGTG GTGGATGAAG CCAATATTGA AACCCACGGC ATGGTGCCAA
3721 TCAATCGTCT GACCGATGAT CCGCGCTGGC TACCGGCGAT GAGCGAACGC GTAACGCGAA
3781 TGGTGCAGCG CGATCGTAAT CACCCGAGTG TGATCATCTG GTCGCTGGGG AATGAATCAG
3841 GCCACGGCGC TAATCACGAC GCGCTGTATC GCTGGATCAA ATCTGTCGAT CCTTOCCGCC
3901 CGGTGCAGTA TGAAGGCGGC GGAGCCGACA CCACGGCCAC CGATATTATT TGCCCGATGT
3961 ACGCGCGCGT GGATGAAGAC CAGCCCTTCC CGGCTGTGCC GAAATGGTCC ATCAAAAAAT
4021 GGCTTTCGCT ACCTGGAGAG ACGCGCCCGC TGATCCTTYIG CGAATACGCC CACGCGATGG
4081 GTAACAGTCT TGGCGGTTTC GCTAAATACT GGCAGGCGTT TCGTCAGTAT CCCCGTTTAC
4141 AGGGCGGCTT CGTCTGGGAC TGGGTGGATC AGTCGCTGAT TAAATATGAT GAAAACGGCA
4201 ACCCGTGGTC GGCTTACGGC GGTGATTYTG GCGATACGCC GAACGATCGC CAGTTCTGTA
4261 TGAACGGTCT GGTCTTTGCC GACCGCACGC CGCATCCAGC GCTGACGGAA GCAAAACACC
4321 AGCAGCAGTT TTTCCAGTTC CGTTTATCCG GGCAAACCAT CGAAGTGACC AGCGAATACC
4381 TGTTCCGTCA TAGCGATAAC GAGCTCCTGC ACTGGATGGT GGCGCTGGAT GGTAAGCCCS
4441 TGGCAAGCGG TGAAGTGCCT CTGGATGTCG CTCCAGAAGG TAAACAGTTG ATTGAACTGE
4501 CTGAACTACC GCAGCCGGAG AGCGCCGGGC AACTCTGGCT CACAGTACGC GTAGTGCAAC
4561 CGAACGCGAC CGCATGGTCA GAAGCCGGGC ACATCAGCGC CTGGCAGCAG TGGCGTCTGE
4621 CGGAAAACCT CAGTGTGACG CTCCCCGCCG CGTCCCACGC CATCCCGCAT CTGACCACCA
4681 GCGAAATGGA TTTTTGCATC GAGCTGGGTA ATAAGCGTTG GCAATTTAAC CGCCAGTCAG
- 4741 GCTTTCTTTC ACAGATGTGG ATTGGCGATA AAMMACAACT GCTGACGCCG CTGCGCGATS
4801 AGTTCACCCG TGCACCGCTG GATAACGACA TTGGCGTAAG TGAAGCGACC CGCATTGACE
4861 CTAACGCCTG GGTCGAACGC TGGAAGGCGG CGGGCCATTA CCAGGCCGAA GCAGCGTTCT
4921 TGCAGTGCAC GGCAGATACA CTTGCTGATG CGGTGCTGAT TACGACCGGT CACGCGTGOG
4981 AGCATCAGGG GAAAACCTTA TTTATCAGCC GGAAAACCTA CCGGATTGAT GGTAGTGGTC
941 AMATGGCGAT TACCGTTGAT GTTGAAGTGG CGAGCGATAC ACCGCATCCG GCGCGGATTG
3101 GCCTGAACTG CCAGCTGGCG CAGGTAGCAG AGCGGGTAAA CTGGCTCGGA TTAGGGCCGC
161 AAGAAAACTA TCCCGACCGC CTTACTGCCG CCTGTTTTGA CCGCTGGGAT CTGCCATYGT
3221 CAGACATGTA TACCCCGTAC GTCTTCCCGA GCGAAAACGG TCTGCGCTGC GGGACGLACE
3281 AATTGAATTA TGGCCCACAC CAGTGGCGCG GCGACTTCCA GTTCAACATC AGCCGCTACA
3341 GTCAACAGCA ACTGATGGAA ACCAGCCATC GCCATCTGCT GCACGCGGAA GAAGGEACTT
2401 GOCTGAATAT CGACGGTTTC CATATGGGGA TTGGTGGCGA CGACTCCTGG AGCCCOTOAG
3461 TATCGGCGGA ATTCCAGCTG AGCGCCGTTC GCTACCATTA CCAGTTGGTC TGOTCTCAAS
3321 AATAAGGATC CTCGATACCA ACAACGGTAG AAAGTGTTAC AATATCTACT ACAAAATATA
3381 CAACTAGTGA CTTTATAGAG ATATTTGGCA TTGTTTCACT AATTTTATTA TTGGCCOTCE
3641 CGATTTTCTG TATTATATAT TATTTCTGTA GTGGACGGTC TCGTAAACAA GAAACAGATS
3701 TATTATAGAT TTTAACTCAG ATAAATGTCT GGAATAATTA AATCTATCGT TTTGACCEGA
3761 CCATCTGGTT CCGGCAAGAC AGCTATAGTC AGGAGACTCT TACAAGATTA TCGAARTA A
3821 TTTGGATTTG TGGTATCCCA TACCACTAGA TTTCCTCGTC CTATGGAACS AGAAGGTGTC
5881 GTCTACCATT ACGTTAACAG AGAGGCCATT TGGAAGGGAA TAGCCGLTGG AAACTTGCTA
3941 GAACATACAG AGTTTTTGGG AAATATTTAT GGGACTTCTA AAACATCCAT GAACACAGCT
8001 CCTATTAATA ATCGTATATG TGTTATGGAT TTAAACATTG ACGGAGTTAG CAGICTTAA
BO6L AACACATACT TGATGCCTTA CTCTGTTTAT ATAAGACCTA CATCTCITAA AATGGTAGAA
6121 ACTGCATGCC CTGATGCGGT ATTTTCTCCT TACGCATCTG TGCGGTATTY CACACCGCAT
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Figure 4 (continued)
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Plasmid PFD2003SEL-GPV-PV-F DAH-Seq

6181 ATGGTGCACT
6241 GCCAACACCC
6301 AGCTGTGACC
6361 CGCGAGACGA
6421 GGTTTCITAG

6961 GGCCAACTTA
7021 CATGGGGGAT
7081 AAACGACGAG

7261 ATCTGGAGCC
7321 GCCCTCCCGT
7381 TAGACAGATC
7441 TTACTCATAT
7501 GAAGATCCTT
7561 AGCGTCAGAC
7621 AATCTGCTGC
7681 AGAGCTACCA
7741 TGTTCTTCTA
7801 ATACCTCGCT
7861 TACCGGGTTG
7921 GGGTTCGTGC
7981 GCGTGAGCTA
8041 AAGCGGCAGG
8101. TCTTTATAGT

8281 CCGTATTACC
8341 CGAGTCAGTG

CTCAGTACAA TCTGCTCTGA TGCCGCATAG TTAAGCCAGC
GCTGACGCGC CCTGACGGGC TTGTCTGCTC
GTCTCCGGGA GCTGCATGTG TCAGAGGTTT
AAGGGCCTCG TGATACGCCT ATTTTTATAG

ACGTCAGGTG
ATACATTCAA
TGAAAAAGGA
GCATTTTGCC

GCACTTYTTCG
ATATGTATCC
AGAGTATGAG
TTCCTGTITT
GTGCACGAGY
GCCCCGAAGA

TGCTCACCCA
GGGTTACATC
ACGTTTTCCA

TATCCCGTAT TGACGCCGGG

ACTTGGTTGA
AATTATGCAG
CGATCGGAGG
GCCTTGATCG
CGATGCCTGT
TAGCTTCCCG
TGCGCTCGGC
GGTCTCGCGG
TCTACACGAC
GTGCCYCACT
TTGATTTAAA
TCATGACCAA
AGATCAAAGG
AAAAACCACC
CGAAGGTAAC
AGTTAGGCCA

GTACTCACCA
TGCTGCCATA
ACCGAAGGAG
TTGGGAACCG
AGCAATGGCA
GCAACAATTA
CCTTCCGGCT
TATCATTGCA
GGGGAGTCAG
GATTAAGCAT
ACTTCATTTT
AATCCCTTAA
ATCTTCTTGA
GCTACCAGCG
TGGCTTCAGC
CCACTTCAAG

TGTTACCAGT GGCTGCTGCC

GATAGTTACC
GCTTGGAGCG
CCACGCTTCC
GAGAGCGCAC
TTCGCCACCT
GGAAAAACGC
ACATGTTCTT

GGATAAGGCG
AACGACCTAC
CGAAGGGAGA
GAGGGAGCTTY
CTGACTTGAG
CAGCAACGCG
TECTGCGTTA

GCCTTTGAGT GAGCTGATAC CGCTCGCCGC

AGCGAGGAAG

CGGAAGAGAG

cTe
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CCGGCATCCG
TCACCGTCAT
GTTAATGTCA
CGCGGAACCC
CAATAACCCT
TTCCGTGTCG
GAAACGCTGG
GAACTGGATC
ATGATGAGCA
CAAGAGCAAC
GTCACAGAAA
ACCATGAGTG
CTAACCGCTT
GAGCTGAATG
ACAACGTTGC
ATAGACTGGA
GGCTGGTTTA
GCACTGGGGC
GCAACTATGG
TGGTAACTGT
TAATTTAAAA
CGTGAGTTTT
GATCCTITTT
GIGGTTTGTT
AGAGCGCAGA
AACTCTGTAG
AGTGGCGATA
CAGCGGTCGG
ACCGAACTGA
AAGGCGGACA
CCAGGGGGAA
CGTCGATTTT
GCCTTTTTAC
TCCCCTGATT
AGCCGAACGA

CCCGACACCC
CTTACAGACA
CACCGAAACG

TGATAATAAT

CTATTTGITY
GATAAATGCT
CCCTTATTCC

TGGAGGCGGA
TTGCTGATAA
CAGATGGTAA
ATGAACGAAA
CAGACCAAGT
GGATCTAGGT
CGTTCCACTG
TTCTGCGCGT
TGCCGGATCA
TACCAAATAC
CACCGCCTAC
AGTCGTGTCT
GCTGAACGGG
GATACCTACA
GGTATCCGGT
ACGCCTGGTA
TGTGATGCTC
GGTTCCTGGC
CTGTGGATAA

CCGAGCGCAG

000348
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PCV2a orf2-FDAH-Seq
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1 ATGACGTATC
61 CAGATCCTCC
121 AAAAATGGCA
181 ACAGTCAGAA
241 CCCCCAGGAG
301 GTTAAGGTTG
361 AGTGCTGTTA
421 TATGTAAACT
481 TTTACCCCCA
541 AACCAGCTGT
601 GCGTTCGAAA
661 TTCAGAGAAT

PCT/US2008/006735

Figure 6

PCV2b—orf2-FDAH—Seq

CAAGGAGGCG
GCCGCCGCCC
TCTTCAACAC
CGCCCTCCTG
GGGGCTCAAA
AATTCTGGCC
TTCTAGATGA
ACTCCTCCCG
AACCTGTCCY

TTACCGAAGA AGAAGACACC GCCCCCGCAG CCATCTTGGC
CTGGCTCGTC CACCCCCGEC ACCGTTACCG CTGGAGAAGG
CCGCCTCTCC CGCACCTTCG GATATACTGT CAAGCGAACC
GGCGGTGGAC ATGATGAGAT TCAATATTAA TGACTTTCTT
CCCCCGCTCT GTGCCCTTTG AATACTACAG AATAAGAAAG
CTGCTCCCCG ATCACCCAGG GTGACAGGGG AGTGGGCTCC
TAACTTTGTA ACAAAGGCCA CAGCCCTCAC CTATGACCCC
CCATACCATA ACCCAGCCCT TCTCCTACCA CTCCCGGTAC
AGATTCCACT ATTGATTACT TCCAACCAAA CAACAAAAGA

CT ACAAACTGCT GGAAATGTAG ACCACGTAGG CCTCGGCACT

GGCTGAGA
ACAGTATATA
TTAATTTTAA

CGACCAGGAA TACAATATCC GTGTAACCAT GTATGTACAA
AGACCCCCCA CTTAACCCTT AA
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Figure 7

PRRSV ISU12-0rf3-FDAH-Seq

301 GAAGGCCACT TGACCAGTGC
361 CAGTTCCATC CCGAGATATT
421 CACCAATTCA TTTGCGCTGT
481 ATTTCAGCCG TGYTTCAGAC

541 CTAGAATGGC TGCGTCCOYT -

601 AGGCGTTCGL CTGCAAGCCA
661 CCGCAGCGGC AGGCTTTGCT
721 CCTCTGAGGC GATTCGCAAA

GCAGGAT AGGGCATGAT
TGATGAACTA GGGTTTGTGG TGCCGCCTGG CCTCTCCAGC
TTACGCCTGG TTGGCGTTCC TGT CCTTCAG CTATACGGCC
CGGGATAGGG AATGTGAGTC GAGTCTATGT TGACATCAAG
TCATGATGGG CAGAACACCA CCTTGCCCCA CCATGACAAC
CTATTACCAG CATCAGGTCG ACGGCGGCAA TTGGTTTCAC
CTTITCCTCT TGGTTGGTTT TAAATGTCTC TTGGTTTCTC
TGTTTCAGTT CGAGTCTTTC AGACATCAAG ACCAACACCA
GTCCTCCAAG ACATCAGTTG CCTTAGGCAT CGCAACTCGG
GTCCCTCAGT GCCGCACGGC GATAG

14/19 .

000952



WO 2009/029130 PCT/US2008/006735
Figure 8

PRRSV ISU12-0orf4-FDAH-Se
1 0R0eIs3

1 ATGGCTGCGT CCCTTCTTTIT CCTCTTGGTT GGTTTTAAAT GTCTCTTGGT TTCTCAGGCS
61 TTCGCCTGCA AGCCATGTTT CAGTTCGAGT CTTTCAGACA TCAAGACCAA CACCACCGCA
121 GCGGCAGGCT TTGCTGYCCT CCAAGACATC AGTTGCCTTA GGCATCGCAA CTCGGCCTCT
181 GAGGCGATTC GCAAAGTCCC TCAGTGCCGC ACGGCGATAG GGACACCCGT GTATATCACT
241 GTCACAGCCA ATGTTACCGA TGAGAATTAT TTGCATTCCT CTGATCTTCT CATGCTTITCT
301 TCTTGCCTTT TCTATGCTTC TGAGATGAGT GAAAAGGGAT TTAAGGTGGT ATTTGGCAAT
361 GTGTCAGGCA TCGTGGCAGT GTGCGTCAAC TTCACCAGTT ACGTCCAACA TGTCAAGGAA
421 TTTACCCAAC GTTCCTTGGT AGTTGACCAT GTGCGGCTGC TCCATTTCAT GACGCCCGAG
481 ACCATGAGGT GGGCAACTGY TTTAGCCTGT CTTTTTGCCA TTCTGTTGGC AATTTGA

15/19



i 3

WO 2009/029130

1 ATGTTGGGGA
61 GTGCCGTCIT
121 CTGATTTACA
181 GACTGGGCAG
241 GCCCTCACTA
301 TTTGTTCACG
361 ATTTGCTTICG
421 TATACCAACT
481 ATAGAGAAAA
541 CTTGATGGTT
601 TAG

Figure 9

PCT/US2008/006735

PRRSV-ISU12-0orfS-FDAH-Seq

AATGCTTGAC CGCGGGCTGT TGCYCGCAAT
GTTTTIGTTGC GCTCGTCAGC GCCAACGGGA
ACTTGACGCT ATGTGAGCTG AATGGCACAG
TGGAGTGTTT TGTCATTITT CCTGTGTTGA
CTAGCCATTT CCTTGACACA GTCGGTCTGG
GGCGGTATGT TCTGAGTAGC ATCTACGCGG
TCATTAGGCT TGCGAAGAAT TGCATGTCCT
TTCTTCTGGA CACTAAGGGC AGACTCTATC
GGGGCAAAGT TGAGGTCGAA GGTCACCTGA
CCGCGGCTAC CCCTGTAACC AGAGTTTCAG

16/19

TECTITITTT GTGGYGTATC
ACAGCAGCTC AAATTTACAG
ATTGGCTAGC TAATAAATTT
CTCACATTGT CTCTTATGGT
TCACTGTGTC TACCGCTGGG
TCTGTGCCCT GGCTGCGTTG
GGCGCTACTC ATGTACCAGA
GTTGGCGGTC GCCTGTCATC
TCGACCTCAA AAGAGTTGTG
CGGAACAATG GGGTCGTCCT

BrCIs4



WO 2009/029130

421 ACTACGGTCA
481 GCTGTTAAAC

PCT/US2008/006735

i 10
Figure QQB‘JSS

PRRSV-ISU12-orf6-FDAH-Seq

CCTTAGATGA CTTCTGTCAT GATAGCACGG CTCCACAAAA GGYTGCTCTTG
TTACCTACAC GCCAGTGATG ATATATGCCC TAAAGGTGAG TCGCGGCCGA
TYCTGCACCT TTTGATCTTC CTGAATTGTG CTTTCACCTT CGGGTACATG
ACTTTCAGAG TACAAATAAG GTCGCGCTCA CTATGGGAGC AGTAGTTGCA
GGGTGTACTC AGCCATAGAA ACCTGGAAAT TCATCACCTC CAGATGCCGT
TAGGCCGCAA GTACATTCTG GCCCCTGCCC ACCACGTTGA AAGTGCCGCA
CGATTGCGGC AAATGATAAC CACGCATTTG TCGTCCGGCG TCCCGGCTCC
ACGGCACATT GGTGCCCGGG TTAMAAGCC TCGTGTTGGG TGGCAGAAAA
AGGGAGYGGY AAACCTTGTC AAATATGCCA AATAA

17/19
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Figure 11

PRRSV-ISU12-0rf7-FDAH-Seq 000956

1 ATGCCAAATA ACAACGGCAA GCAGCAGAAG AGAAAGAAGG GGGATGGCCA GCCAGTCAAT
61 CAGCTGTGCC AGATGCTGGG TAAGATCATC GCTCAGCAAA ACCAGTCCAG AGGCAAGGGA
121 CCGGGAAAGA AAAATAAGAA GAAAAACCCG GAGAAGCCCC ATTTCCCTCY AGCGACTGAA
1B1 GATGATGTCA GACATCACTT TACCCCTAGT GAGCGGCAAT TGTGTCTGTC GTCAATCCAG
241 ACCGCCTTTA ATCAAGGCGC TGGGACTTGC ACCCTGTCAG ATTCAGGGAG GATAAGTTAC
301 ACTGTGGAGT TTAGTTTGCC TACGCATCAT ACTGTGCGCC TGATCCGCGT CACAGCATCA
‘ 361 CCCTCAGCAT GA

5 g

18/19



t 2

WO 2009/029130

361 GCGCTCGTAT
421 ACCCGGYTTA
481 ATAGTGGTAG
541 GTCGTCCTCG
601 GCCTAG

Figure 12

PRRSV-Olot91-orf5-FDAH-seq

GGGGCGTITC TTGACTTCTC ACTCYTGCTT
GTCCTGGTCC TTTGTCGCTG GCAGCGGCAG
AACGATATGC GAGCTGAATG GGACCGACTG
GACCTTTGTG CTTTACCCGG TTGCCACTCA
CCATTTTITT GACGCGLTCG GTCTCGGCGC
GTATGTACTC AGCAGCGTGT ACGGCGCTTG

AGCTCAACCC TTGACGAGGA CTTCGGCTGA

19/19
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TATCCTCTCA
TGTGTCCACLT
TGCTTTCGCA
CTATGCCCAC



<110>
<120>
<130>

<150>
<151>

<160>
<170>

wyet

60/9
2007

12

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

1
6872
DNA
Arti

<220>

<223> plas

<400> 1
ttattggaca

aattattaaa
tttggagagt
atttttatac
caaccaaacc
gtaatagaaa
ccattattct
aagtatcata
catctggaga
ataaaataga
tagcatagaa
tgaaagtggt
ataccaatac
atgtcgatag
ccacccgcett
cgtaaaagta
cagtgacatg
acttaatcgc
caccgatcgce

tccggeacca

h

32421
-05-30

ficial

mid

ctagataatc
cgcaaatatc
tttataggaa
taatatgaaa
tcatcctaca
Ccaatacacat
cttagcagcc
cgattcaccg
tgcaggtact
ttatgaagaa
aaaaacaaaa
gattgtgact
tcaagactac
ccatatgccc
tttatagtaa
gaaaatatat
gatcccgtcg
cttgcagcac

Cccttcccaac

gaagcggtgc

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

SEQUENCE LISTING

PatentIn version 3.3

atcacatgtt
catgggaaaa
gtatatagag
caactatcga
cagatatcaa
ggatatcttg
aaaaacgatg
tatgatactc
tatatatgcg
ttcgtcgacg
tgaaattcta
agcgtagcat
gaaactgata
ggtagttgcg
gtttttcacc
tctaatttat
ttttacaacg
atcccccttt
agttgcgcag
cggaaagctg

dCCdaCaaaat
cgcgcagtat
tagaaccaga
tagttatatt
aaaaactagg
tcatgagttc
tcgtatactt
tagctacaat
cattctttat
cggcegectg
ctatattttt
cgcttctaga
caatctctta
atatacataa
cataaataat
tgcacggtaa
tcgtgactgg
cgccagctgg
cctgaatgge

gctggagtgce

tatataatgt
acagacgatt
attttgtaaa
gctacfatcg
cgatgatgct
ttggtataag
tgatgattat
tattacaatt
aacatcaaca
cagaagcttg
acatacatat
catctatata
tcatgtgggt
actgatcact
aaatacaata
ggaagtagaa
gaaaaccctg
cgtaatagcg
gaatggcgct

gatcttcctg
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Raccoon Poxvirus Expressing Genes of Porcine Virus
AM102713

ataaatgcga
ttttacagta
aataaatcac
atagtatata
actctatcgt
aaaccagact
acagcggata
aaatcattga
aatgatacgg
gtaccattta
attctaaata
Ctatatagta
aatgttctcg
aattccaaac
attaatttct
tcataaagaa
gcgttaccca
aagaggcccg
ttgcctggtt

aggccgatac

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200

- 0009S8



A

tgtcgtecgtc
aacctatccc
ctcgctcaca
tgatggcgtt
ggacagtcgt
cctcgeggtg
gcggatgagce
cgatttccat
agttcagatg
tgaaacgcag
tggttatgcc
cgaaatcccg
tgaagcagaa
gctgaécggc
tggtcaggtc
ctttaacgcc
ccgctacggce
caatcgtctg
ggtgcagcgce
ccacggceget
ggtgcagtat
cgcgegegtg
gctttcgeta
taacagtctt
gggcggctte
cccgtggteg
gaacggtctg
gcagcagttt
gttccgtcat
ggcaagcggt

tgaactaccg

ccctcaaact
attacggtca
tttaatgttg
aactcggcegt
ttgccgtctg
atggtgctgce
ggcattttcc
gttgccactc
tgcggcgagt
gtcgccageg
gatcgcgtca
aatctctatc
gcctgcegatg
aagccgttgce
atggatgagc
gtgcgctgtt
ctgtatgtgg
accgatgatc
gatcgtaatc
aatcacgacg
gaaggcggceg
gatgaagacc
cctggagaga
ggcggtttcg
gtctgggact
gcttacggceg
gtctttgecg
ttccagttcec
agcgataacg
gaagtgcctc

cagccggaga
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ggcagatgca
atccgeegtt
atgaaagctg
ttcatctgtg
aatttgacct
gttggagtga
gtgacgtctc
gctttaatga
tgcgtgacta
gcaccgegec
cactacgtct
gtgcggtggt
tcggtttecg
tgattcgagg
agacgatggt
cgcattatcc
tggatgaagc
cgegetgget
acccgagtgt
cgctgtatcg
gagccgacac
agcccttecc
cgcgeecget
ctaaatactg
gggtggatca
gtgattttgg
accgcacgec
gtttatccgg
agctcctgea
tggatgtcge
gcgccgggcea

cggttacgat
tgttcccacg
gctacaggaa
gtgcaacggg
gagcgcattt
cggcagttat
gttgctgcat
tgatttcagc
cctacgggta
tttcggeggt
caaggtcgaa
tgaactgcac

cgaggtgcgg

cgttaaccgt

gcaggatatc
gaaccatccg
caatattgaa
accggcgatg
gatcatctgg
ctggatcaaa
cacggccacc
ggctgtgcecg
gatcctttgce
gcaggcgttt
gtcgctgatt
céatacgccg
gcatccagcg
gcaaaccatc
ctggatggtg
tccacaaggt

actctggctc

gcgcccatct
gagaatccga
ggccagacgce
cgctgggtcg
ttacgcgeceg
ctggaagatc
aaaccgacta
cgcgctgtac
acagtttctt
gaaattatcg
aacccgaaac
accgccgacg
attgaaaatg
cacgagcatc
ctgctgatga
ctgtggtaca
acccacggea
agcgaacgcg
tcgetgggga
tctgtegatce
gatattattt
aaatggtcca
gaatacgccc
cgtcagtatc
aaatatgatg
aacgatcgcc
ctgacggaag
gaagtgacca
gcgctggatg
aaacagttga

acagtacgcg
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acaccaacgt
cgggttgtta
gaattattte
gttacggcca
gagaaaaécg
aggatatgtg
cacaaatcag
tggaggctga
tatggcaggg
atgagcgtgg
tgtggagcgce
gcacgctgat
gtctgctgcet
atcctctgea
agcagaacaa
cgctgtgcga
tggtgccaat
taacgcgaat
atgaatcagg
Cttecccgece
gcccgatgta
tcaaaaaatg
acgcgatggg
ccecgtttaca
aaaacggcaa
agttctgtat
caaaacacca
gcgaatacct
gtaagccgct
ttgaactgcc

tagtgcaacc

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060

.y

000958



gaacgcgacc
ggaaaacctc
Ccgaaatggat
ctttctttca
gttcacccgt
taacgcctgg
gcagtgcacg
gcatcagggg
aatggcgatt
cctgaactgce
agaaaactat
agacatgtat
attgaattat
tcaacagcaa
gctgaatatc
atcggcggaa
ataaggatcc
aactagtgac
gattttctgt
attatagatt
catctggttc
ttggatttgt
tctaccatta
aacatacaga
ctattaataa
acacatactt
ctgcatgeccc
tggtgcactc
ccaacacccg
gctgtgaccg
gcgagacgaa

gtttcttaga

gcatggtcag
agtgtgacgc
ttttgcatcg
cagatgtgga
gcaccgctgg
gtcgaacgct
gcagatacac
aaaaccttat
accgttgatg
cagctggcgc
ccecgaccgcec
accccgtacg
ggcccacacc
ctgatggaaa
gacggtttcc
ttccagctga
tcgataccaa
tttatagaga
attatatatt
ttaactcaga
cggcaagaca
ggtatcccat
cgttaacaga
gtttttggga
tcgtatatgt
gatgccttac
tgatgcggta
tcagtacaat
ctgacgcgcc
tctccgggag
agggcectegt
cgtcaggtgg
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aagccgggca
tccccgeege.
agctgggtaa
ttggcgataa
ataacgacat
ggaaggcggce
ttgctgatge
ttatcagccg
ttgaagtggc
aggtagcaga
ttactgccge
tcttcccgag
agtggcgegg
ccagccatcg
atatggggat
gcgecgtteg
caacggtaga
tatttggcat
atttctgtag
taaatgtctg
gctatagtca
accactagat
gaggccattt
aatatttatg
gttatggatt
tctgtttata
ttttctectt
ctgctctgat
ctgacgggct
ctgcatgtgt
gatacgccta

cacttttcgg

catcagcgcece
gtcccacgec
taagcgttgg
aaaacaactg
tggcgtaagt
gggccattac
ggtgctgatt
gaaaacctac
gagcgataca

gcgggtaaac

ctgttttgac

cgaaaacggt
cgacttccag
ccatctgctg
tggtggcgac
ctaccattac
aagtgttaca
tgtttcacta
tggacggtct
gaataattaa
ggagactctt
ttcctegtec
ggaagggaat
ggacttctaa
taaacattga
taagacctac
acgcatctgt
gccgcatagt
tgtctgetec
cagaggtttt
tttttatagg

ggaaatgtgce

tggcagcagt
atcccgcatc
caatttaacc
ctgacgccge
gaagcgaccc
caggccgaag
acgaccggtc
cggattgatg
ccgcatcegg
tggctcggat
cgctgggatc
ctgcgetgeg
ttcaacatca
cacgcggaag
gactcctgga
cagttggtct
atatctacta
attttattat
cgtaaacaag
atctatcgtt
acaagattat
tatggaacga
agccgctgga
aacatccatg
cggagttagg
atctcttaaa
gcggtattte

taagccagec

’cggcatccgc

caccgtcate,
ttaatgtcat

gcggaaccece

Page 3

ggcgtetgge
tgaccaccag
gccagtcagg
tgcgcgatca
gcattgaccc
cagcgttgtt
acgcgtggea
gtagtggtca
cgcggattgg
tagggccgcea
tgccattgtc
ggacgcgcga
gccgctacag
aaggcacatg
gcccgtcagt
ggtgtcaaaa
caaaatatac
tggccgtgge
aaacaaatat
ttgagcggac
ggaaatatat
gaaggtgtcg
aacttgctag
aacacagctg
agtcttaaaa
atggtagaaa
acaccgcata
ccgacacccg
ttacagacaa
accgaaacgc
gataataatg

tatttgttta

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980

000060



tttttctaaa
Caataatatt
ttttttgcgg
gatgctgaag
aagatccttg
ctgctatgtg
atacactatt
gatggcatga
gccaacttac
atgggggatc
aacgacgagc
actggcgaac
aaagttgcag
tctggagecg
cccteccgta
agacagatcg
tactcatata
aagatccttt
gcgtcagacc
atctgctgct
gagctaccaa
gttcttctag
tacctcgcetce
accgggttgg
ggttcgtgeca
cgtgagctat
agcggcaggg
ctttatagtc
tcaggggggc
ttttgctgge

cgtattaccg

tacattcaaa
gaaaaaggaa
cattttgcct
atcagttggg
agagttttcg
gcgcggtatt
ctcagaatga
cagtaagaga
ttctgacaac
atgtaactcg
gtgacaccac
tacttactct
gaccacttct
gtgagcgtgg
tcgtagttat
ctgagatagg
tactttagat
ttgataatct
ccgtagaaaa
tgcaaacaaa
ctctttttcc
tgtagccgta
tgctaatcct
actcaagacg
cacagcccag
gagaaagcgc
tcggaacagg
ctgtcgggtt
ggagcctatg
cttttgctca

cctttgagtg
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tatgtatccg ctcatgagac aataaccctg

gagtatgagt
tcctgttttt

tgcacgagtg

ccccgaagaa

atcccgtatt
cttggttgag
attatgcagt
gatcggagga
ccttgatcgt
gatgcctgta
agcttcccgg
gcgeteggec
gtctcgeggt
ctacacgacg
tgcctcactg
tgatttaaaa
catgaccaaa
gatcaaagga
aaaaccaccg
gaaggtaact
gttaggccac
gttaccagtg
atagttaccg
cttggagcga
cacgcttccc
agagcgcacg
tcgecacctc
gaaaaacgcc
catgttcttt

agctgatacc

attcaacatt
gctcacccag
ggttacatcg

cgttttccaa

gacgccgggce

tactcaccag

gctgccataa

ccgaaggagc

tgggaaccgg
gcaatggcaa
caacaattaa
cttccggetg
atcattgcag
gggagtcagg
attaagcatt

cttcattttt

‘atcccttaac

tcttcttgag
ctaccagcgg

ggcttcagca

cacttcaaga

gctgctgeca
gataaggcgc
acgacctaca
gaagggagaa
agggagcttc
tgacttgagc
agcaacgcgg
cctgcgttat

gctcgccgca

tcegtgtege
aaacgctggt
aactggatct
tgatgagcac
aagagcaact
tcacagaaaa
ccatgagtga
taaccgcttt
agctgaatga
caacgttgceg
tagactggat
gctggtttat
cactggggcc
caactatgga
ggtaactgtc
aatttaaaag
gtgagttttc
atcctttttt
tggtttgttt
gagcgcagat
actctgtagc
gtggcgataa
agcggtcggg
ccgaactgag
d4ggcggacag
cagggggaaa
gtcgattttt
cctttttacg

cccctgattce

‘gccgaacgac
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ataaatgctt
ccttattcce
gaaagtaaaa
caacagcggt
ttttaaagtt

cggtcgecge

gcatcttacg

taacactgcg
tttgcacaac
agccatacca
caaactatta
ggaggcggat
tgctgataaa
agatggtaag
tgaacgaaat
agaccaagtt
gatctaggtg
gttccactga
tctgcgegta
gccggatcaa
accaaatact
accgcctaca
gtcgtgtctt
Ctgaacgggg
atacctacag
gtatccggta
cgcctggtat
gtgatgctcg
gttcctggece
tgtggataac

cgagcgcagce

5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840

U

U
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gagtcagtga gcgaggaagc ggaagagagc tc

<210> 2

<211> 5508
<212> DNA
<213> Arti

<220>
<223> plas

<400> 2
gagctcataa

aatggatcac
atatttagct
tcttgatttt
ttgttatgaa
gtttaaaaaa
agggtattta
accaaacata
aatggatata
attcgtcgac
aaaatttcaa
agcatcgcett
tgatacaatc
ttgcgatata
tcacccataa
tttattgcac
gtagaaaccc
cgcgaaaact
attgctgtgce
ggcaacgtct
gtgctgcgtt
atggagcatc
gggaaaagtg
ccgggaatgg
tttaactatg

gacgatatca

ficial

mid

atagtaaacc
aaccagtatc
agtcaagacg
ttattgttgt
tctctttegg
ctatttaata
tttgactttg
gatccggttc
ttaaagtcta
gcggeegect
tttttacata
ctagacatct
tcttatcatg
cataaactga
ataataaata
ggtaaggaag
caacccgtga
gtggaattga
caggcagttt
ggtatcagcg
tcgatgeggt
agggcggcta
tacgtatcac
tgattaccga
ccggaatcca

ccgtggtgac

gatagtgtaf
tgttgacgat

atgaatcttc

tattgataca

aggaatatag
aggttcctat
ttgtcagtat
gatacataga
ataaagtgaa
gcagaagctt

Catatattct

atatactata

tgggtaatgt
tcactaattc
Caataattaa
tagaatcata
aatcaaaaaa
tcagcgttgg
taacgattag
cgaagtcttt
cactcattac
tacgccattt
cgtttgtgtg
Ccgaaaacggc
tcgcagegta

gcatgtcgcg

aaagattgtg
gttcttcgea
atfatccgat
gtcaaaaaat
acaattggcg
tgctacagac
gatgagattt
tcctegtega
caataattaa
ggtaccattt
aaatatgaaa
tagtaatacc
tctcgatgtce
caaacccacc
tttctcgtaa
aagaacagtg
ctcgacggec
tgggaaagcg
ttcgccgatg

ataccgaaag

‘ggcaaagtgt

gaagccgatg
aacaacgaac
aagaaaaagc
atgctctaca

caagactgta

caatgctttt
gatgatgatt
atattgcaaa
aaactagagg
aaatttacag
ggacgcgtta
aaaaaagagt
gatatagtat
atttttattg
atattccaaa
gtggtgattg
aatactcaag
gatagccata
cgctttttat
aagtagaaaa
acatggatcc
tgtgggcatt
cgttacaaga
cagatattcg
gttgggcagg
gggtcaataa
tcacgccgta
tgaactggca
agtcttactt
ccacgccgaa

accacgcgtc
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gcgatcaata
cattttttaa
ttacccaata
ctgtaggtca
acactcaaga
aacttaataa
catctataat
tttctaacgt
tcacctagga
aaaaaaaaat
tgactagcgt
actacgaaac
tgcccggtag
agtaagtttt
tatattctaa
ggtccgtect
cagtctggat
aagccgggca
taattatgcg
ccagcgtatc
tcaggaagtg
tgttattgec
gactatcccg
ccatgatttc
cacctgggtg
tgttgactgg

6872

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

000962



caggtggtgg
gcaactggac
ggtgaaggtt
tacccgcttce
cacaaaccgt
ggattcgata
tcctaccgta
ggcatcgtgg
ttcgaagegg
cagcaagcgc
gtggtgatgt
ttcgegecac
aatgtaatgt
ctgaaccgtt
ctggaaaaag
tacggcgtgg
tatcagtgtg
ggtgaacagg
ggtaacaaga
caaaaacgct
ggatccggaa
gttttctaaa
tcaatccgta
aataaacatt
accgtttatg
tgaggttgct
ttttcttagt
atcggctect
catcaaatgg
gtgcggtatt

gttaagccag

ccaatggtga
aaggcactag
atctctatga
gcgtcggeat
tctactttac
acgtgctgat
cctcgcatta
tgattgatga
gcaacaagcc
acttacaggc
ggagtattgc
tggcggaagce
tctgcgacgce
attacggatg
aacttctggc
atacgttagc
catggctgga
tatggaattt
aagggatctt
ggactggcat
atggtagtaa
cgtttgggaa
tgcagaaagt
gattaaattt
tattttgagg
aaaaaacttc
aagctacaga
ggtacacaca
atgctaattg
tcacaccgcea

ccccgacace

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

tgtcagcgtt
cgggactttg
actgtgcgtc
ccggtcagtg
tggctttggt
ggtgcacgac
cccttacget
aactgctgct

gaaagaactg

gattaaagag

caacgaaccg
aacgcgtaaa
tcacaccgat
gtatgtccaa
ctggcaggag
cgggctgcac
tatgtatcac
cgccgatttt
cactcgcgac
gaacttcggt
aactgacagc
cggaaaccga
gttacatcaa
taatataata
aaatagataa
catatcaggg
gacacggtat
tacgttatct
acgggcatge
tatggtgcac

cgcCcaacacc

gaactgcgtg
caagtggtga
acagccaaaa

gcagtgaagg

‘cgtcatgaag

cacgcattaa
gaagagatgc
gtcggetttt
tacagcgaag
ctgatagcgce
gatacccgtc

ctcgacccga

.accatcagcg

agcggcgatt
aaactgcatc
tcaatgtaca
cgcgtctttg
gcgacctcge
cgcaaaccga
gaaaaaccgc
ggtatgtatg
gatcgaaata
cgaatgataa
cttaaaaatg
tgaactagaa
acaattaaaa
attggacggt
acgtgatcat

cctgatgegg

tctcagtaca

cgctgacgeg

atgcggatca
atccgcacct
gccagacaga
gccaacagtt
atgcggactt
tggactggat
tcgactgggc
cgctetettt
aggcagtcaa
gtgacaaaaa
cgcaaggtgc
cgcgtccgat
atctctttga
tggaaacggc
agccgattat
ccgacatgtg
atcgcgtcag
aaggcatatt
agtcggegge
agcagggagg
aaatgcttta
attggtggtg
tttttctata
gatgttgtgt
tacgaaccag
ctattactag
gccactgtag
ttctataatt
tattttctcc
atctgctctg

ccctgacggg
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acaggtggtt
ctggcaaccg
gtgtgatatc
cctgattaac
acgtggcaaa
tggggccaac
agatgaacat
aggcattggt
cggggaaact
ccacccaagce
acgggaatat
cacctgcgtc
tgtgctgtgc
agagaaggta
catcaccgaa
gagtgaagag
cgccgtegtce
gcgegttggce
ttttctgetg
caaacaatga
aagaggcgtc
aagatatgta
aaaaactaaa
cactggataa
aaagtgcaaa
gagaattgtt
tgtatatagg
taggggtaat
ttacgcatct
atgccgcata

cttgtctget

. 000283

1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420



cceggeatec
ttcaccgtca
ggttaatgtc
gcgcggaacc
acaataaccc
tttccgtgtc
agaaacgctg
cgaactggat
aatgatgagc
gcaagagcaa
agtcacagaa
aaccatgagt
gctaaccgct
ggagctgaat
aacaacgttg
aatagactgg
tggctggttt
agcactgggg
ggcaactatg
ttggtaactg
ttaatttaaa
acgtgagttt
agatcctttt
ggtggttigt
cagagcgcag
gaactctgta
cagtggcgat
gcagcggtceg
caccgaactg
aaaggcggac
tccaggggga
gcgtcgattt

gcttacagac
tcaccgaaac
atgataataa
cctatttgtt
tgataaatgc
gccettattce
gtgaaagtaa
ctcaacagcg
acttttaaag
ctcggtcgec
aagcatctta
gataacactg
tttttgcaca
gaagccatac
cgcaaactat
atggaggcgg
attgctgata
ccagatggta
gatgaacgaa
tcagaccaag
aggatctagg
tcgttccact
tttctgcgeg
ttgccggatc
ataccaaata
gcaccgcecta
aagtcgtgtc
ggctgaacgg
agatacctac
aggtatccgg
aacgcctggt

ttgtgatgct

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

aagctgtgac
gcgcgagacg

tggtttctta

tatttttcta
ttcaataata
ccttttttge
aagatgctga

gtaagatcct

ttctgctatg

gcatacacta
cggatggcat
cggccaactt
acatggggga
caaacgacga
taactggcga
ataaagttgc

aatctggagce

agcccteecg:

atagacagat
tttactcata
tgaagatcct
gagcgtcaga
taatctgctg
aagagctacc
ctgttcttct
catacctcgce
ttaccgggtt
ggggttcgtg
agcgtgagcet
taagcggcag
atctttatag

cgtcaggggg

cgtctccggg
aaagggcctc
gacgtcaggt

aatacattca

ttgaaaaagg

ggcattttgce
agatcagttg
tgagagtttt
tggcgcggta
ttctcagaat

gacagtaaga

-acttctgaca

‘tcatgtaact

gcgtgacacc
actacttact
aggaccactt
cggtgagegt
tatcgtagtt
cgctgagata

tatactttag

ttttgataat

ccccgtagaa
cttgcaaaca
aactcttttt
agtgtagccg
tctgctaatc
ggactcaaga
cacacagccc
atgagaaagc
ggtcggaaca
tcctgtcggg

gcggagcecta

agctgcatgt
gtgatacgcc
ggcacttttc
aatatgtatc
aagagtatga
cttcctgttt
ggtgcacgag
cgccecgaag
ttatcccgta
gacttggttg
gaattatgca
acgatcggag
Cgccttgatc
acgatgcctg
ctagcttece
ctgegetcgg
gggtCthCg
atctacacga
ggtgcctcac
attgatttaa
ctcatgacca
aagatcaaag
dadadaccac
ccgaaggtaa
tagttaggcc
ctgttaccag
cgatagttac
agcttggagce
gccacgctte
ggagagcgca
tttcgecacce

tggaaaaacg
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gtcagaggtt
tatttttata
ggggaaatgt
cgctcatgag
gtattcaaca
ttgctcaccc
tgggttacat
aacgttttcc
ttgacgccgg
agtactcacc

gtgctgccat

gaccgaagga’

gttgggaacc
tagcaatggc
ggcaacaatt
cccttecggce
gtatcattgce
c¢ggggagtca
tgattaagca
aacttcattt
aaatccctta
gatcttcttg
cgctaccagce
ctggcttcag
accacttcaa
tggctgctgce
cggataaggc
gaacgaccta
ccgaagggag
cgagggagct
tctgacttga

ccagcaacgc

00096¢
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340



000065

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

f‘; lI\

ggccttttta cggttcctgg ccttttgetg gecttttget cacatgttct ttcectgegtt 5400
atcccctgat tctgtggata accgtattac cgcctttgag tgagctgata ccgctegcecg 5460
cagccgaacg accgagcgca gcgagtcagt gagcgaggaa gcggaaga 5508
<210> 3

<211> 6820

<212> DNA

<213> Artificial

<220>

<223> plasmid

<400> 3

ttattggaca ctagataatc atcacatgtt accacaaaat tatataatgt ataaatgcga 60
aattattaaa cgcaaatatc catgggaaaa cgcgcagtat acagacgatt ttttacagta 120
tttggagagt tttataggaa gtatatagag tagaaccaga attttgtaaa aataaatcac 180
atttttatac taatatgaaa caactatcga tagttatatt gctactatcg atagtatata 240
caaccaaacc tcatcctaca cagatatcaa aaaaactagg cgatgatgct actctatcgt 300
gtaatagaaa caatacacat ggatatcttg tcatgagttc ttggtataag aaaccagact 360
ccattattct cttagcagcc aaaaacgatg tcgtatactt tgatgattat acagcggata 420
aagtatcata cgattcaccg tatgatactc tagctacaat tattacaatt aaatcattga 480
catctggaga tgcaggtact tatatatgeg cattctttat aacatcaaca aatgatacgg 540
ataaaataga ttatgaagaa ttcgtcgacg cggccgectg Cagaagcttg gtaccatggg 600
tatttatatt ccaaaaaaaa aaaataaaat ttcaattttt gctctagaca tctatatact 660
atatagtaat accaatactc aagactacga aactgataca atctcttatc atgtgggtaa 720
tgttctcgat gtcgatagcc atatgcccgg tagttgcgat atacataaac tgatcactaa 780
ttccaaaccc acccgctttt tatagtaagt ttttcaccca taaataataa atacaataat 840
taatttctcg taaaagtaga aaatatattc taatttattg cacggtaagg aagtagaatc 900
ataaagaaca gtgacatgga tcccgtcgtt ttacéacgtc gtgactggga aaaccctggce 960
gttacccaac ttaatcgcct tgcagcacat cccecctttcg ccagctggeyg taatagcgaa 1020
gaggcccgea ccgatcgecc ttcccaacag ttgcgcagee tgaatggega atggcgcttt 1080
gcctggtitc cggcaccaga agcggtgccg gaaagetgge tggagtgcga tcttcctgag 1140
gccgatactg tcgtcgtcce ctcaaactgg cagatgcacg gttacgatgc gcccatctac 1200
accaacgtaa cctatcccat tacggtcaat ccgccgtttg ttcccacgga gaatccgacg 1260
ggttgttact cgctcacatt taatgttgat gaaagctggc tacaggaagg ccagacgcga 1320
attatttttg atggcgttaa ctcggegttt catctgtggt gcaacgggeg ctgggtcggt 1380

Page 8



e d

tacggccagg
gaaaaccgcc
gatatgtggc
caaatcagcg
gaggctgaag
tggcagggtg
gagcgtggtg
tggagcgccg
acgctgattg
ctgctgetge
cctctgcatg
cagaacaact
ctgtgcgacc
gtgccaatca
acgcgaatgg
gaatcaggcc
tccecgeccgg
ccgatgtacg
aaaaaatggc
gcgatgggta
cgtttacagg
aacggcaacc
ttctgtatga
aaacaccagc
gaatacctgt
aagccgcetgg
gaactgcctg
gtgcaaccga
cgtctggegg
accaccagcg
cagtcaggct

cgcgatcagt

acagtcgttt
tcgcggtgat
ggatgagcgg
atttccatgt
ttcagatgtg
aaacgcaggt
gttatgccga
aaatcccgaa
aagcagaagc
tgaacggcaa
gtcaggtcat
ttaacgccgt
gctacggect
atcgtctgac
tgcagcgcga
acggcgctaa
tgcagtatga
cgcgegtgga
tttcgctacc
acagtcttgg
gcggcttegt
cgtggtcggce
acggtctggt
agcagttttt
tccgtcatag
caagcggtga
aactaccgca
acgcgaccgc
aaaacctcag
aaatggattt
ttctttcaca

tcacccgtge

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

gccgtctgaa

ggtgctgcegt

cattttcegt”

tgccactcgce
cggcgagttg
cgccagegge
tcgegtcaca

tctctatcgt

ctgcgatgtc

gccgttgetg’

ggatgagcag
gcgctgtteg
gtatgtggtg
cgatgatccg
tcgtaatcac
tcacgacgcg
aggcggcgga
tgaagaccag
tggagagacg
cggtttcgct
ctgggactgg
ttacggcggt
ctttgccgac
ccagttccgt
cgataacgag
agtgcctctg

gccggagagc

atggtcagaa

tgtgacgctc
ttgcatcgag
gatgtggatt

accgctggat

tttgacctga
tggagtgacg
gacgtctcgt
tttaatgatg
cgtgactacc
accgcgectt
ctacgtctca
gcggtggttg
ggtttccgeg
attcgaggcg
acgatggtgc
cattatccga
gatgaagcca
cgctggetac
ccgagtgtga
ctgtatcgcet
gccgacacca

ccctteecgg

‘cgcccgetga

aaatactggc
gtggatcagt
gattttggcg
cgcacgceegce
ttatccgggce
ctcctgeact
gatgtcgctc
gccgggcaac
gccgggeaca
ccecgeegegt
ctgggtaata
ggcgataaaa

aacgacattg

gcgcattttt
gcagttatct

tgctgcataa

atttcageceg

tacgggtaac
tcggceggtga
aggtcgaaaa
aactgcacac
aggtgcggat
ttaaccgtca
aggatatcct
accatccgcet
atattgaaac
cggcgatgag
tcatctggtc
ggatcaaatc
cggccaccga
ctgtgccgaa
tcctttgega
aggcgtttcg
cgctgattaa
atacgccgaa
atccagegcet
aaaccatcga
ggatggtggc
cacaaggtaa
tctggctcac
tcagcgectg
cccacgcecat
agcgttggcea
aacaactgcet

gcgtaagtga
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acgcgccgga
ggaagatcag
accgactaca
cgctgtactg
agtttcttta
aattatcgat
cccgaaactg
cgccgacggce
tgaaaatggt
cgagcatcat
gctgatgaag
gtggtacacg
ccacggcatg
cgaacgcgta
gctggggaat
tgtcgatcct
tattatttgc
atggtccatc
atacgcccac
tcagtatccc
atatgatgaa
cgatcgccag
gacggaagca
agtgaccagc
gctggatggt
acagttgatt
agtacgcgta
gcagcagtgg
ccecgeatctg
atttaaccgc
gacgccgetg

agcgacccgce

00008s

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860-
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300



attgacccta
gcgttgttge
gcgtggcagce
agtggtcaaa
cggattggcc
gggccgcaag
ccattgtcag
acgcgcgaat
cgctacagtc
ggcacatggc
ccgtcagtat
tgtcaaaaat
aaatatacaa
gccgtggega
acaaatatat
gagcggacca
aaatatattt
aggtgtcgtc
cttgctagaa
cacagctgcet
tcttaaaaac
ggtagaaact
accgcatatg
gacacccgece
acagacaagc
cgaaacgcgc
taataatggt
tttgtttatt
aaatgcttca
ttattccctt

aagtaaaaga

acgcctgggt
agtgcacggc
atcaggggaa
tggcgattac
tgaactgcca
aaaactatcc
acatgtatac
tgaattatgg
aacagcaact
tgaatatcga
cggcggaatt
aaggatcctc
ctagtgactt
ttttctgtat
tatagatttt
tctggttecg
ggatttgtgg
taccattacg
catacagagt
attaataatc
acatacttga
gcatgccctg
gtgcactctc
aacacccgct
tgtgaccgtc
gagacgaaag
ttcttagacg
tttctaaata
ataatattga
ttttgcggca
tgctgaagat

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

cgaacgctgg
agatacactt
aaccttattt
cgttgatgtt
gctggcgeag
cgaccgectt
cccgtacgtce
cccacaccag
gatggaaacc
cggtttccat
ccagctgage
gataccaaca
tatagagata
tatatattat
aactcagata
gcaagacagc
tatcccatac
ttaacagaga
ttttgggaaa
gtatatgtgt
tgccttacte
atgcggtatt
agtacaatct
gacgcgccct
tccgggaget
ggcctcgtga
tcaggtggca
cattcaaata
aaaaggaaga
ttttgcctte

cagttgggtg

daggcggcgg
gctgatgcegg
atcagccgga
gaagtggcga
gtagcagagc
actgccgect
ttccecgageg
tggcgeggeg
agccatcgec
atggggattg
gcecgtteget
acggtagaaa
tttggcattg
ttctgtagtg
aatgtctgga
tatagtcagg
cactagattt
ggccatttgg
tatttatggg
tatggattta
tgtttatata
ttctecttac
gctctgatge
gacgggcttg
gcatgtgtca
tacgcctatt
cttttcgggg
tgtatccget
gtatgagtat
ctgtttttgce

cacgagtggg

gccattacca
tgctgattac
aaacctaccg
gcgatacacc
gggtaaactg
gttttgaccg
aaaacggtct
acttccagtt
atctgctgca
gtggcgacga
accattacca
gtgttacaat
tttcactaat
gacggtctcg
ataattaaat
agactcttac
cctegtecta
aagggaatag
acttctaaaa
aacattgacg
agacctacat
gcatctgtgc
cgcatagtta
tctgcteecg
gaggttttca
tttataggtt
aaatgtgcgc
catgagacaa
tcaacatttc
tcacccagaa

ttacatcgaa
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ggccgaagca
gaccggtcac
gattgatggt
gcatccggceg
gctcggatta
ctgggatctg
gcgctgcggg
caacatcagc
cgcggaagaa
ctcctggage
gttggtctgg

atctactaca

tttattattg

taaacaagaa
ctatcgtttt
aagattatgg
tggaacgaga
ccgctggaaa
catccatgaa
gagttaggag
ctcttaaaat
ggtatttcac
agccagceccc
gcatccgcett
ccgtcatcac
aatgtcatga
ggaaccccta
taaccctgat
cgtgtcgecc
acgctggtga

ctggatctca

3360
3420
3480
3540

3600

3660
3720
3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160

0rGoE?



acagcggtaa
ttaaagttct
gtcgeccgeat
atcttacgga
acactgcggc
tgcacaacat
ccataccaaa
aactattaac
aggcggataa
ctgataaatc
atggtaagcc
aacgaaatag
accaagttta
tctaggtgaa
tccactgagce
tgcgcgtaat
cggatcaaga
caaatactgt
cgcctacata
cgtgtcttac
gaacgggggg
acctacagcg
atccggtaag
cctggtatct
gatgctcgtc
tcctggectt
tggataaccg
agcgcagcega
<210> 4
<211> 8373
<212> DNA
<213> Arti
<220>

gatccttgag
gctatgtggc
acactattct
tggcatgaca
Caacttactt
gggggatcat
cgacgagcgt
tggcgaacta
agttgcagga
tggagceggt
ctcccgtatc
acagatcgcet
Ctcatatata
gatccttttt
gtcagacccc
ctgctgcttg
gctaccaact
tcttctagtg
cctcgetcetg
cgggttggac
ttcgtgcaca
tgagctatga
cggcagggtc
ttatagtcct
4g9g9ggggcgg
ttgctggect
tattaccgece

gtcagtgagc

ficial

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

agttttcgece
gcggtattat
cagaatgact
gtaagagaat
ctgacaacga
gtaactcgcc
gacaccacga

cttactctag

ccacttctge

gagcgtgggt
gtagttatct
gagataggtg
ctttagattg
gataatctca
gtagaaaaga

CaaacCaaaaa

ctttttccga

tagccgtagt
ctaatcctgt
tcaagacgat
cagcccagcet
gaaagcgcca
ggaacaggag
gtcgggtttc

agcctatgga

tttgctcaca

tttgagtgag

gaggaagcgg

ccgaagaacg
cccgtattga
tggttgagta
tatgcagtgc
tcggaggacc
ttgatcgttg
tgcctgtagce
cttcccggea
gctcggeect
ctcgeggtat
acacgacggg
cctcactgat
atttaaaact
tgaccaaaat
tcaaaggatc
aaccaccgct
aggtaactgg
taggccacca
taccagtggce
agttaccgga
tggagcgaac
cgcttcccga
agcgcacgag
gccacctctg
aaaacgccag
tgttctttcc
ctgataccgce

aagagagctc

ttttccaatg
cgccgggcaa
ctcaccagtc
tgccataacc
gaaggagcta
ggaaccggag
aatggcaaca
acaattaata
tccggetgge
cattgcagca
gagtcaggca
taagcattgg
tcatttttaa
cccttaacgt
ttcttgagat
accagcggtg
cttcagcaga
cttcaagaac
tgctgccagt
taaggcgcag
gacctacacc
agggagaaag
ggagcttcca
acttgagcgt
caacgcggcc
tgcgttatcc

tcgcegeage
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atgagcactt
gagcaactcg
acagaaaagc
atgagtgata
accgettttt
ctgaatgaag
acgttgcgcea
gactggatgg
tggtttattg
ctggggccag
actatggatg
taactgtcag
tttaaaagga
gagttttcgt
cctttttttc
gtttgtttgc
gcgcagatac
tctgtagceac
ggcgataagt
cggtcggget
gaactgagat
gcggacaggt
gggggaaacg
cgatttttgt
tttttacggt
cctgattctg

cgaacgaccg

5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6820



<223>

<400> 4
ttattggaca

aattattaaa
tttggagagt
atttttatac
caaccaaacc
gtaatagaaa
ccattattct
aagtatcata
catctggaga
ataaaataga
gattcccatg
cctctgagat
aaaattatca
ttcgggagac
acaaaatcct
ataaggggga
atctctggga
tttacatgag
ttccaagttc
gtatatgctt
actgacttgg
aactcctcta
tgaccgggag
ataagtctaa
tataggcctce
ctactattgg
gtgtaatcgt
ccagggaaga
gatatgataa

tacggattgt

plasmid

ctagataatc
cgcaaatatc
tttataggaa
taatatgaaa
tcatcctaca
caatacacat
cttagcagcec
cgattcaccg
tgcaggtact
ttatgaagaa
aagatatgat
tgtgttgtgt
acatcaaggc
ccaagtcaac
cagcctcgtce
taaccgagga
ttaagacatt
gatgacacct
tgactgactt
ttccaaaccc
tggtcatgat
caacaaggtg
ggcaccattt
gtccgagaac
tttcatctac
taaaaatgtc
ggttagtgga
ccctcgagtg
cgagagactc

gtagagactc

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

atcacatgtt
catgggaaaa
gtatatagag
caactatcga
cagatatcaa
ggatatcttg
aaaaacgatg
tatgatactc
tatatatgcg
ttcgtcgact
cttccegett
aggttccgat
agtcagggcc
tcctgagatc
accgttcttg
taccaacaac
gccgtcaggt
ccccccaact
gtagtgagca
agggacaagt
ggactctagt
ctcaatftcg
ggtttcattt
tccacataac
aaagccgcaa
acaagacatc
gcagtaggta
aagggatctg
cttggtggtt
ttcatatctg

accacaaaat
cgcgcagtat
tagaaccaga
tagttatatt
aaaaactagg
tcatgagttc
tcgtatactt
tagctacaat
cattctttat
cacagtccgg
tggggagtga
cgattgactc
cctgcactca
cgttcgtgea
aaaacggtag
tccatatgtt
cCctaatatta
cttaaacacc
tcggcttceca
tttcttaaat
gcatccagac
tctgagcgaa
gatgtttgca
tggagtttgc
gtctcactcc
cctagtctcg
gaagacaccg
tcatatgggt

tttacagttc

gggtcaccgg

tatataatgt
acagacgatt
attttgtaaa
gctactatcg
cgatgatgct
ttggtataag
tgatgattat
tattacaatt
aacatcaaca
tctcaccccce
ctgacacctc
ttctccagea
gtaatacata
catcgggaag
acgggtctgce
gctggaggag
taccattgaa
cttttgaagg
tcaaggtctt
gactgagacg
actcctctct
agtcgtgcaa
tcgagaccca
atgcteccttt
ctttggatge
gattctcggg
ctactcctga
ccaaatctgce
gaagccagtg

ccatcttcca

Page 12

ataaatgcga
ttttacagta
aataaatcac
atagtatata
actctatcgt
aaaccagact
acagcggata
aaatcattga
aatgatacgg
gctcttgtat
cctecectgtce
tgtcatcagg
cttcccccag
gtgaacttca
cagggggtgc
ggatgattgc
aaataccccg
gatgatctca
gttgaatatg
tctgaaactc
cttcttgacc
attgatcaac
tgttccatcc
taaagactta
tctcttcect
catccaaatg
gcacttcccg
cacacttgga
gtagtcaggg
gttgtacgcg

60
120
180
240
300
360
420
480
540

600

660
720
780
840
900
960
1020
1080

1140
1200

1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800

Ren28E9



gctctacatg
ccaacgaagt
atttttatgg
gtgcatcctt
gggctccagg
ggaaaaacca
attccaaaaa
aataccaata
gatgtcgata
cccacceget
tcgtaaaagt
acagtgacat
aacttaatcg
gcaccgatcg
ttccggeacc
ctgtcgtegt
taacctatcc
actcgctcac
ttgatggcgt
aggacagtcg
gcctegeggt
ggcggatgag
gcgatttcca
aagttcagat
gtgaaacgca
gtggttatgc
ccgaaatccc
ttgaagcaga
tgctgaacgg
atggtcaggt
actttaacgc

accgctacgg

catctggtgt
tagtgtaggt
ctgagatgta
cgtcctccac
gaccaagctt
gaaggggtac
aaaaaaataa
ctcaagacta
gccatatgcc
ttttatagta
agaaaatata
ggatcccgtc
ccttgcagca
ccctteccaa
agaagcggtg
cccctcaaac
cattacggtc
atttaatgtt
taactcggceg
tttgcegtct
gatggtgctg
cggcattttc
tgttgccact
gtgcggcgag
ggtcgccage
cgatcgcgtc
gaatctctat
agcctgcgat
caagccgttg
catggatgag
cgtgcgcetgt

cctgtatgtg

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

tgggcggaaa
ttcagcctcce
tccaacttta
taccaaattg
gtctggtatc
aaacaggaga

aatttcaatt

cgaaactgat

cggtagttgc
agtttttcac
ttctaattta
gttttacaac
catccecectt
cagttgcgca
ccggaaagct
tggcagatgc
aatccgecgt
gatgaaagct
tttcatctgt
gaatttgacc
cgttggagtg
cgtgacgtct
cgcfttaatg
ttgcgtgact
ggcaccgege
acactacgtc
cgtgcggtyg
gtcggtttcc
ctgattcgag
cagacgatgg
tcgecattatc

gtggatgaag

tgctttcttt
gtcacaacgc
agttccatgt
tttgggcage
gtgtaaatag
gcctgaggaa
tttgctctag
acaatctctt
gatatacata
ccataaataa
ttgcacggta
gtcgtgactg
tcgccagetg
gcctgaatgg
ggctggagtg
acggttacga
ttgttcccac
ggctacagga
ggtgcaacgg
tgagcgcatt
acggcagtta

cgttgctgea

-atgatttcag

acctacgggt
ctttcggegg
tcaaggtcga
ttgaactgca
gcgaggtgeg
gcgttaaccg
tgcaggatat
cgaaccatcc

ccaatattga

tgaacgtggt
ctgtgcaagt
aggagaaccc
tgaggtgatg
ggaatttccc
ccggtaccat
acatctatat
atcatgtggg
aactgatcac
taaatacaat
aggaagtaga
anaaaccct
gcgtaatagc
cgaatggcgc
cgatcttcct
tgcgcccatce
ggagaatccg
aggccagacg
gcgctgggtc
tttacgcgcec
tctggaagat
taaaccgact
ccgegetgta
aacagtttct
tgaaattatc
aaacccgaaa
caccgccgac
gattgaaaat
tcacgagcat
cctgctgatg
gctgtggtac

daacccacggc

Page 13

tgtgacataa
gaacccgttc
tgacaggttg
tatgtcaatc
aaaacacaat
gggtatttat
actatatagt
taatgttctc
taattccaaa
aattaatttc
atcataaaga
ggcgttaccc
gaagaggccc
tttgcctggt
gaggccgata
tacaccaacg
acgggttgtt
cgaattattt
ggttacggcc
ggagaaaacc
caggatatgt
acacaaatca
ctggaggctg
ttatggcagg
gatgagcgtg
ctgtggagcg
ggcacgctga
ggtctgcetgce
catcctctgce
aagcagaaca
acgctgtgeg

atggtgccaa

00172178

- 1860

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



tcaatcgtct
tggtgcageg
gccacggcgce
cggtgcagta
acgcgcgegt
ggctttcgcet
gtaacagtct
agggceggcett
acccgtggtce
tgaacggtct
agcagcagtt
tgttccgtca
tggcaagcgg
ctgaactacc
cgaacgcgac
cggaaaacct
gcgaaatgga
gctttcttte
agttcacccg
ctaacgcctg
tgcagtgcac
agcatcaggg
aaatggcgat
gcctgaactg
aagaaaacta
cagacatgta
aattgaatta
gtcaacagca
ggctgaatat
tatcggcgga

aataaggatc

gaccgatgat
cgatcgtaat
taatcacgac
tgaaggcggc
ggatgaagac
acctggagag
tggcggttte
cgtctgggac
ggcttacggc
ggtctttgcc
tttccagttc
tagcgataac
tgaagtgcct
gcagccggag
cgcatggtca
cagtgtgacg
tttttgcatc
acagatgtgg
tgcaccgctg
ggtcgaacgc
ggcagataca
gaaaacctta
taccgttgat
ccagctggceg
tccecgaccge
taccccgtac
tggcccacac
actgatggaa
cgacggtttc
attccagctg

ctcgatacca

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

ccgegetggce

cacccgagtg

gcgctgtatce

ggagccgaca
cagcccttec
acgcgccecgce
gctaaatact
tgggtggatc
ggtgattttg
gaccgcacgc
cgtttatccg
gagctcctge
ctggatgtcg
agcgecggge
gaagccgggce
ctccecegecg
gagctgggta
attggcgata
gataacgaca
tggaaggcgg
cttgctgatg
tttatcagcc
gttgaagtgg
caggtagcag
cttactgecg
gtcttccega
cagtggcgeg
accagécatc
catatgggga
agcgecgttce

acaacggtag

taccggcgat
tgatcatctg
gctggatcaa
ccacggccac
cggctgtgec
tgatcctttg
ggcaggcgtt
agtcgctgat
gcgatacgcc
cgcatccagc
ggcaaaccat
actggatggt
ctccacaagg
aactctggct
acatcagcgc
cgtcccacge

ataagcgttg

aaaaacaact’

ttggcgtaag
cgggccatta
cggtgctgat
ggaaaaccta
cgagcgatac
agcgggtaaa
cctgttttga
gcgaaaacgg
gcgacttcca
gccatctget
ttggtggcga
gctaccatta

aaagtgttac

gagcgaacgc
gtcgctggag
atctgtcgat
cgatattatt
gaaatggtcc
cgaatacgcc
tcgtcagtat
taaatatgat
gaacgatcgc
gctgacggaa
cgaagtgacc
ggcgctggat
taaacagttg
cacagtacgc
ctggcagcag
catcccgeat
gcaatttaac
gctgacgecg
tgaagcgacc
ccaggccgaa
tacgaccggt
ccggattgat
accgcatccg
ctggctégga
ccgctgggat
tctgegetge
gttcaacatc
gcacgcggaa
cgactcctgg
ccagttggtc

aatatctact
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gtaacgcgaa
aatgaatcag
cctteeccgece
tgcccgatgt
atcaaaaaat
cacgcgatgg
cceegtttac
gaaaacggca
cagttctgta
gcaaaacacc
agcgaatacc
ggtaagccegce
attgaactgc
gtagtgcaac
tggcgtctgg
ctgaccacca
cgccagtcag
ctgcgcgatc
cgcattgacc
gcagcgttgt
cacgcgtggce
ggtagtggtc
gcgcggattg
ttagggccgce
ctgccattgt
gggacgegeg
agccgctaca
gaaggcacat
agcccgtcag
tggtgtcaaa

daCaaaatata

0rnatl

3780
3840
3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580



caactagtga
cgattttctg
tattatagat
ccatctggtt
tttggatttg
gtctaccatt
gaacatacag
gctattaata
aacacatact
actgcatgcc
atggtgcact
gccaacaccc
agctgtgacc
cgcgagacga
ggtttcttag
atttttctaa
tcaataatat
cttttttgcg
agatgctgaa
taagatcctt
tctgctatgt
catacactat
ggatggcatg
ggccaactta
catgggggat
aaacgacgag
aactggcgaa
taaagttgca
atctggagcec
gcccteecgt
tagacagatc

ttactcatat

ctttatagag
tattatatat
tttaactcag
ccggcaagac
tggtatccca
acgttaacag
agtttttggg
atcgtatatg
tgatgcctta
ctgatgcggt
ctcagtacaa
gctgacgege
gtctccggga
aagggcctcg
acgtcaggtg
atacattcaa
tgaaaaagga
gcattttgcc
gatcagttgg
gagagttttc
ggcgcggtat
tctcagaatg
acagtaagag
cttctgacaa
catgtaactc
cgtgacacca
ctacttactc
ggaccacttc
ggtgagcgtg
atcgtagtta
gctgagatag

atactttaga

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt
‘ttgtttcact

atatttggcea

tatttctgta

ataaatgtct
agctatagtc
taccactaga
agaggccatt
aaatatttat
tgttatggat
ctctgtttat
attttctcct
tctgctctga
cctgacggge
gctgcatgtg
tgatacgcect
gcacttttcg
atatgtatcc
égagtatgag
ttcctgtttt
gtgcacgagt
gccccgaaga
tatéccgtat
acttggttga
aattatgcag
cgatcggagg
gccttgatceg
cgatgcctgt
tagcttcccg
tgcgcteggce
ggtctcgegg
tctacacgac
gtgcctcact

ttgatttaaa

gtggacggtc
ggaataatta

aggagactct

tttcctegte

tggaagggaa
gggacttcta
ttaaacattg
ataagaccta
tacgcatctg
tgccgeatag
ttgtctgctc
tcagaggttt
atttttatag
gggaaatgtg
gctcatgaga
tattcaacat
tgctcaccca
gggttacatc
acgttttcca
tgacgccgygg
gtactcacca
tgctgccata
accgaaggag
ttgggaaccg
agcaatggca
gcaacaatta
ccttcegget
tatcattgca
g9gggagtcag
gattaagcat

acttcatttt

aattttatta
tcgtaaacaa
aatctatcgt
tacaagatta
ctatggaacg
tagccgctgg
aaacatccat
acggagttag
catctcttaa
tgcggtattt
ttaagccagce
ccggcatccg
tcaccgtcat
gttaatgtca
cgcggaaccc
caataaccct
ttccgtgteg
gaaacgctgg
gaactggatc
atgatgagca
caagagcaac
gtcacagaaa
accatgagtg
ctaaccgctt
gagctgaatg
acaacgttgce
atagactgga
ggctggttta
gcactggggc
gcaactatgg
tggtaactgt

taatttaaaa
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ttggcecgtgg
gaaacaaata
tttgagcgga
tggaaatata
agaaggtgtc
aaacttgcta
gaacacagct
gagtcttaaa
aatggtagaa
cacaccgcat
cccgacaccce
cttacagaca
caccgaaacg
tgataataat
ctatttgttt
gataaatgct
cccttattece
tgaaagtaaa
tcaacagcgg
cttttaaagt
tcggtcgecg
agcatcttac
ataacactgce
ttttgcacaa
aagccatacc
gcaaactatt
tggaggcgga
ttgctgataa
cagatggtaa
atgaacgaaa
cagaccaagt

ggatctaggt

5640
5700
5760
5820
5880
5940
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
6540
6600
6660
6720
6780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500

o
2
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gaagatcctt
agcgtcagac
aatctgctgc
agagctacca
tgttcttcta
atacctcget
taccgggttg
gggttcgtgc
gcgtgagcta
aagcggcagg
tctttatagt
gtcagggggg
cttttgctgg
ccgtattacc
cgagtcagtg
<210> 5

<211> 702

<212> DNA
<213>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400> 5
atgacgtatc

cagatcctcc
aaaaatggca
acagtcagaa
ccccecgggag
gttaaggttg
actgctgtta
tatgtaaact
ttcacaccca

aatcagcttt

tttgataatc
cccgtagaaa
ttgcaaacaa
actctttttc
gtgtagccgt
ctgctaatcc
gactcaagac
acacagccca
tgagaaagcg
gtcggaacag
cctgtcgggt
cggagcctat
ccttttgcte
gcctttgagt

dagcgaggaag

misc_feature
.

Porcine circovirus type 2A ORF2

. (702)

caaggaggcg
gccgecgece
tcttcaacac
cgccctectg
gggggaccaa
aattctggcc
ttctagatga
actcctcecg

aacctgttct

ggatgaggct

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

tcatgaccaa
agatcaaagg

aaaaaccacc

cgaaggtaac

agttaggcca
tgttaccagt
gatagttacc
gcttggagceg
ccacgcttecc
gagagcgcac
ttcgccacct
ggaaaaacgc
acatgttctt
gagctgatac

cggaagagag

Porcine circovirus

ttaccgcaga
ctggctcgtce
ccgectctee
ggcggtggac
caaaatctct
ctgctccecc
taactttgta
ccatacaatc
tgactccacc

dCaaacctct

aatcccttaa
atcttcttga
gctaccagcg
tggcttcadc
ccacttcaag
ggctgctgece
ggataaggcg
aacgacctac
cgaagggaga
gagggagctt
ctgacttgag
cagcaacgcg
tcctgegtta
cgctecgecgce

ctc

agaagacacc
caccceccgee
cgcaccttceg
atgatgagat
ataccctttg
atcacccagg
acaaaggcca
ccccaaccct
attgattact

agaaatgtgg

cgtgagtttt
gatccttttt
gtggtttgtt
agagcgcaga
aactctgtag
agtggcgata
cagcggtcgg
accgaactga
aaggcggaca
c€cagggggaa
cgtcgatttt
gcctttttac
tccectgatt

agccgaacga

gcccccgceag
accgctaccg
gatatactgt
ttaatattga
aatactacag
gtgatagggg
cagccctaac
tctcctacca
tccaaccaaa

accacgtagg

Page 16

cgttccactg
ttctgcgegt
tgccggatca
taccaaatac
catcgcctac
agtcgtgtct
gctgaacggg
gatacctaca
ggtatccggt
acgcctggta
tgtgatgctc
ggttcctggce
ctgtggataa

ccgagegceag

ccatcttggce
ttggagaagg
caaggctacc
cgactttgtt
aataagaaag
agtgggctcc
ctatgaccca
ctccegttac
taacaaaagg

ccteggeact

7560
7620

7680

7740
7800
7860
7920
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340
8373

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

000973



- 000974
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»

gcgttcgaaa acagtatata cgaccaggac tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa 660

ttcagagaat ttaatcttaa agacccccca cttaaaccct aa 702

<210> ©

<211> 702

<212> DNA )

<213> Porcine circovirus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(702) )

<223> Porcine circovirus type 2B ORF2

<400> 6

atgacgtatc caaggaggcg ttaccgaaga agaagacacc gcccccgeag ccatcttggc 60

cagatcctece gccgeegece ctggetegtc cacccccgee accgttaccg ctggagaagg 120

aaaaatggca tcttcaacac ccgectctcc cgcaccttcg gatatactgt caagcgaacc 180

acagtcagaa cgccctcctg ggcggtggac atgatgagat tcaatattaa tgaCtttctt 240

cccccaggag ggggctcaaa cccccgcetet gtgeectttg aatactacag aataagaaag 300

gttaaggttg aattctggcc ctgctccccg atcacccagyg gtgacagggg agtgggctcc 360

agtgctgtta ttctagatga taactttgta acaaaggcca cagccctcac ctatgacccc 420

tatgtaaact actcctcccg ccataccata acccagecect tctcctacca ctcccggtac 480

tttaccccca aacctgtcect agattccact attgattact tccaaccaaa caacaaaaga 540

aaccagctgt ggctgagact acaaactgct ggaaatgtag accacgtagg cctcggcact 600

gcgttcgaaa acagtatata cgaccaggaa tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa 660

ttcagagaat ttaattttaa agacccccca cttaaccctt aa 702

<210> 7

<211> 765

<212> DNA )

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(765) .

<223> Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Vvirus strain ISul2
ORF3

<400> 7 :

atggctaata gctgtacatt cctccatatt ttcctctgtt gcagettctt gtactctttt 60

tgttgtgctg tggttgcggg ttccaatgct acgtactgtt tttggtttcc gctggttagg 120

ggcaattttt ctttcgaact cacggtgaac tacacggtgt gceccgecttg cctcaccegg 180

caagcagccg cagaggccta cgaacccggt aggtcccttt ggtgcaggat agggcatgat 240

Page 17



. 000075
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cgatgtgggg

aggacgatca tgatgaacta gggtttgtgg tgccgcctgg cctctccagce 300

gaaggccact tgaccagtgc ttacgcctgg ttggcgttcc tgtccttcag ctatacggec 360

cagttccatc ccgagatatt cgggataggg aatgtgagtc gagtctatgt tgacatcaag 420

caccaattca tttgcgctgt tcatgatggg cagaacacca ccttgcccca ccatgacaac 480

atttcagccg tgtttcagac ctattaccag catcaggtcg acggcggcaa ttggtttcac 540

Ctagaatggc tgcgtccctt cttttcctct tggttggttt taaatgtctc ttggtttcte 600

aggcgttcgce ctgcaagcca tgtttcagtt cgagtctttc agacatcaag accaacacca 660

ccgcagegge aggctttget gtcctccaag acatcagttg ccttéggcat cgcaactcgg 720

cctctgaggc gattcgcaaa gtccctcagt gecgcacgge gatag 765

<210> 8

<211> 537

<212> DNA ) ) )

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(537) . . .

<223> Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome virus strain ISU12
ORF4

<400> 8

atggctgcgt cccttctttt cctcttggtt ggttttaaat gtctcttggt ttctcaggeg 60

ttcgectgea agecatgttt cagttcgagt ctttcagaca tcaagaccaa caccaccgea 120

gcggcagget ttgctgtcct ccaagacatc agttgectta ggcatcgcaa ctcggectct 180

gaggcgattc gcaaagtccc tcagtgccge acggcgatag ggacacccgt gtatatcact 240

gtcacagcca atgttaccga tgagaattat ttgcattcct ctgatcttct catgctttct 300

Ttcttgecttt tctatgettc tgagatgagt gaaaagggat ttaaggtggt atttggcaat 360

gtgtcaggca tcgtggcagt gtgcgtcaac ttcaccagtt acgtccaaca tgtcaaggaa 420

Tttacccaac gttccttggt agttgaccat gtgcggctge tccatttcat gacgcccgag 480

accatgaggt gggcaactgt tttagcctgt ctttttgcca ttctgttgge aatttga 537

<210> 9

<211> 603

<212> DNA .

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(603) i

<223> Porcine Reproductive and Respiratory syndrome Virus strain ISUl2
ORF5 ’ :

Page 18



<400> 9
atgttgggga

gtgccgtcett
ctgatttaca
gactgggcag
gccctcacta
tttgttcacg
atttgcttcg
tataccaact
atagagaaaa
cttgatggtt
tag

<210>
<211>

<212>
<213>

10
525
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

aatgcttgac
gttttgttgc
acttgacgct
tggagtgttt
ctagccattt
ggcggtatgt
tcattaggct
ttcttctgga

ggggcaaagt

ccgcggetac

misc_feature
(L.

Porcine Reproductive and Respiratory

. (525)

ORF6

<400> 10
atggggtcgt

gcgttttcta
ctgctagggce
acattcgtgce
ctcctttggg
ttgtgettgce
ggctttcatc
actacggtca
gctgttaaac
<210>
<211>

<212>
<213>

11
372
DNA

ccttagatga
ttacctacac
ttctgcacct
actttcagag
gggtgtactc
taggccgcaa
cgattgcgge
acggcacatt

agggagtggt

AM102713 SEQ LIST.ST25.txt

cgcgggetgt
gctcgtcagce
atgtgagctg
tgtcattttt

ccttgacaca

tctgagtagc

tgcgaagaat
cactaagggc
tgaggtcgaa

ccctgtaacc

cttctgtcat
gccagtgatg

tttgatcttc

tacaaataag

agccatagaa
gtacattctg
aaatgataac

ggtgcccgyg

aaaccttgtc

tgctcgcaat
gccaacggga
aatggcacag
cctgtgttga
gtcggtctgg
atctacgegg
tgcatgtcct
agactctatc
ggtcacctga

agagtttcag

Porcine reproductive and respiratory

gatagcacgg
atatatgccc
ctgaattgtg
gtcgcgctca
acctggaaat
gccecctgecce
cacgcatttg
ttaaaaagcc

aaatatgcca

Porcine reproductive and respiratory

tgcttttttt
acagcagctc
attggctagce
ctcacattgt
tcac£gtgtc
tctgtgecct
ggcgctactc
gttggcggtc
tcgacctcaa

cggaacaatg

gtggtgtatc
aaatttacag
taataaattt
ctcttatggt
taccgctggg
ggétgcgttg
atgtaccaga
gcctgtcatce
aagagttgtg
gggtcgtcct

syndrome virus

Syndrome virus starin

ctccacaaaa
taaaggtgag
ctttcacctt
ctatgggagc
tcatcacctc
accacgttga
tcgtecggeg
tcgtgttggg

aataa

ggtgctcttg
tcgeggecga
cgggtacatg
agtagttgca
cagatgccgt
aagtgccgea
tceecggcetece

tggcagaaaa

syndrome virus
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<220>
<221>
<222>
<223>

misc

(L.
ORF7

<400> 11
atgccaaata

cagctgtgcc
ccgggaaaga
gatgatgtca
accgecttta
actgtggagt
ccctcagcat
<210>
<211>

<212>
<213>

12
606
DNA

<220>
<221>
<222>
<223>

L.
ORF5

<400> 12
atgagatgtt

tttttgctgt
taccaataca
cattttgatt
ctgggttttc
acaggatttg
gcgctcgtat
acccggttta
atagtggtag
gtcgtecteg

gcctag

_feature

.(372)

acaacggcaa
agatgctggg
aaaataagaa
gacatcactt
atcaaggcgc
ttagtttgec

ga

misc_feature

. (606)

ctcacaaatt
gtaccggctt
tatataactt
gggcagtcga
tcacaacaag
ttggcgggcg
gttttgtcat
ccaacttcat
agaaattggg

aaggggttaa
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gcagcagaag
taagatcatc
gaaaaacccg
tacccctagt
tgggacttgce

tacgcatcat

ggggcgttté
gtcctggtcc
aacgatatgc
gacctttgtg
ccattrtttt
gtatgtactc
ccgtgctgtt
tgtggacgac
caaagctgaa

agctcaaccc

agaaagaagg
gctcagcaaa
gagaagcccc
gagcggcaat
accctgtcag

actgtgcgec

Porcine reproductive and respiratory

Porcine Reproductive and Respiratory

ttgactcctc
tttgtcgetg
gagctgaatg
ctttacccgg
gacgcgctcg
agcagcgtgt
aaaaattgca
cgggggagaa
gtcggtggeg
ttgacgagga

gggatggcca
accagtccag
atttccctct
tgtgtctgtc
attcagggag

tgatccgegt

gccagtcaat

aggcaaggga'

agcgactgaa
gtcaatccag
gataagttac

cacagcatca

syndrome virus

Syndrome Virus strain

actcttgcett
gcagcggcag
ggaccgactg
ttgccactca
gtctcggcgc
acggcgcettg
tggcttgccg
tccatcggtg
accttgtcac

cttcggctga
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ctggtggcett
cagctcgaca
gttgtccaac
tatcctctca
tgtgtccact
tgctttecgea
ctatgcccac
gaagtctcca
catcaaacat

gcaatgggaa

RN

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome Virus strain ISU12
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POXVIRUS DE MAPACHE QUE EXPRESA GENES DE VIRUS PORCINO ;

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se relaciona con un nuevo vector de poxvirus
recombinante de mapache que expresa los genes del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) solo o en combinaciéon con el
circovirus porcino (PCV) y su uso como una vacuna en la profilaxis de la
enfermedad causada por PCV y/o PRRSV.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) es un
virus de ARN de cadena positiva, un miembro de la familia Arteriviridae, género
Arterivirus. El PRRSV infecta cerdos, originando la “Enfermedad Porcina
Misteriosa” que se detectd inicialmente en 1987 en Norte Ameérica, luego la
enfermedad se esparcio a través de Europa en 1990. Desde 1990, el PRRSV se
ha vuelto una de las principales amenazas globales a la industria porcina,

ocasionando fuertes pérdidas de produccion en las manadas de cerdos.

Ahora conocida como Sindro_me Reproductivo y Respiratorio Porcino
(PRRS), la Enfermedad Porcina Misteriosa (también denominada enfermedad del
Oido Azul, Sindrome de Aborto y Respiratorio Epidémico Porcino (PEARS) o
Sindrome Respiratorio (SIRS)) se caracteriza por la falla reproductiva de las
cerdas embarazadas que da como resultado un nimero anormalmente alto de
abortos durante la ultima fase de gestacion, anorexia, muerte fetal, fetos
momificados, problemas respiratorios por post-parto y lechones débiles que
mueren poco después del nacimiento de enfermedad respiratoria o infecciones
secundarias. En los lechones, la infeccién con PRRSV origina afecciones
respiratorias y una tasa alta de mortalidad que puede alcanzar tanto como el 70%

de mortalidad en lechones o mas. Los cerdos més viejos pueden mostrar signos
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leves de enfermedad respiratoria o infecciones secundarias. El virus se esparce
rapidamente en las poblaciones porcinas, y hasta el 95% de los cerdos en una
manada se pueden volver sero-positivos a los dos a tres meses después de la
infeccion inicial. Aun si las infecciones se estabilizan, existe una alta probabilidad
de que el esparcimiento del PRRSV por las excretas de las cerdas hembra
jovenes infectara las cerdas embarazadas y volveran a ocurrir los problemas

reproductivos. El impacto econdmico del PRRS en las manadas de cultivos de
cerdo es considerable. '

Aislado primero en Holanda como la causa de la Enfermedad Porcina
Misteriosa, el PRRSV se identificé como el virus Lelystad (LV) (G. Wesvoort et
al., Vet. Quarterly 3:121-130 (1991)). Poco después, un diferente aislado Olot se
encontré en Espafia (Plana et al., Vet Microbiol., 33:203.211, 1992).
Posteriormente, nuevos aislados de PRRSV se han descrito en varias:

publicaciones (ver, por ejemplo, solicitud EP No. 0 529 584 A2, WO 93/06211 y
WO 93/07898.

Publicaciones adicionales revelaron las caracteristicas estructurales de los
aislados de virus PRRS tal como el genoma del virus Lelystad (LV) completo
(J.J.M. Meulenberg et al., “Lelystad virus, the causative agent of porcine epidemic
abortion and respiratory syndrome (PEARS), is related to LDV and EAV,” Virology
192: 62-72 (1993)); un segmento del genoma del aislado del virus (TV) PRRS de
Tubingen (Alemania) (K-K. Cozelmann ef al., “Molecular characterization of
porcine reproductive and respiratory syndrome virus, a member of the Arterivirus

group,” Virclogy 193: 329-339 (1993)) y otros aislados, permitiéndole a los genes
ser clonados y secuenciados.

Los viriones del arterivirus, en general, son de 50-70 nm de diametro y
contienen un nucleocapsido isomérico (probablemente icosahédrico), de 35 nm
de diametro, circundado por una cubierta cercanamente adherente con

estructuras de superficie similares a panales. El genoma consiste de una
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molécula Unica de sentido positivo lineal, ssARN, de 13 a 15 kb en tamafo. E|
virus PRRS tiene un tamafio de 50-60 nm, con una cubierta de aproximadamente
30-35 nm contenida en el nucleocapsido, y'una molécula de ARN unica. El ARN
genomico del PRRSV es aproximadamente 15 kb (15000 pares base). El genoma
codifica la ARN replicasa (ORF1a y ORF1b), las glicoproteinas GP2 a GP5, la
proteina de membrana ihtegral M, y la proteina de nucleocapsido N (los ORF 2 a

7). El ARN genémico se sintetiza por via del intermedio replicativo de sentido
negativo de longitud completa.

La molécula de ARN de cadena tnica del genoma del PRRSV contiene
una cola de poli-A en el extremo 3'. La estructura contiene siete cuadros de
lectura abiertos (ORF) que codifican las proteinas virales. Del ORF1 al ORF7
muestran pequefios segmentos traslapantes entre ellos. La sintesis de las
proteinas virales se produce de un grupo de transcriptos subgendmicos de
diferente longitud (mARN), pero de un extremo poliadenilado 3’ similar, y Ia
secuencia lider 5 que se origina de la secuencia del extremo 5’ ho codificante.
Esta forma de expresion de proteina viral es considerada como los mMARN
anidado y se han descrito previamente para coronavirus (W. J. m. Spaan et al., J.
Gen. Virol. 69:2939-2952 (1988)). Con base en la secuencia de nucledtido del
aislado viral de PRRSV Lelystad (LV) y Tubingen (TV), y por homologia con lo
que se habia observado con otros arterivirus, se ha propuesto que en el genoma.
viral, el ORF1 (a y b) codifiquen para polimerasa y replicasa viral. Del ORF2 al
ORF6 codifican las proteinas de cubierta viral, y el ORF7 codifica Ia proteina de
nucleocapsido. La replicasa y polimerasa viral son proteinas de gran tamario, 260
y 163 kDa respectivamente, y ambas contienen tres posibles sitios de
glicosilacion posibles. Las proteinas de cubierta (los ORF 2 a 6) localizados en el
extrémo 3’ son pequefos, entre 30 y 19 kDa. Todos ellos contienen mas de dos
posibles sitios de glicosilacion, especialmente el ORF3 que contiene 7 sitios.
Todas esas proteinas contienen secuencias hidréfobas en los extremos
terminales amino (N-) y carboxi (C-) que podrian trabajar como la secuencia lider

y el ancla de membrana. Generalmente, ellas son proteinas hidréfobas, de
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acuerdo con su localizacién asociada a una membrana. EI ORF 6 tiene 3
segmentos hidréfobos localizados dentro de los 90 residuos de aminodcido en el
extremo N-terminal. La proteina codificada por ORF7, que posiblemente
corresponde al nucleocapsido viral, es extremadamente basica con los residuos
de arginina, lisina e histidina en el extremo N-terminal. Las secuencias de
aminoacido de la polimerasa viral LV y TV, las proteinas estructurales y el
nucleocapsido muestran una identidad de entre el 29% y el 67% en comparacion

con el virus LDV, y entre el 20% y 36% en comparacion con el virus EAV.

La enfermedad originada por el PRRSV es responsable por pérdidas
severas en la industria global de cerdos. Por esta razén, se han realizado
investigaciones que han desarrollado vacunas capaces de evitar la infeccion
originada por el PRRSV. La base para ¢l desarrollo de la vacuna mas vieja es el
hecho de que el PRRSV crece en los macrofagos alveolares primarios de las
celulas anfitrionas (el cerdo) y en las lineas celulares del rifidn de mono. En gran
parte, las vacunas anteriores contra FRRSV, que se han descrito en la WO
92/21375, WO 93/06211, WO 93/07898 y ES P9301973, son vacunas
convencionales obtenidas de los virus que crecen sobre macréfagos y
posteriormente inactivados. Las vacunas se describen como siendo capaces de

evitar el Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) y evitar
alteraciones reproductivas en cerdas.

También de significado mayor al bienestar de los cerdos es otra
enfermedad ampliamente difundida denominada Sindrome de Desmedro
Multisistémico Post-destete (PMWS). EI PMWS, que afecta tipicamente lechones
destetados entre alrededor de 5-18 semanas de edad, posee una amenaza para
la salud habitual o potencial para los lechones en proporciones epidémicas e
impacta seriamente el interés econémico de la industria porcina global. Los
signos clinicos del PMWS consisten de pérdida de peso progresiva, disnea,
taquipnea, anemia, diarrea e ictericia. Aunque mas prevalente en lechones

destetados, la enfermedad debilitante puede afectar a cualquier animal de Ia
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familia porcina que incluye cerdos, porcinos y cerdos adultos. La tasa de

mortalidad puede variar desde el 1% al 2%, y hasta el 40% en algunos casos
complicados en todo el mundo. El circovirus porcino tipo 2 (comlnmente
denominado como PCV-2) se ha identificado como el principal agente causante
de PMWS (G. M. Alian et al., “Novel porcine circoviruses from pigs with wasting
disease syndromes,” Vet. Rec., Vol. 142, paginas 467-468, 1998: G. M. Alian et
al., “Isolation of porcine circovirus-like viruses from pigs with a wasting disease in
the USA and Europe,” J. Vet. Diagn. Invest., Vol. 10, paginas 3-10, 1998). Es una
meta critica dentro del negocio comercial de cerdos, por lo tanto, evitar brotes de
PMWS en la familia de cerdos a través del desarrollo de una vacuna efectiva

contra PCV2, el agente etiolégico del PMWS, como un objetivo para la
vacunacion en masa de animales en riesgo.

La Patente Estadounidense No. 6,217,883, que corresponde a la Patente
francesa No. 2,781,159B, se relaciora con cinco cepas PCV aisladas de
muestras pulmonares o ganglionares tomadas de cerdos infectados con PMWS
en Canad4, California y Francia Y su uso en combinacién con por lo menos un
antigeno de parvovirus porcino en composiciones inmunogénicas multivalentes.
Las proteinas codificadas por los cuadros de lectura abiertos (ORF) PCV2 que
consisten de ORF1 a ORF13 se describen ampliamente en la patente pero no
existe ejemplo de ninguna proteina especifica que exhiba propiedades
inmunogénicas. La patente describe vectores que consisten de plasmidos de
ADN, moléculas de ADN lineales y los virus recombinantes que contienen y

expresan in vivo una molécula.de acido riucléico que codifica el antigeno PCV.

La patente de los Estados Unidos No. 6,368,601 se relaciona con nuevas
cepas de circovirus porcino aisladas de las muestras pulmonares o ganglionares
obtenidas de las fincas afectadas por el Sindrome de Desmedro Multisistémico
Post-destete (PMWS). En particular, la patente describe preparaciones
purificadas de estas cepas, vacunas atenuadas o inactivadas convencionales,

vacunas vivas recombinantes, vacunas de plasmido y vacunas sub-unitarias, asi
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como también reactivos y métodos de diagnostico. La patente ademas describe
un vector que comprende las secuencias de la molécula de ADN aislado que se
pueden utilizar para la produccién de subunidades en un vector de expresion in
vitro o como secuencias que se van a integrar en un vector de expresion in vivo |
tipo virus o plasmido. La patente describe ampliamente su vector como el de un
herpes virus de cerdo, un adenovirus porcino o un poxvirus Yy, mas

particularmente, un virus de la enfermedad de Aujesky, el virus vaccinia, el virus
de viruela aviar o el virus de viruela porcina.

Previamente, ciertos geneé del virus del sindrome reproductivo y
respiratorio porcino (PRRSV) (ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORFS, ORF7) se han
expresado en diferentes sistemas de vector: Baculovirus, virus de Pseudorabia,
TGEV y ADN de plasmido. Todos estos sistemas de expresion estan limitados

por ser capaces de expresar solamente uno o dos cuadros de lectura abiertos en
una construccion viral.

Por ejemplo, la Patente Estadounidense No. 5,888,513 se relaciona con
proteinas recombinantes del virus causante del Sindrome Reproductor y
Respiratorio Porcino (PRRS), que corresponde-del ORF2 al ORF7 del aislado
Espafiol PRRSV (PRRS- -Olot), que se ha producido en el sistema de expresion
de baculovirus utilizando cultivos de célula Sf9 (células de insectos Spodoptera
frugiperda) como un anfitrion permisivo. La patente describe las proteinas
recombinantes como adecuadas para la formulacion de vacunas Capaces de
proteger los rebafos porcinos del PRRS Yy para la preparacion de kits de
diagndstico para la deteccion de los anticuerpos anti-PRRSV asi como tamblen
del PRRSV en una muestra bioldgica de cerdo. Especificamente, la patente se
relaciona con un sistema de expresion recombinante que comprende un
baculovirus recombmante y un método para expresar las proteinas subunitarias
virales aisladas entre por lo menos una secuencia de nucledtido aislada
seleccionada del grupo que consiste de ORF2 a ORF7 del aislado PRRS-Olot de

un vector de transferenvcia de baculovirus. La patente también describe una
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vacuna recombinante que contiene por lo menos una proteina PRRSV
recombinante.

Existe una cantidad significativa de informacion publicada sobre el tema
del poxvirus recombinante de mapache para la expresion de antigenos porcinos y
el uso como vacunas. Por ejemplo, la Patente Estadounidense No. 6,294,176
describe un vector de poxvirus recombinante de mapache (RCNV) que suministra
la insercion de una o mas secuencias de ADN extrafo de los cuadros de lectura
abiertos (los ORF) del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
(PRRSV), hemaglutinina del virus de la influenza de cerdos (SIV HA),
neuraminidasa del virus de la influenza de cerdos (SIV NA) y parvovirus porcino
(PPV), tal como uno del ORF2-7 del PRRSV, en una region no esencial dentro de
la region gendmica Hindlll “U”, Ia region genomica Hindlll “M” o la region
gendémica Hindlll “N” del genoma de poxvirus de mapache. El genoma viral del -
poxvirus de mapache se describe en la patente por contener una supresion en el
gen con rango de huésped del poxvirus de mapache del genoma viral. La patente-
suministra un vector de homologia para producir el poxvirus recombinante de
mapache al insertar la secuencia de ADN extrafia en el genoma de poxvirus de
mapache. En los ejemplos, la patente solamente muestra como preparar Ia
insercion del ADN extrafio en la regiér gendmica Hindlll “U”. El andlisis de Ia
secuencia de ADN indica que la regi(')n genomica Hindlll “U” descrita por los
propietarios de la patente no es la insercion de hemaglutinina (ha) y/o las

regiones de timidina quinasa (tk) del genoma de poxvirus recombinante de
mapache.

La Patente Estadounldense No. 7,109,025 describe vectores virales y
vacunas que utilizan los adenovirus recombinantes porcinos. En particular, la
patente describe un adenovirus porcino replicante y recombinante in vivo que
comprende una secuencia de nucleétido heterdloga insertada en el adenovirus
porcino bajo condiciones que le posibilitan posteriormente ser replicados in vivo y

expresar la secuencia de nucleétido heterdloga insertada. La patente describe
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ademas utilizar un genoma de adenovirus del serotipo 3 o 5 del adenovirus
porcino (PAV) (PAV-3 o PAV-5) e insertar la secuencia de nucledtido heterologa
que codifica por lo menos un producto en una zona no esencial de la regién E3
del genoma PAV-3 o PAV-5 localizada corriente abajo del promotor tardio mayor
(MLP). La patente también se relaciona con un fragmento de ADN que
comprende todo o parte de la secuencia de nucleotldo referenciada. El vector
PAV recombinante se muestra por expresar un agente patdgeno porcino
seleccionado del grupo que consiste de virus de pseudorabia, virus de la
influenza de cerdos, virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino, virus
parvovirus, Virus de Colera de Cerdos, circovirus porcino- tipo 2, Actinobacillus

pleuropneumoniae y Micoplasma hyopneumoniae.

La Patente Estadounidense Numero 6,497,883 trata con el uso de un
poxvirus recombinante, tal como el virus de viruela aviar, que contiene un ADN
extrano del circovirus porcino tipo 2 junto con los métodos para tratar o evitar Ia
enfermedad originada por el circovirus porcino tipo 2. Especificamente, el
poxvirus recombinante de la patente comprende una molécula de ADN aislada
que consiste de los ORF1 a 13 del circovirus porcino tipo 2, en donde el poxvirus

recombinante es un virus de viruela de canario ALVAC recombinante.

La Patente Estadounidense Numero 7,211 ,379 se relaciona con un método
para reducir la carga viral del cirocvirus porcino tipo 2 (PCV-2) en un cerdo al
incluir una respuesta inmune contra PCV-2 a través de la administracion de una
composicion inmunogénica que comprende un antigeno PCV-2. La patente
describe el antigeno como un vector qUe contiene una secuencia de nucleétido
PCV-2 exdgena, en donde la secuencia de nucledtido PCV-2 codifica y expresa
ORF4, ORF13, u ORF4 y ORF13. En algunas modalidades mostradas en la
patente, la composicion inmunogénica incluye uno o mas de los patdégenos de
cerdo adicionales. La composicion utilizada en el metodo descrito en la patente
comprende adicionalmente por lo menos un inmunégeno proveniente de por lo

menos un patdégeno de cerdo adicional o un vector que expresa tal inmunodgeno
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en el cual el patégeho de cerdo adicional se seiecciona del grupo que 'c":ons"iste de
PRRS, Micoplasma hyopneumoniae,  Actinobacillus pleuropneumoniae,
Escherichia coli, rinitis -atrofica, pesudorabia, coélera de cerdos, influenza de
cerdos, virus de la encefalomiocarditis, y PPV. Los vectores descritos en la
patente comprenden un plasmido de vestor de ADN, una bacteria tal como una E.
coli, un virus tal como baculovirus, un herpesvirus que incluye los virus herpes del
cerdo o un virus de la enfermedad de Aujeszky (pseudorabia), un adenovirus que
incluye un adenovirus porcino, Y un poxvirus que incluye un virus vaccinia, un

virus de viruela aviar, un virus de viruela de canario, un virus de viruela de
mapache y de viruela de cerdo.

Las descripciones de la Patente Estadounidense NUmero 6,241,989 y su
Patente Estadounidense continuacion Numero 7,087,234 que tratan con los
poxvirus recombinantes multivalentes de mapache, que contienen mas de un gen
exogeno insertado en el gen de timidina quinasa o el gen de hemaglutinina. Se
describe en estas dos patentes relacionadas el uso de los poxvirus
recombinantes multivalentes de mapache como vacunas para inmunizar felinos
contra la posterior exposicion a patégenos de felino. También se describe un
metodo para elaborar un poxvirus recombinante multivalente de mapache
mediante un proceso recombinante que involucra la construccion de un vector de
insercion en el cual se insertan los genes exogenos; y flanqueando los genes
insertados estan las secuencias que se pueden recombinar en el gen de la
timidina quinasa de poxvirus de mapache o el gen de Ia hemaglutinina;
introduciendo tanto el vector de insercién que contiene los genes exdgenos,
como el poxvirus de mapache en las células anfitrionas susceptibles: y
seleccionando el poxvirus recombinante de mapache de las placas resultantes. El
poxvirus recombinante multivalente de mapache de las patentes puede infectar y
replicarse en células de felino, y contierie mas de un gen exogeno insertado en
un region que consiste de un gen de hemaglutinina o un gen de timidina quinasa
del genoma de poxvirus de mapache que no es esencial para la replicacion viral,

notoriamente en donde los genes exogenos estan operablemente ligados a un
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promotor para la expresion; y cada gen exdgeno codifica un antigeno de
patdgeno de felino. Las patentes describen genes exogenos que codifican los
antigenos de patégeno de felino tales como el virus de | leucemia felina (FelLV
Env), el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV Gag), el virus de la
ihmunodeficiencia felina (FIV Env), el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV
M), el virus de la peritonitis infecciosa felina (FIPV N), el calicivirus felino (proteina
de capsido FCV), el virus de Ia panleucopenia felina (FPV PV2) vy la rabia G. A
pesar de todos los esfuerzos hechos er la técnica de vacuna veterinaria, subsiste
aln una necesidad reconocida en la técnica por una vacuna recombinante PCV
y/o PRRSV monovalente o multivalente segura y efectiva que protegeria
adecuadamente a los cerdos de ser infectados con el virus o los virus. También
es necesario un método seguro y efectivo para la prevencion de la infeccién o
enfermedad originada por PCV y/o PRRSV a través de la administracion de una
vacuna recombinante que pueda dar una respuesta inmune protectora adecuada
en un cerdo contra PMWS y/o PRRS. Ademas de la seguridad y eficacia luego de
la administracién a los cerdos, se lograrén otros beneficios con las vacunas
PRRSV convencionales, inactivadas mediante Ia vacuna recombinante que
elimina el riesgo de una infeccién accicental del virus libre o del virus inactivado
que se revierte a su estado patégeno. Es claro que el desarrollo de una vacuna
porcina vectorizada de poxvirus de rna_pache segura y efectiva daria como
resultado importantes ventajas en el uso para evitar serias enfermedades de los
cerdos, para asegurar la seguridad de los empleados durante la produccién de la
vacuna y para eliminar completamente cualquier cambio de los virus patégenos

que sobrevivan la inactivacion y los procedimientos de descontaminacién
utilizados en la produccion comercial.

Todas las patentes y publicaciones citas en esta especificacion se
incorporan aqui como referencia en su totalidad.

006087
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En su aspecto mas amplio, la invencion suministra una vacuna de vector
recombinante de poxvirus segura y efectiva en la cual el vector expresa una o
mas de las proteinas antigénicas codificadas por uno o mas de los aislados de
virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), preferiblemente
las proteinas antigénicas codificadas mediante cuadros de lectura abiertos
mdltiples de uno o mas aislados de virus del sindrome reproductivo y respiratorio
porcino (PRRSV), solo o en combinacién con una o mas de los cuadros de
lectura abiertos del circovirus porcino tipo 2 (PCV-2) en los sitios ha y/o tk. En
una modalidad particular, el vector cornprende ademas una molécula de Acido
nucleico que codifica la glicoproteina dal virus de la leucemia felina que lleva el
fenotipo FeLV P27". El gen del capsido FelV P27* o PCV-2 es atil como un
marcador Unico para seleccionar los clones en diferentes combinaciones. Esta
invencion también suministra un métodc para proteger cerdos contra el Sindrome
de Desmedro Multisistémico Post-destete y/o el Sindrome Reproductivo y

Respiratorio Porcino al administrar la nueva vacuna recombinante potente a los
cerdos necesitados de la proteccion.

De acuerdo con esto, un primer aspecto de la invencién suministra un
vector de poxvirus recombinante de mapache (rRCNV) que comprende una o
mas moléculas de 4cido nucleico exogeno que codifican una proteina del virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV), en donde:

a) por lo menos una molécula de acido nucleico se inserta en el sitio de
la hemaglutinina o en el sitio de la timidina quinasa del genoma del
poxvirus de mapache; o

b)  por lo menos dos moléculas de 4cido nucleico se insertan en el sitio

de la hemaglutinina o en el sitio de la timidina quinasa del genoma del
poxvirus de mapache; o
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c) por lo menos una molécula de acido nucleico se inserta en el sitio de
la_ hemaglutinina y por lo menos una molécula de acido nucleico se

inserta en el sitio de la timidina quinasa del genoma del poxvirus de
mapache; o

En una modalidad, el vector de poxvirus de mapache comprende por lo menos
dos moléculas de &cido -nucleico que se insertan en el sitio de la hemaglutmlna y
por lo menos dos moléculas de &cido nucleico que se msertan en el sitio de la

timidina quinasa del genoma de poxvirus de mapache,
10

, En una modalidad, el vector de poxvirus de mapache comprende ademas una
'\. molécula de &cido nucleico que codifica una proteina del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) que se inserta en un tercer sitio no

. esencial del genoma de poxvirus de mapache ademas de los sitios de Ia timidina
15 quinasa y la hemagiutinina del genoma de poxvirus de mapache. Cualquier sitio

no esencial del genoma de poxvirus recombinante de mapache se puede
contemplar para uso en la invencién.

En una modalidad, el tercer sitio no esencial del genoma de poxvirus de
20 mapache es el sitio inhibidor de la serina proteasa.

‘ En una modalidad, cada una de una o mas moléculas de acido nucleico
exogenas codifican uno o mas cuadros de lectura abiertos de un virus del
‘ sindrome reproductivo y respiratorio porcino. Los cuadros de lectura abiertos se

25  seleccionan del grupo que consiste de ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF®6,
ORF7 y una combinacion de éstos.

En una modalidad, el vector de poxvirus codifica por Io menos dos copias
de la misma proteina del virus del sindrome reproductivo Yy respiratorio porcino.
30 Las dos copias de la misma proteina se pueden codificar mediante dos moléculas

diferentes de acido nucleico, o se pueden codificar por la misma molécula de
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acido nucleico. Las dos copias de la misma proteina pueden estar operablemente
ligadas a un promotor, o las dos copias de la misma proteina pueden estar
operablemente ligadas ‘a promotores separados. Las dos copias de la misma
proteina se codifican por un cuadro de lectura abierto del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino seleccionado del grupo que consiste de ORF1,
ORF2, ORF3, ORF4, ORF5, ORF6, ORF7 y una combinacién de éstos.

En una modalidad, las dos o mas moléculas de acido nucleico se insertan

en el sitio de la hemaglutinina y/o el sitio de Ia timidina quinasa del genoma de
poxvirus de mapache.

En una modalidad, las dos moléculas de acido nucleico exogenas codifican
por lo menos dos cuadros de lectura abiertos del virus del sindrome reproductivo
y respiratorio porcino seleccionado del grupo que consiste de ORF5-ORF®,
ORF5-ORF6-ORF7, ORF3-ORF5-ORF6, ORF3-ORF4-ORF7, ORF3-ORF4-
ORF\S-ORF7, ORF3-ORF4-ORF6-ORF7, y ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF7.

En una modalidad, el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino
es el ISU12 (lowa), Olot/91 (EspaﬁQI) 0 ambos.

En una modalidad, el vector de poxvirus recombinante de mapache
comprende ademas una molécula de acido nucleico que codifica un cuadro de
lectura abierto (ORF) del circovirus porcino tipo 2 (PCV2).

En una modalidad, el cuadro de lzctura abierto del circovirus porcino 2 es
el ORF2.

En una modalidad, el PCV2 ORF2 se puede insertar separadamente en el

sitio de la timidina quinasa de! genoma d= poxvirus de mapache.
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En una modalidad, el vector del poxvirus recombinante de mapache

comprende ademas una secuencia de nucledtido que codifica una glicoproteina
del fenotipo P27* del virus de leucemia felina.

En una modalidad, el poxvirus de mapache esta vivo y es replvicable.

Un segundo aspecto de la invencion suministra una vacuna recombinante
porcina que comprende una cantidad inmunolégicamente efectiva de uno
cualquiera 0 mas de los vectores de poxvirus recombinantes de mapache

descritos aqui, y, opcionalmente, un vehiculo, diluyente o adyuvante adecuado.

En una modalidad, la vacuna recombinante porcina comprende una
cantidad inmunolégicamente efectiva de dos o mas de los vectores de poxvirus

recombinantes de mapache como se describen aqui, y, opcionalmente, un
vehiculo o diluyente adecuado.

En una modalidad, el poxvirus de mapache esta vivo y es replicable.

En una modalidad, la vacuna esta libre de adyuvante.

En una modalidad, la vacuna se administra como una dosis Unica o como
dosis repetidas.

En una modalidad, la vacuna recombinante porcina comprende ademas
por lo menos un antigeno porcino adicional. El antigeno porcino adicional se
selecciona del grupo que consiste del antigeno de Micoplasma hyopneumoniae,
el antigeno de Haemophilus parasuis, el antigeno de Pasteurella multocida, el
antigeno de  Streptococcum suis, el antigeno de Actinobacillus
pleuropneumoniae, el antigeno de Bordetella bronchiseptica, el antigeno de
Salmonella choleraesuis, el antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae, el antigeno

de la baceteria leptospira, el antigeno del virus de la influenza porcina, el
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antigeno del parvovirus porcino, el antigeno de Escherichia coli, el antigeno del

coronavirus respiratorio porcino, el antigeno de rotavirus, un antigeno de un
patégeno causante de la Enfermedad de Aujesky, el antigeno de Ia

Gastroenteritis Transmisible Porcina Y una combinacién de éstos.

Un tercer aspecto de la invencion suministra un método para inducir una
respuesta inmune contra el virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino,
que comprende administrar a un animal porcino una vacuna recombinante

porcina comprendida de uno o mas de Ins vectores del poxvirus recombinante de
mapache como se describi6 aqui.

En una modalidad, la respuesta inmune es una respuesta humoral o
mediada por anticuerpo. En una medalidad, la respuesta inmune es una
respuesta inmune mediada por célula o mediada por célula T. |

En una modalidad, la respuesta inmune protectora se induce al administrar

una dosis de vacuna que varia desde aproximadamente 4.5 LongCIDso_/mI a
aproximadamente 7.5 Log1oTCIDso/ml.

En una modalidad, la vacuna recombinante porcina utilizada para inducir
una respuesta inmune comprende uno o mas del o los vectores de un poxvirus
recombinante de mapache vivos y repliczbles.

En una modalidad, la vacuna recombinante porcina utilizada para inducir

una respuesta inmune comprende dos o mas vectores de poxvirus recombinante
de mapache vivos y replicables.

Un cuarto aspecto de la invencién suministra un método para evitar el
Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino y el Sindrome de Desmedro
Multisistémico Post-destete, que comprende administrar a un animal porcino
necesitado de protecciéon una vacuna recombinante porcina que comprende una

cantidad inmunolégicamente efectiva de uno o mas del o los vectores de poxvirus
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recombinante de mapache como se describié aqui, y opcionalmente, un vehiculo,
diluyente o adyuvante adecuado.

En una modalidad, el o los vectores de poxvirus recombinante de mapache
es/son vivos y replicables.

Un quinto aspecto dé la invencién suministra el uso de cualquiera de los
vectores o vacunas de la invencion para la preparacion de un medicamento para
inducir una respuesta inmune protectora a un virus porcino en un mamifero, o
evitar el Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino y/o el Sindrome de
Desmedro Multisistémico Post-destete en un mamifero.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es la secuencia de 4cido nucleico del plésmido pFD2000A-
FDAH (SEQ ID NO: 1)

La Figura 2 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pFD2001 TK-
FDAH (SEQ ID NO: 2)

La Figura 3 es la secuencia de aciclo nucleico del plasmido pFD2003SEL-
FDAH (SEQ ID NO: 3) ’

La Figura4 es la secuencia de acido nucleico del plasmido pFD200038EL-
GPV-PV-FDAH (SEQ ID NO: 4)

La Figura 5 es la secuencia de acido nucleico del PCV2A ORF2-FDAH
(SEQ ID NO: 5)

La Figura 6 es la secuencia de acido nucleico del PCV2B ORF2-FDAH
(SEQID NO: 6)
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La Figura 7 es la secuencia de acido nucleico del PRRSV ISU12-ORF3-
FDAH (SEQ ID NO: 7)

La Figura 8 es la secuencia de acido nucleico del PRRSV I1SU12-ORF4-
FDAH (SEQ ID NO: 8)

La Figura 9 es la secuencia de acido nucleico del PRRSV ISU12-ORF5-
FDAH (SEQIDNO:9)

La Figura 10 es la secuencia de acido nucleico del PRRSV I1SU12-ORF6-
FDAH (SEQ ID NO: 10)

Lé Figura 11 es la secuencia de acido nucleico del PRRSV ISU12-ORF7-
FDAH (SEQ ID NO: 11)

La Figura 12 es la secuencia de 4cido nucleico del PRRSV Olot91-ORF5-
FDAH (SEQ ID NO: 12)

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Antes que se describan los presentes métodos y la metodologia de
tratamiento, se debe entender que esta invencion no esta limitada a métodos
particulares, y a las condtcrones experimentales descritas, en razén a que tales
métodos y condiciones pueden variar. También se debe entender que la
terminologia utlllzada aqui es para propésitos de describir las modalidades
particulares solamente, y no pretende ser limitante, en razén a que el alcance de

la presente invencion estara solamente lirmitado en las reivindicaciones finales.

Como se utiliza en esta especificacion y las reivindicaciones finales, las

formas singulares “un”, “una”, y "el” incluyen las referencias plurales a menos que
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el contexto claramente dicte otra cosa. Asi, por ejemplo, las referencias a “el
meétodo” incluyen uno o mas métodos, y/o etapas del tipo descritas aqui y/o que

se volveran evidentes para aquellas personas expertas en la técnica luego de la

lectura de esta descripcion y asi sucesivamente.

De acuerdo con esto, en la presente solicitud, se podria emplear biologia
molecular, microbiologia, y técnicas de ADN recombinantes convencionales para
el experto. Tales técnicas se explican completamente en la literatura. Ver, por
ejemplo, Byrd, CM y Hruby, DE, Methods in Molecular Biology, Vol. 269: Vaccinia
Virus and Poxvirology, Capitulo 3, paginas 31-40; Sambrook, Fritsch & Maniatis,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Edicién (1998) Cold Spring
Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York (aqui “Sambrook et al.,
1989”); DNA Cloning: A Practical Approach, Voldmenes | y Il (D.N. Glover ed.
1985); Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait ed. 1984); Nucleic Acid Hybridization
(B.D. Hames & S.J. Higgins eds. (1985)); Transcription And Traslation (B.D.
Hames & S.J. Higgins, eds. (1984)); Animal Cell Culture (R.I. Freshney, ed.
(1986)); Immobilized Cells And Enzymes (IRL Press, (1986)), B. Perbal, A
Practical Guide To Molecular Cloning (1984); F.M. Ausubel et al. (eds.), Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons, Inc. (1994).

Aunque cualquiera de los métodos y materiales similares o equivalentes a
aquellos descritos aqui se pueden utilizar en Ia practica o ensayo de la invencién,
se describen ahora los métodos y los materiales preferidos. Todas las

publicaciones mencionadas aqui se incorporan aqui como referencia en su
totalidad.

DEFINICIONES

Los términos utilizados aqui tienen los significados reconocidos y
conocidos por aquellos expertos en la técnica, sin embargo, por conveniencia e

integridad, los términos particulares y sus significados se establecen adelante.
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El término “aproximado” significa dentro del 20%, mas preferiblemente
dentro del 10% y mas preferiblemente dentro del 5%.

El término “adyuvante” se refiere & un compuesto o mezcla que mejora la
respuesta inmune a un ahtigeno. Un adyuvante puede servir como un depdsito
de tejido que libera lentamente el antigeno y también como un activador del
sistema linfoide que mejora no especificamente la respuesta inmune (Hood et al.,
Immunology, Segunda Ed., 1984, Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, p.
384). Dependiendo de las circunstancias, una exposicion primaria con un
antigeno solo, en la ausencia de un adyuvante, puede fallar para elicitar una
respuesta inmune humoral o celular. Los adyuvantes incluyen, pero no estan
limitados a, adyuvante de Freund completo, adyuvante de Freund incompleto,
saponina, geles minerales tales como hidréxido de aluminio, sustancias de
superficie activa tales como lisolecitina, polioles plurénicos, polianiones, péptidos,
emulsiones de aceite o hidrocarburo, las hemocianinas de lapa ojo de cerradura,
dinitrofenol, y potencialmente adyuvantes humanos tiles ‘tales como BCG
(bacille Calmette-Guerin) y Corynebacterium parvum. Preferiblemente, el
adyuvante es farmacéuticamente aceptable.

El término “antigeno” se refiere a un compuesto, composicion, o sustancia
inmunogénica que puede estimular la produccion de anticuerpos o una respuesta
de célula T en un animal, que incluye composiciones que se inyectan o absorben
en el animal. El término se puede utilizar para referirse a una macromolécula
individual o a una poblacion homogénea o heterogénea de macromoléculas
antigénicas. Un antigeno reacciona con los productos de inmunidad humoral o
celular especificos. E| término “antigeno” comprende ampliamente grupos
funcionales que incluyen proteinas, polipéptidos, fragmentos de proteina
antigénicos, acidos nucleicos, oligosacaridos, polisacaridos, quimicos o
composiciones organicas o inorganicas, y similares. adicionalmente, el antigeno

se puede derivar u obtener de cualquier virus, bacteria, parasito, protozoario, u
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hongos, y puede ser un organismo completo. El término “antigeno” mcluye todos
los epitopos antigénicos reIaC|onados De manera similar, un oligonuicestido o
polinucledtido, que expresa un antigeno, tal como en las aplicaciones de
inmunizacion de acido nucleico, también se incluye en la definicion. Los
antigenos sintéticos también se incluyen, por ejemplo, poliepitopos, epitopos de
flanqueo, y otros antigenos recombinantes o sintéticamente derivados (Bergmann
et al. (1993) Eur. J. Immunol. 23:2777 2781; Bergmann et al. (1996) J. Immunol.
157:3242 3249; Suhrbier, A. (1997) Immunol. y Cell Biol. 75:402 408; Gardner et
al. (1998) 12" World AIDS Conference, Geneve, Suiza, Jun. 28 Jul. 3. 1998).

“Codificado por” o “que codifica” se refiere a una secuencia de acido
nucleico que codifica para una secuencia de polipéptido, en donde la secuencia
de polipéptido contiene una secuencia de aminoacido de por lo menos 3 a 5
aminoacidos, mas preferiblemente por lo menos 8 a 10, y aun mas
preferiblemente por lo menos 15 a 20 aminoacidos, un polipéptido codificado por
las secuencias de 4cido nucleico. También estan comprendidas las secuencias
de polipéptido, que son inmunolégicamente identificables con un polipéptido
codificado por la secuencia. Asi, una secuencia de antigeno “polipéptido”,
“proteina”, o “aminoacido” puede tener por lo menos 70% de similitud,
preferiblemente por lo menos aproximadamente 80% de similitud, mas
preferiblemente aproximadamente 90-95% de similitud, y mas preferiblemente

aproximadamente 99% de similitud, a una secuencia de polipéptido o aminoacido
de un antigeno.

El termino “exdgeno” como se utiliza aqui pretende comprender aquello
que se produjo, origind, derivd o desarrolld por fuera del genoma de poxvirus de
mapache, es decir, originado externamente al genoma de poxvirus tal como, por

ejemplo, el material genético obtenido o aislado del PRRSV que se considera
extrano al genoma del poxvirus de mapache.
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Un “gen” como se utiliza en el coniexto de la presente invencion es una
secuencia de nucledtidos en una molécula de acido nucleico (cromosoma,
plasmido, etc.) con el cual se asocia una funcion genetica. Un gen es una unidad
hereditaria, por ejemplo de un organismo, que comprende una secuencia de
polinucledtido (por ejemplo, una secuencia de ADN para mamiferos) que ocupa
un sitio fisico especifico (un “sitio de gen” o “sitio genético”) dentro del genoma de
un organismo. Un gen puede codificar un producto expresado, tal como un
polipéptido o un polinucledtido (por ejemplo, tARN). Alternativamente, un gen
puede definir un sitio gendmico para un evento/funcion particular, tal como la
unién de proteinas y/o acidos nucleicos (por ejemplo, sitios de unién de fago), en
donde el gen no codifica un producto expresado. Tipicamente, un gen incluye
secuencias codificantes, tales como secuencias que codifican polipéptido, y
secuencias no codificantes, tales como secuencias promotoras, secuencias de
poliadenilacion, secuencias regulatorias tascripcionales (por ejemplo, secuencias
mejoradoras). Muchos genes eucarioticos tienen “exones” (secuencias
codificantes) interrumpidas por “intrones” (secuencias no codificantes). En ciertos

casos, un gen puede compartir secuencias con otro gen(es) (por ejemplo, genes
traslapantes).

Una “respuesta inmune” a un antigeno o composicion de vacuna es el
desarrollo en un sujeto de una respuesta inmune humoral y/o mediada por célula
a moleculas presentes en el antigeno o composicion de vacuna de interés. Para
los propésitos de la presente invencion, una “respuesta inmune humoral” es una
respuesta inmune mediada por anticuerpo que involucra la generacion de
anticuerpos con afinidad para el antigeno/vacuna de la invencion, aunque una
‘respuesta inmune mediada por célula” es aquella mediada por linfocitos T y/u
otras células sanguineas blancas. Una ‘respuesta inmune mediada por célula” es
elicitada por la presentacién de los epitopos antigénicos en asocio con las
moléculas Clase | o Clase Il del complejo de histocompatibilidad mayor (MHC).
Este activa las células ayudantes T CD4+ especificas antigeno o las células de

linfocito T citotoxicas CD8+ (“CTL"). Los CTL tienen especificidad por los
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antigenos de péptido que estan presentes en asocio con las proteinas
codificadas por el complejo de histocompatibilidad mayor (MHC) y expresadas
sobre la superficie de las células. Los CTL ayudan a inducir y promover la
destruccion intracelular de los microbios intracelulares, o la lisis de las células
infectadas con tales microbios. Otro aspecto de la inmunidad celular involucra
una respuesta especifica de antigeno por las células T ayudantes. Las células T
ayudantes actuan para ayudar a estimular la funcion, y enfocar la actividad de,
las células efectuadoras no especificas contra células que despliegan antigenos

de péptido en asocio con moléculas MHC sobre su superficie. Una “respuesta

Jinmune mediada por célula” también se refiere a la produccion de citoquinas,

quimioquinas y otras de tales moléculas producidas por células T activadas y/u
otras celulas sanguineas blancas, que incluyen aquellas derivadas de las células
T CD4+ y CD8+. La capacidad de un antigeno o composicion particular para
estimular una respuesta inmunoldgica mediada por una célula se puede
determinar por un numero de ensayos, tal como mediante ensayos de
linfoproliferacion (activacion de linfocitos), ensayos de células citotdxicas CTL, al
ensayar para linfocitos T especificos para el antigeno en un sujeto sensibilizado, _
O por la medicion de la produccion de citoquina mediante las células T en

respuesta a la re-estimulacion con el antigeno. Tales ensayos son bien conocidos

en la técnica. Ver, por ejemplo, Erickson et al., J. Immunol. (1993) 151:4189-
4199; Doe et al., Eur. J. Immunol. (1994) 24:2369-2376.

Un “ORF inmunogénico” u “orf inrunogénico” se refiere a un cuadro de
lectura abierto que elicita una respuesta inmune.

Una “cantidad inmunolégicamente efectiva” como se utiliza aqui se refiere
a la cantidad de antigeno o vacuna suficiente para elicitar una respuesta inmune,
O una respuesta celular (célula T) o humoral (célula B o anticuerpo), medida
mediante ensayos estandar conocidos por un experto en la técnica. Por ejemplo,
con respecto a la presente invencion, una “cantidad inmunolégicamente efectiva”

es una dosis de proteccién minima (titulo) de > 45 a 7.5 LogioTCIDsg/mL. La
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efectividad de un antigeno como un inrnunégeno, se puede medir mediante
ensayos de proliferacion, mediante ensayos citoliticos, tales como ensayos de
liberacion de cromo para medir la capacidad de una célula T para lisar su célula
objetivo especifica, o al medir los niveles de actividad de célula B al medir los
niveles de anticuerpos circulantes especificos para el antigeno en el suero.
Adicionalmente, el nivel de proteccion de la respuesta inmune se puede medir al
exponer el huésped inmunizado con el antigeno que se ha inyectado. Por
ejemplo, si el antigeno del cual se desea una respuesta inmune es un virus o una
celula tumoral, el nivel de proteccién inducido por la “cantidad inmunolégicamente
efectiva” del antigeno se mide al detectar el porcentaje de supervivencia o la

mortalidad porcentual después de la expcsicion al virus o la célula tumoral de los
animales.

Como se definié aqui “un sitio no esencial” en el genoma de poxvirus de
mapache significa una regién en el genoma viral, gue no es necesaria para la
infeccion o replicacion. Ejemplos de sitios no esenciales en el genoma de
poxvirus de mapache‘ incluyen, pero no estan limitados a, el sitio de timidina
quinasa (TK), el sitio de hemaglutinina (HA) vy el sitio inhibidor de serina proteasa.
El sitio TK del poxvirus de mapache se describe en C. Lutze-Wallace, M. Sidhu y
A. Kappeler, Virus Gnes 10 (1995), pp. 81-84. La secuencia del gen TK del
poxivurs de mapache también se puede encontrar en los nimeros de acceso de
la PubMed DQO066544 y U08228. E! sitio HA del poxvirus de mapache se
describe en Cavallaro KF y Esposito, JJ, Virology (1992), 190(1): 434-9. La
secuencia del gen HA del poxvirus de mapache también se puede encontrar en el
numero de acceso de'la PubMed AF375716.

El término “molécula de &cido nucleico” o “secuencia de acido nucleico”
tiene su significado normal para referirse a cadenas largas de nucledtidos
repetidos tales como las unidades repefidas de las bases de purina y pirimidina
que dirigen el curso de la sintesis de prcteina, esto es, ellas codifican y expresan

la sustancia de proteina. Tal como se utiliza el término en las reivindicaciones, el
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acido nucleico se refiere a los genes exégenos o extrafios conocidos que
codifican las proteinas del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino,

deseablemente, los genes de cuadro de lectura abierto.

El término “cuadro de lectura abierto” u “ORF”, u “orf”, como se utiliza aqui,
se refiere a la secuencia de nucledtido minima requerida para codificar una

proteina de virus particular sin un codén de detencion intercalado.

“Operablemente ligado” se refiere a un rearreglo de elementos en donde
los componentes asi descritos se configuran con el fin de desarrollar su funcién
usual. Asi, un promotor dado que esta operablemente ligado a una secuencia
codificante (por ejemplo, una secuencia que codifica un antigeno o interés) es
capaz de efectuar la expresién de la secuencia codificante cuando las proteinas
regulatorias y las enzimas propias estar presentes. En algunos casos, ciertos
elementos de control no necesitan estar contiguos con la secuencia codificante,
en tanto ellas funcionen para dirigir la expresion de éstas. Por ejemplo, las -
secuencias no traducidas intercalantes atn trascritas pueden estar presentes
entre la secuencia promotora y la secuencia codificante y la secuencia promotora
se puede considerar aln “operablemente ligada” a la secuencia codificante. Asi,
una secuencia codificante estad “operablemente ligada” a una secuencia de
control trascripcional o transduccional en una célula cuando el ARN polimerasa
transcribe la secuencia codificante en el MARN, que es luego trans-ARN

empalmado y traducido en la proteina codificada por la secuencia codificante.

Los términos “porcino” y “cerdo” se utilizan intercambiablemente y se

refieren a cualquier animal que sea miembro de la familia Suidae tal como, por
ejemplo, un cerdo.

Una respuesta inmune “protectora” se refiere a la capacidad de una
vacuna para elicitar una respuesta inmune, humoral o mediada por célula, que

sirve para proteger al mamifero de una infeccion. La proteccion suministrada no
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necesita ser absoluta, es decir, la infeccion no necesita ser totalmente evitada o
erradicada, si hay una mejora estadisticamente significativa comparada con una
poblacion de control de mamiferos porcincs, por ejemplo, animales infectados a
los que no se les administro la vacuna. La proteccién se puede limitar a mitigar la
severidad o la rapidez del brote de los sintomas de la infeccion.

El téermino “recombinante” como se utiliza aqui simplemente se refiere a las

construcciones de poxvirus de mapache que se producen mediante métodos de
ingenieria genética estandar.

El término “replicable” se refiere a un microorganismo, por ejemplo, un

virus tal como el poxvirus de mapache que sea capaz de replicarse, duplicarse o
reproducirse en una célula huésped adecuada.

Los términos “vacuna” o “composicion de vacuna® se utilizan
intecambiablemente aqui y se refieren a una composicién farmacéutica que
comprende por lo menos un componente inmunoldgicamente activo que induce
una respuesta inmune en un animal, y/o protege al animal de enfermedades o
posible muerte debido a una infeccién, y puede 0 no incluir uno o mas
componentes adicionales que mejoran la actividad inmunoldgica del componente

activo. Una vacuna puede comprender adicionalmente componentes adicionales
tipicos a las composiciones farmacéuticas.

Un “vector” es una molécula de ADN, capaz de replicacion en un

organismo huésped, en el cual se inserta un gen para construir una molécula de
ADN recombinante.

DESCRIPCION GENERAL

De acuerdo con la presente invencion, se suministra un vector de poxvirus

recombinante Unico en el cual el vector comprende una o mas moléculas de
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acido nucleico exdgenas que codifican una proteina del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino. En una modalidad, el vector de poxvirus
puede codificar por lo menos dos copias de la misma proteina del virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino. Las dos copias de la misma
proteina se pueden codificar por dos diferentes moléculas de acido nucleico o las
dos copias de la misma proteina se puedsn codificar por la misma molécula de
acido nucleico. Las dos copias de la misma proteina se pueden ligar de manera

operable a un promotor o a promotores separados.

Las proteinas se pueden codificar mediante un cuadro de lectura abierto
tal como ORF1a u ORF1b a ORF7, preferiblemente el ORF5, ORF6 vylo
ORF3/ORF4/ORF7, de uno o mas de los aislados del virus del sindrome
reproductivo y respiratdrio porcino (PRRSV) con o sin uno o mas de los cuadros
de lectura abiertos tal como ORF1 a ORF13, preferiblemente ORF2, del
circovirus de porcino tipo 2 (PCV_29 en el sitio de hemaglutinina (ha) y/o timidina
quinasa (tk), respectivamente. Otro tercer sitio no esencial del genoma de
poxvirus para insercion de cualquier molécula de acido nucleico descrita aqui se
el sitio inhibidor de la serina proteasa. En una modalidad particular, las dos o mas
moléculas de acido nucleico exdgenas codifican dos o mas cuadros de lectura
abiertos del virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino seleccionadas
del grupo que consiste de: ORF5-ORF6, ORF5-ORF6-ORF7, ORF3-ORF5-
ORF6, ORF3-ORF4-ORF7, ORF3-ORF4-ORF5-ORF7, ORF3-ORF4-ORF6-
ORF7, y ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF7.

También insertado en el sitio ha ylo tk esta el gen que expresa la
glicoproteina del virus de la leucemia felina (FelV) que lleva el fenotipo FelLV
P27* (color azul en el ELISA FelLV P27). En estas construcciones, se utiliza el -
FelV P27* o PCV-2 ORF2 (gen capsido) como un marcador Unico para
seleccionar los clones en diferentes combinaciones. Los aislados PRRSV

preferidos comprenden las cepas 1SU12 (lowa) y Olot/91 (Espafiol) pero otros
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aislados se pueden sustituir facilmente por las cepas que ilustran la invencion en

los ejemplos de adelante.

El objeto de la presente invencion, es por lo tanto, expresar cuatro o mas
cuadros de lectura abiertos (ORF) de las cepas U.S. y E.U. del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) solo o en combinacion con el ORF
del circovirus porcino (PCV2) en el sitio de la hemaglutinina (ha) y/o la timidina

quinasa (tk) del genoma de poxvirus de mapache (RCNV) en una construccion

viral para elaborar una vacuna potente.

Otro objeto de la invencion es utilizar un nuevo sistema de seleccion de
clon que utiliza la dilucion limitada y método de placa azul a blanco o dilucién

limitada y ELISA para virus como el marcador de seleccion diferente de un

marcador de seleccidon convencional como LacZ.

Los anteriores objetivos se logran la proporcionar la vacuna novedosa que
comprende un vector del poxvirus de mapache recombinante (rRCNV) en el que
los multiples cuadros de lectura abiertos expresan rRCNV, preferiblemente el
ORF5, ORF6 y/o ORF3/ORF4/ORF7, de uno o mas aislados PRRSV con o sin un
cuadro de lectura abierto, preferiblemente ORF2, de PCV-2 en el sitio de

hemaglutinina /ha) y/o timidina quinasa (tk), respectivamente.

Los sistemas de expresion anteriores se han limitado en su capacidad para
expresar solo uno o dos de los cuadros de lectura abiertos (ORF) de los genes
PRRSV en una construccion viral. La presente invencion permite ventajosamente
la expresion de cuatro o mas ORF de las cepas U.S. y E.U. del virus del
sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) solo o en combinacion con
el cuadro de lectura abierto del circovirus porcino tipo 2 (PCV-2). Hasta ahora no
se describe en la técnica el sistema de expresion superior de esta invencion que
permite la insercion de multiples ORF del PRRSV en el sitio ha y/o tk ylo sitio del

inhibidor de la porteasa serina del genorna de poxvirus de mapache (RCNV) en
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una construccion viral creando por lo tanto una vacuna recombinante potente

para proteger a los cerdos contra PRRS.

La presente invencion utiliza un sistema de seleccion que usa limitar la
dilucion y el método de placa azul a blanco o limitar la dilucién y un ELISA como
un marcador de seleccion. En forma bastante benéfica, este sistema de seleccion

produce multiples sitios de expresion en una construccion viral.

El poxvirus de mapache (cepa Herman) se aisl6 primero del tracto
respiratorio de mapaches sin sintomas clinicos por Y. F. Herman en Aberdeen,
Maryland en 1961-1962 (Y. F. Hermar, “Isolation and characterization of a
naturally ocurring pox virus of raccoons,” In: Bacteriol. Proc. 64th Annual Meeting
of the American Society for Microbiology, p. 117 (1964)). En la construccion
rRCNV-PRRS de la presente invencién, la insercion de los multiples cuadros de
lectura abiertos tal como, por ejemplo, ORF5, ORF6 y/o ORF3/ORF4/ORF7, de
una o mas cepas de los genes PRRSV en el sitio ha y/o tk del genoma de
poxvirus de mapache (RCNV) atentia adicionalmente la cepa Herman avirulenta.
Ventajosamente, la vacuna PRRSV vectorizada rRCNV de la presente invencion
tambien mejora la seguridad del empleaco durante Ia produccion de la vacuna y
elimina completamente cualquier oportunidad de inactivacion por supervivencia

del virus patogénico y procedimientos de descontaminacion utilizados durante la
produccién comercial.

Se contempla que el avance cientifico y el método novedoso descrito en la
presente invencion se pueden aplicar pcr la persona medianamente versada en
la técnica a proteinas antigénicas de multiples cuadros de lectura obtenidos de
las cepas PRRSYV diferentes de ISU12 y Olot/91 y se pueden insertar en el sitio tk
y/o ha del vector de poxvirus de mapache para proporcionar una vacuna
inmunogénica para la proteccion contra PRRS. Por ejemplo, otras cepas tal como
la cepa Norte Americana VR-2332, |a cepa Europea del Virus Lelystad y similares

se pueden sustituir facilmente por las cepas ISU12 y/o Olot/91. En razon a que el
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virus de ARN se somete a mutaciones, alternativamente, el gen ORF deseado de
un nuevo aistado de campo o virus mutante se puede aislar y utilizar en la vacuna
recombinante de la invencién. No obstante, hay alta homologia entre varios
mutantes y numerosos aislados del PRRSV encontrados hasta la fecha y, asi, la
utilizacion de ciertos cuadros de lectura akiertos tal como el ORF5 u ORF6 en la
construccion de vacuna de la invencion tiene la ventaja de ser significativamente
efectivo contra PRRS. Para aquellos aislados con menor homologia de
aproximadamente 40%, la ventaja practica de la construccion de la invencién es
que se puede acomodar faciimente a las proteinas antigénicas de varios ORF a
partir de multiples fuentes virales para proporcionar una vacuna eficaz, de amplio
espectro. Tal prevencion del PRRS a través de un programa de inoculacion
exitoso de lechones es de extrema impor:ancia para la industria porcina que no

hay tratamiento efectivo a largo plazo para la enfermedad.

Se contempla adicionalmente que el vector de poxvirus util en la invencion
puede comprender, pero no se limita a, el poxvirus de mapache, el virus de la
viruela del canario, el virus de la viruela aviar, el virus de la viruela porcina, el
virus vaccinea y similares pero de forma deseable se emplea el poxvirus de
mapache. Mientras un vector del poxvirus inactivado se puede utilizar en la

practica del método de la presente invencion, se prefiere un vector vivo.

Esta invencion también proporciona un nuevo método para proteger
cerdos contra el Sindrome de Desmedro Post-destete (PMWS) y/o Sindrome
Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS) al administrar la nueva vacuna

recombinante potente a cerdos en necesidad de proteccion.

En el método de fa invencion, una cantidad inmunolégicamente efectiva de
las vacunas de la presente invencion se administran a un cerdo, particularmente
lechones, en necesidad de proteccion contra PMWS y/lo PRRS con el fin de
inducir una respuesta inmune proteciora en los animales. Una cantidad

inmunizante efectiva dada al cerdo es una en la que una respuesta inmunoldgica
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suficiente a la vacuna se logra para proteger al cerdo de los efectos perjudiciales
del PCV-2 y/o PRRSV. Una respuesta inmune protectora se considera que se
obtiene cuando la vacuna es capaz de proteger por lo menos un nUmero
significativo de cerdos inoculados segun se requiera por los valores estandar en
el campo de vacunacion. La dosificacion inmunolégicamente efectiva o la
cantidad inmunizante efectiva que inocula el animal y elicita los efectos de
vacunacion satisfactorios se pueden determinar facilmente o titular faciimente por

pruebas de rutina tal como, por ejemplo, por estudios de titulacion estandar.

Las construcciones de vacuna novedosas de la presente invencidén se
emplean para la vacunacion de lechones saludables de aproximadamente tres
meses de edad para la prevencion del Sindrome de Desmedro Multisistémico
Post-destete (PMWS) y/o Sindrome Reproductivo y Respiratorio Porcino (PRRS).
La vacuna también se puede dar a cerdas maduras o adultas (es decir, mayores
de tres meses) antes de reproduccién. La vacuna se puede administrar en una
dosis unica o en dosis repetidas si los titulos de anticuerpo declinan y un refuerzo
de vacunas si parece necesario. De manera deseable, la vacuna se administra a
animales saludables en una inoculacién Unica para proporcionar proteccién a
largo plazo contra la enfermedad, proteger los animales durante por lo menos un
aho a tres ahos o mas. Las dosificaciones apropiadas se determinan por los
estudios de titulacion de dosis estandar. La vacuna puede contener una cantidad
inmunolégicamente efectiva de una cualquiera de las construcciones
vectorizadas de poxvirus recombinante de mapache descritas aqui. En otra
modalidad, la vacuna puede contener una cantidad inmunologicamente efectiva

de cualquiera de dos o mas de las construcciones de vector de poxvirus
recombinante de mapache descritas aqui.

La vacuna se puede dar facilmente por via de cualquier ruta de

administracion, oralmente, intranasalmente, transdérmicamente (es deair,

aplicada sobre o en Ila superficie de la piel para absorcion sistémica),

parenteralmente, etc., aunque algunas rutas pueden ser logisticamente mas
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dificiles dependiendo del animal particular y el tratante. La ruta de administracion
parenteral incluye, pero no se limita a, administracidn subcuténea, intramuscular,
intravenosa, intraperitoneal, intradérmica (es decir, inyectada o colocada de otra

forma bajo la piel) y similares. Preferiblemente, la vacuna se administra

subcutaneamente.

El vector poxvirus puede ser vivo o inactivado por procedimientos
convencionales para preparar vacunas virales inactivas, por ejemplo, utilizando
BEI (etilenoimina binaria), formalina y similares, siendo el BEI un inactivante
preferido, aunque es altamente deseable para la vacuna de la presente invencion

utilizar un poxvirus de mapache vivo para eficacia inmunologica 6ptima y potente.

Benéficamente, el RCNV recombinante vivo que expresa multiples ORF de
PCV-2 y/o PRRSV son dtiles como una vacuna, solas o en combinacion con
portadores, diluyentes y adyuvantes adecuados. El producto de vacuna puede
contener opcionalmente una variedad de aditivos, diluyentes y adyuvantes
farmacéuticamente aceptables, tipicos, no toxicos que incluyen, pero no se
limitan a, conservantes: estabilizantes; smulsificantes; hidréxido de aluminio;
fosfato de aluminio; ajustadores del pH tal como hidroxido de sodio, acido
clorhidrico, etc., tensoactivos tales como Tween® 80 (polisorbato 80, disponible
comercialmente de Sigma Chemical Co., St. Louis, MO); liposomas: adyuvante
iscom; glicopéptidos sintéticos tal como dipéptidos muramilo; entendedores tales
como dextrano o combinaciones de dextrano, por ejemplo, con fosfato de
aluminio, sulfato de dextrano, DEAE-Dextrano y similares; carboxipolimetileno, tal
como CARBOPOL® (polimero poliacrilico disponible comercialmente de B.F.
Goodrich Company, Cleveland, Ohio); copolimeros de anhidrido maléico etileno o
copolimeros de anhidrido maléico/etileno (EMA®, un copolimero de anhidrido -
etileno/maléico lineal que tiene aproximadamente cantidades iguales de anhidrido
maléico y etileno, que tiene un peso molecular promedio estimado de
aproximadamente 75,000 a 100,000 dispcnible comercialmente de Monsanto Co.,

St. Louis, MO); emulsiones de copolimero acrilico tal como copolimero de



10

15

20

25

30

32

801308 .

estireno con una mezcla de acido acrilico y acido metacrilico como NEQCRYL®
A640 (por ejemplo, Patente Estadounidense No. 5,047,238, un copolimero de
acido acrilico acuoso no coalescente de 4cido acrilico y acido metacrilico
mezclado con estireno, disponible comercialmente de Polyvinyil Chemicals, Inc.,
Wilmingotn, MA); paredes celulares bacterianas tales como extracto de pared
celular micobacteriana; adyuvantes derivados de Corinebacterium tal como
Corynebacterium parvum; adyuvante derivados de .Propionibacterium tal como
Propionibacterium acne; Mycobacterium bovis (Bacille Calmette-Guerin, o BCG);
adyuvantes de particula subvirales tal como orbivirus; toxina célera; N,N-
dioctadecil-N’,N’-bis(2-hidroxietil)-propanocliamina (avridina); lipido monofosforilo
A; bromuro de dimetildiOCtadeciIamonio (DAA, disponible .comercialmente de
Kodak, Rochester, NY): sintéticos y mezclas de éstos. Aditivos adicionales que se
pueden emplear en la presente vacuna incluyen, pero no se limitan a, dextrosa,
antioxidantes convencionales y agentes de quelacion convencionales, tal como
acido etilenodiamina tetraacético (EDTA). Otros adyuvantes farmacéuticamente
aceptables que pueden complementar opcionalmente la formulacion de vacuna
incluyen, pero no se limitan a, polianiones, policationes, péptidos, emulsién de |
aceite mineral, inmunomoduladores, una variedad de combinaciones y similares.
Ejemplos no limitante adicionales de adyuvantes adecuados incluyen escualeno y
escualano (u otros aceites de origen animal); copolimeros de bloque de
polioxietileno-polioxipropileno tal como PLURONIC® (L121, por ejemplo,
disponible comercialmente de BASF Aktiengesellschaft, Ludwigshafen,
Alemania), saponina; Quil A (nombre comercial de una forma purificada de
Quillaja saponaria, disponible de Iscotec AB, Suecia y Superfos Biosector a’s,
Vedbaek, Dinamarca); aceites minerales tales como MARCOL® (una mezcla
purificada de hidrocarburos liquidos saturados, disponible comercialmente de
Exxon-Mobil, Fairfax, VA): aceites vegetales tales como aceite de mani;
interleuquinas tales como interleuquina-2 e interleuquina-12; interferones tales
como inteferén gama; proteinas de poxvirus animal o mezclas de éstos. Ejemplos
de estabilizantes adecuados incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, gelatina,

peptona, extractos de proteina digerida tal como NZ-Amina o NZ-Amina AS.
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Ejemplos de emulsificadores incluyen, pero no se limitan a, aceite mineral, aceite
vegetal, aceite de mani y otros aceites no toxicos metabolizables estandar dtiles
para vacunas inyectables o intranasales. De forma deseable, se mezcla hidréxido
de aluminio con otros adyuvantes tales como saponina o Quil A para formar

combinaciones tales como saponina-hidréxido de aluminio o Quil A-hidréxido de
aluminio.

Un adyuvante preferido comprende copolimero de  anhidrido
etileno/maléico, copolimero de estireno ccn una mezcla de acido acrilico y acido
metacrilico, emulsion de aceite mineral ¢ combinaciones de éstos. Un sistema
adyuvante particularmente preferido que mejora significativamente la potencia de
la  construccion rRCNV-PRRS de la presente invencion comprende la
combinacion de un copolimero etileno/maléico tal como EMA-31° (un copolimero
de anhidrido etileno/maléico lineal que tierne aproximadamente cantidades iguales
de anhidrido maléico y etileno, que tiene un peso molecular promedio estimado
de aproximadamente 75,000 a 100,000, disponible comercialmente de Monsanto,
Co., St. Louis, MO) y una emulsién de copolimero de acido acrilico tal como
NEOCRYL® (un copolimero de &cido acrilico acuoso no coalescente de acido
acrilico y acido metacrilico mezclado con estireno (emulsion de acrilico-estireno),

disponible comercialmente de Polyvinyl Chemicals, Inc., Wilmington, MA):

La composicion de vacuna recombinante de la presente invencion también
puede contener opiconalmente una mezcla con uno o mas antigenos de porcino
adicionales tal como, por ejemplo, Micoplasma hyopneumoniae, Haemophilus
parasuis,  Pasteurella multocida,  Streptococcum suis,  Actinobacillus
pleuropneumoniae,  Bordetella bronchiseptica,  Salmonella choleraesuis,
Erysipelothrix rhusiopathiae, bacteria leptospira, virus de la influenza porcina
(SIV), parvovirus porcino, Escherichia coli, coronavirus respiratorio de porcino,

rotavirus, un patoégeno causante de la Enfermedad de Aujezky, Gastroenteritis
Porcina Transmisible, etc.
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Cualquier método conocido por aquellos expertos en la técnica se puede
utilizar para preparar las construcciones genéticas de la presente invencion. Por
ejemplo, se puede tomar ventaja de los sitios de restriccion particulares para la
insercion de cualquiera de las secuencias de acido nucleico deseadas dentro del
vector de poxvirus de mapache utilizando metodologias  estandar.
Alternativamente, uno puede utilizar técnicas de recombinacion homologas
cuando se desea la insercién de grandes secuencias, o cuando se desea insertar
multiples genes, como se describe aqui. En este método, las secuencias de
plasmido que flanquean el sitio de insercién en el que se insertan mdltiples
genes, contienen secuencias que tienen suficiente homologia con las secuencias
actuales en el genoma de poxvirus de mapache para mediar la recombinacion.
Las secuencias de flanqueo deben ser homologas a una region del poxvirus de
mapache que no es esencial para el crecimiento y la propagacion del poxvirus de
mapache, tal como el sitio de hemaglutinina, o el sitio de timidina quinasa, o el
sitio inhibidor de serina proteasa. Aunque se puede utilizar un promotor para
dirigir la expresion de dos genes exdgenos a ser recombinados, el uso de dos
promotores en un vector de insercién, cada promotor ligado de manera operable

a un gen individual también proporcionara expresion eficiente.

De manera general, el virus rRCNV-PRRS se puede construir mediante un
meétodo de placa azul a blanco, por ejemplo, al seguir cinco pasos clave: (1)
Clonar el ORF5, ORF6, ORF7 u ORF3 de las cepas PRRSV ISU12 (lowa) y
Olot/91 (aislado espafiol) en los plasmidos PFD2000A y/o pFD2003SEL; (2)
Construir el plasmido pFD2000A PRRS ORF7 (P11)-ORF5 (Olot) (PséL)-ORF6
(Pset)-ORF5 (Psg.) o el plasmido pFD2000A PRRS ORF3 (P11)-ORF5 (Olot)
(Pset)-ORF6  (PsgL)-ORF5 (PseL); (3) Crear clones de grupo mediante
infeccion/transfeccion de tres vias: células COS7, plasmido en Etapa 2 y rRCNV-
FelV; (4) Seleccion de clon por dilucién limitada y método de placa azul a blanco:
y (5) Determinar la caracterizacion molecular de rRCNV-PRRSy, por PCR,
ELISA e Inmuno Transferencia. Alternativamente, un enfoque de placa azul a

blanco se puede utilizar en el que se desarrollan las siguientes cinco etapas
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clave: (1) Clonar el ORF5 y ORF6 del PRRSV ISU12 y las cepas Olot/91, FelLV
P27 en los plasmidos pFD2000A vy/o pFD2003SEL; (2) Construir el plasmido
pFD2000A FelLV P27 (P44)-PRRS ORF5 (Olot) (PseL)-ORF6 (Psg, -ORF5 (PsEL) o
el plasmido pFD2000A PRRS ORF5 (Olot) (PseL)-ORF6 (Psg,)-ORF5//IACZ (P7.5);
(3) Crear clones agrupados por infeccidn/transfeccion de tres vias; células COS7,
plasmido en Etapa 2 y RCNV: (4) Seleccién de clon por dilucién limitada y FelLV

P27 ELISA o LacZ; y (5) Determinar la caracterizacion molecular del rRCNV-
PRRS, por PCR, ELISA e Inmuno Transferencia.

El rRCNV-PRRS-PCV de la presente invencién se puede construir por via
de las siguientes cinco etapas clave: (1) Clonar ORF5, ORF6, ORF3 de las cepas
PRRSV 1SU12 y Olot/91 y PCV2 ORF2 (gen capsido) en los plasmidos
pFD2000A y/o pFD2003SEL; (2) Construir el plasmido pFD2000A PRRS ORF3
(P11)-ORF5 (Olot) (PsgL)-ORF6 (PseL)-ORF5 (Psg)-PCV2 ORF2 (P11 0 PsgL); (3)
Crea clones agrupados por infeccién/transfeccion de tres vias: células COS,
plasmido en Etapa 2 y RCNV: (4) Seleccion de clon por dilucion limitada y ELISA
PCV2 (como marcador de seleccion); y (5) Determina la caracterizacion
molecular del rRCNV-PRRS,., por PCR, ELISA e Inmuno  Transferencia.
Alterna‘tivamente, un método de placa azul a blanco se puede utilizar en el cual
se desarrollan las siguientes cuatro etapas clave: (1) Clonar PCV2 ORF2 en el
plasmido pFD2001TK o pFD2006TK para generar el plasmido pFD2001TK PCV
ORF2; (2) Crear clones agrupados mediante infeccién/transfeccion de tres vias:
células COS7, plasmido en Etapa 1 y TRCNV-PRRS ORF3 (P,)-ORF5 (Olot)
(PseL)-ORF6 (Pgsg )-ORF5 (Psew); (3) Seleccion de clon por dilucion limitada y
ELISA PCV2 o LacZ; y (5) Determinar Ia caracterizacion molecular de rRCNV-
PRRS//PCV por PCR, ELISA e Inmuno Transferencia.

EJEMPLOS

Los siguientes ejemplos demuestran ciertos aspectos de la presente

invencion. Sin embargo, se entiende que estos ejemplos son solo para ilustracion
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y no tienen el proposito de ser completamente definitivos como condiciones y
alcances de esta invencion. Se debe apreciar que cuando las condiciones de
reaccion tipicas se han dado (por ejemplo, temperatura, tiempos de reaccion,
etc.), las condiciones por encima y debajo de los rangos especificados también
se pueden utilizar, aunque generalmente menos convenientemente. Los ejemplos
se conducen a temperatura ambiente (aproximadamente  23°C g
aproximadamente 28°C) y a presion atmosférica. Todas las partes y porcentajes

referidos aqui son sobre una base en peso y todas las temperaturas se expresan

en grados centigrados a menos que se especifique otra cosa.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE rRCNV-PRRS (METODO DE PLACA AZUL
A BLANCO)

El rRCNV-PRRS,;, se construye mediante las siguientes cinco etapas
clave: (1) Clonar el ORF5, ORF6, ORF7 u ORF3 de las cepas PRRSV ISU12
(lowa) y Olot/91 (aislado espanol) en los plasmidos pFD2000A y/o pFD2003SEL;
(2) Construir el plasmido pFD2000A PRRS ORF7 o ORF3 (P11)-ORF5 (Olot)
(Pser)-ORF6  (Psg)-ORF5 (Pser); (3) Crear clones de grupo  por
infeccién/transfeccién de tres vias: células COS7, plasmido en Etapa 2 y rRCNV-
FeLV; (4) Seleccion de clon por dilucion limitada y método de placa azul a blanco:

y (5) Determinar la caracterizacion molecular de rRCNV-PRRS,, por PCR,
ELISA e Inmuno Transferencia.

El método de seleccion de placa azul a blanco utiliza el virus pariente
rRCNV-FeLV que lleva el fenotipo FeLV P27 (color azul en ELISA FeLV P27). A
traveés de la recombinacion homéloga de la secuencia de flanqueo RCNV HA
entre rRCNV-FelV y pFD200A PRRS ORF7- ORF5 (Olot)-ORF6-ORF5, el
fenotipo del rRCNV-PRRS cambiara de placa azul a blanca debido a que el
PRRSV ORF se inserta en el sitio ha para reemplazar la secuencia del Fel.V gag-
env gp85 en la cepa pariente (rRCNV- FelV-placa azul).
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EJEMPLO 2: CONSTRUCCION DE rRCNV-PRRS (METODO DE PLACA
BLANCO A AZUL)

El rRCNV-PRRS, se construye rediante las siguientes cinco etapas
clave: (1) Clonar el ORF5 y el ORF6 de las cepas PRRSV ISU12 y Olot/91, FelLV
P27 en los plasmidos pFD2000A y/o pFD2003SEL; (2) Construir el plasmido
pFD2000A FelV P27 (P4;)-PRRS ORF5 (Olot) (PseL)-ORF6 (Psg )-ORF5 (PseL);
(3) Crear clones agrupados por infeccion/transfeccion de tres vias: celulas COS7,
plasmido en Etapa 2 y RCNV; (4) Seleccion de clon por dilucion limitada y ELISA

FeLV P27 o Lacz; y (5) Determinar la caracterizacion molecular de rRCNV-
PRRSu, por PCR, ELISA e Inmuno Transferencia.

El método de seleccion de placa blanco a azul utiliza el virus recombinante
rRCNV-PRRS,, que lleva el fenotipo FelLV P27* o LacZ (color azul en el ELISA

FelLV P27 o fenotipo LacZ*) mientras que el RCNV tipo silvestre muestra color
blanco en ELISA FelV P27 o tefiido LacZ.

EJEMPLO 3: CONSTRUCCION DE rRCNV-PRRS-PCV

El' rRCNV-PRRS,., se construye mediante las siguientes cinco etapas
clave: (1) Clonar el ORF5, ORF6, ORF3 de las cepas PRRSV ISU12 y Olot/91 y
PCV2 ORF2 (gen capsido) en los plasmidos pFD2000A y/o pFD2003SEL; (2)
Construir el plasmido pFD2000A PRRS ORF3 (P11)-ORF5 (Olot) (Psg,)-ORF6
(PseL)-ORF5 (Psg)-PCV2 ORF2(P11 0 Pggy); (3) Crear los clones de grupo por
infeccion/transfeccion de tres vias: células COS7, plasmido en Etapa 2 y RCNV;
(4) Seleccion de clon por dilucién limitada y ELISA PCV2 (como marcador de

seleccion); y (5) Determina la caracterizacion molecular de rRCNV-PRRS,, por
PCR, ELISA e Inmuno Transferencia.
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El método PCV2 utiliza el ELISA de capsido PCV-2 como un Unico

marcdor para seleccion de clones, y para crear una nueva combinacién de
vacuna de rRCNV-PRRS/PCV en una construccién viral.

Alternativamente, el rRCNV-PRRS,,, se construye mediante las siguientes
cuatro etapas clave: (1) Clonar el PCV2 ORF2 (gen cépsido) en los plasmidos
pFD2001TK y/o pFD2006TK para generar el plasmido pFD2002TK PCV2 ORF2
(P11 0 PseL); (2) Crear clones de grupo por infeccién/transfeccion de tres vias:
celulas COS7, plasmido en Etapa 1y rRCNV-PRRS; (3) Seleccién de clon por
dilucion limitada y ELISA PCV2 (como marcador de seleccion); y (5) Determinar

la caracterizacion molecular de rRCNV-PRRS//PCV por PCR, ELISA e Inmuno
Transferencia.

EJEMPLO 4: ESTUDIO DE EFICACIA DE VACUNA rRCNV-PRRS
CANDIDATA EN CERDOS '

Las anteriores construcciones (rRCNV-PRRS, rRCNV-PRRS1, vy
rRCNV-PRRS,) se formulan con o sin un adyuvante para mejoramiento inmune
y se evalla para eficacia de vacuna en cerdos. Los resultados exitosos de los

estudios de exposicién mostraran la eficacia del PRRS recombinante, PCV o
vacuna de combinacién en cerdos.

EJEMPLO 5: CONSTRUCCION DE rRCHV-PRRS

En resumen, el virus rRCNV-PRRSYV se construye por la insercion del gen
de glicoproteina de envoltura (orf 5) y el gen de proteina de matriz (orf 6) del virus
del sindrome reproductivo y respiratorio porcino (PRRSV) ISU 12 (cepa US) y el
gen de glicoproteina de envoltura (orf 5) del gen PRRSV Olot 91 (cepa EU) en el

sitio de hemaglutinacion (ha) def genoma RCNV, una cepa Herman avirulenta.



{

10

15

20

25

30

39

(EPRL:

Los procesos de construccién del rRCNV-PRRSV se proporcionan a través
de dos etapas principales. Primero, el orf% 603 bp amplificado por PCR vy el orf6
525-bp de la cepa PRRSV ISU 12 y el orf 5 606-bp de la cepa PRRSV Olot 91 se
subclonan en un vector pFD2003SEL de plasmido (que contiene un gen indicador
lacZ bajo el control del promotor P11) para generar el plasmido pFD2003SEL-
PRRSV Olot 91 orf5-(SEL)-ISU 12 orf 6 (SEL)-ISU 12 orf 5 (SEL). Los genes
PRRSV ISU 12 orf 5 y orf6 y PRRSV Olo 91 orf 5 se co-expresan bajo el control
del promotor Psg . Segundo, la co-infeccitn/transfeccion de tres vias del rRCNV-
FCV (2280-DD1) y el plasmido pFD2003SEL PRRSV Olot 91 orf5-(SEL)-ISU 12.
orf 6 (SEL)-ISU 12 orf 5 (SEL) en células COS-7 se conduce para generar el
rRCNV-PRRSV por intercambio alélico en el sitio ha. Las placas azules (Lac’) se
clonan mediante cinco series sucesivas de purificacién de placa en células Vero.
Los clon candidatos se expanden adicionalmente dos veces mas en células Vero
utilizando Medio Esencial Minimo (MEM) complementado con 0.05% de
hidrolisato de lactalbtimina (LAH), 30 ug/mL de sulfato de gentamicina y 5% de
suero bovino fetal, y después se confirma por PCR de gen especifico. El séptimo
pasaje se utiliza para preparar una semilla pre-maestra. La Semilla Maestra se
establece por dilucion 1:20,000 de la semilla pre-maestra, y designada rRCNV-
PRRSV, en la cual el poxvirus de mapache como un vector vivo es capaz de
expresar las glicoproteinas de envoltura PRRSV (orfS) y la proteina de matriz (M)
de las cepas PRRSV ISU 12 y Olot 91 en el sitio ha, respectivamente. El virus de
semilla maestra de la vacuna PRRSV, vector posvirus vivo de mapache (rRCNV-
PRRSV) se identifica por PRRSV orf5 o ensayo PCR especifico de gen orf6. Los
estudios de inmunogenicidad de vacuna del virus del sindrome reproductivo y
respiratorio de porcinos, vector del poxvirus vivo/inactivo de mapache solo o en
combinacion con Suvaxyn PCV2 One Dose y/o Suvaxyn MH-one, o cPCV1-2

quimerico vivo y/o Micoplasma hyopenumoniae vivo modificado (por ejemplo,
cepa J) se conducen en cerdas y lechones.

EJEMPLO 6: Estudio de Inmunogenicidad de Vacuna del Virus del Sindrome

Reproductivo y Respiratorio de Porcinos, Vector del Poxvirus Vivo de
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Mapache Solo o en Combinacion con 'Suvaxyn PCV2 One Dose, en

- Lechones

Para demostrar la eficacia de la fraccion PRRSV, se administrara a los
cerdos la vacuna rRCNV-PRRSV (torta liofilizada) y agua estéril que contiene
adyuvante o Suvaxyn PCV2 One Dose como diluyente en régimen de dos dosis
en un intervalo de 2-3 semanas, seguido por exposicion PRRSV virulenta o co-
exposicion PRRSV/PCV2 2-3 semanas luego de la segunda vacunacion. La
eficacia de la fraccion rRCNV-PRRSV se evaluara con base en la reduccion de
viremia de PRRSV vy reduccion de lesiones de pulmén originadas por PRRSV. El
Suvaxyn® PCV2 One contiene Quimera Tipo 1- Tipo 2 de Circovirus de Porcino

(cPCV1-2) formulada con adyuvante del propietario FDAH.

Materiales vy Métodos

Animales de Ensayo

De 40 cerdos convencionales machos y hembra mezclados (20 vacunados
y 20 de control), de 3 semanas de edad o0 mas, se utilizaran para este estudio.
Los cerdos para el estudio se compraran de una granja comercial y se
identificaran utilizando una etiqueta de oreja. Los cerdos se obtendran de una
tnica manada. Al momento de la primera vacunacion los cerdos seran

seronegativos a PRRSV segln se determina por el Kit ELISA IDEXX HerdCheck
(proporcién S/P < 0.4).

Vacunas de Prueba

Composicién de las Vacunas de Prueba

Fraccion liofilizada: La vacuna ccnsiste de rRCNV-PRRSV vivo. El titulo

del virus de la vacuna se titulara en cinco ensayos replicados con el fin de
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establecer la dosis administrada en el estudio. Fraccion liquida: El diluyente sera

Suvaxyn PCV2 One Dose 0 20% de adyuvante SL-CD. La fraccion liofilizada de

rRCNV-PRRSV se rehidratard con la fraccion liguida al momento de la

vacunacion.

Disefno del Estudio

Los estudios propuestos seran disefios de bloque completo aleatorizado

(ensayo de superioridad). Las camadas se ubicaran en cada replica de estudio.

Los lechones dentro de las camadas en cada estudio se dividiran en dos grupos

como sigue:
Grupo Vacuna Numero de
Animales
Vacunas VI rRCNV-PRRSV liofilizado >20
(torta) + Suvaxyn PCV2
One Dose
Controles C1 Suvaxyn PCV2 One Dose >20
(Diluyente)
Vacunas V2 rRCNV-PRRSV liofilizado >20
(torta) + Agua-SL-CD
Adyuvante (Diluyente)
Controles C2 Aéua-SL-Adyuvante CD >20
(Diluyente)

Vacunacion

La ruta de vacunacion sera intramuscular en el costado derecho de la

nuca.
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Para cerdos en Estudio 1: al grupo \'1 se le daran dos dosis de 2.0 mL de
rRCNV-PRRSV + Suvaxyn PCV2 One Dose: a los cerdos en el grupo de control
C1 se les daran dos dosis de 2.0 mL de Suvaxyn PCV2 One Dose.

Para cerdos en Estudio 2: al grupo V/2 se le daran dos dosis de 2.0 mL de
rRCNV-PRRSV + Agua/SL-CD; a los cerdos en el grupo de control C2 se les
daran dos dosis de 2.0 mL de Agua-SL~Adyuvanie CD.

La primera vacunacién se adminisirara a las 3 semanas de edad, y se
repetira la vacunacion 2-3 semanas después.

Exposicién

Todos los animales seran expuestos virulentamente dos a tres semanas
luego de la segunda vacunacion.

Los cerdos en el grupo V1 y C1 se expondran con por lo menos 2 x 10*8
FAIDsy de PCV2 patogénico tipo silvestre (cepa 40895) y con por lo menos 2 x
10°° TCIDs; de PRRSV (ISU-12 o equivalente). Estos dos materiales de
exposicion se mezclaran durante por lo menos 30 minutos antes de exposicion.
La dosis de exposicion sera de 4 mL intranasalmente (2 mL por fosa nasal).

Los cerdos en los grupos V2 y C2 se expondran con por lo menos 2 x 10*°
TCID50 de PRRSV (ISU-12 o equivalente). La dosis de exposicion sera de 2 mL

intranasalmente (1 mL por fosa nasal). Ver Anexo 2 para registro de exposicioén.

Los virus de exposicion se titularén por ensayos de inmunofluorescencia
directo especifico de PCV2 y especifico de PRRSV (IFA) en el dia de exposicion.

Observacion
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Todos los cerdos se observaran para temperatura y signos clinicos
diariamente de 2 a 10 dias post exposicion (DPC). Cualquier observacion

anormal se reportara al director del estudio o veterinario de planta.

Los signos clinicos monitoreados pueden incluir, pero no se limitan a,
inapetencia, letargo, depresion, diarrea, estornudo, tos, descarga nasal, descarga
ocular, disnea y muerte. Si cualquier cerdo muere durante el periodo de

observacion post exposicion, se practicara necropsia y el reporte de la necropsia
se adjuntara al informe final.

Prueba y Recoleccion de Muestras

Recoleccion de Muestras

Hisopo Nasal

Se recolectaran hisopos nasales en el dia 0 post vacunacion (DPV1) para
PRRSV vy aislamiento de PCV2 para asegurar que no hay infecciéon PRRSV o

PCV2 en los animales ensayados antes de vacunacion.

Las muestras de hisopo nasal se colocaran en tubos estériles individuales

que contienen 3 mL de MEM con hidrolisato de lactalbamina (LAH) y gentamicina

(60 ug/mL), penicilina (00 U/mL) y estreptomicina (100 pug/mL), y se almacenan
en o por debajo de -50°C hasta que se prueban.

Muestras de Suero

Se tomaran muestras de sangre a los cerdos (no mas de diez mL) en 0
DPV1, 0 DPV2, 7 DPV2, 14 DPV2, -1, 6,y 9 para prueba ELISA; yen-1,3,6,y9
para prueba PCR.
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Necropsia

Se les practicara necropsia a todos los animales en 10-11 DPC. Se

recolectaran los pulmones para clasificacion de lesién de pulmon.

Prueba de Muestra

Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzima (ELISA)

Se detectaran los anticuerpos en suero para PRRSV mediante el kit ELISA
IDEXX® HerdCheck (Westbrook, ME). En resumen, se diluyen muestras de suero
1:40 en Diluyente de Muestra y 100 pl de cada muestra se agrega en duplicado
(un pozo para antigeno PRRSV y un pozo para antigeno de célula anfitrion
normal (NHC) a placas de 96 pozos cubiertas con antigeno. Después de un
periodo de incubacién de 30 minutos a temperatura ambiente, se decanta el
liquido y se lavan las placas 3-5 veces con aproximadamente 300 uL de solucién
de lavado amortiguada con fosfato. Se agrega entonces 100 uL de Conjugado
anti-Porcino-HPRO a todos los pozos. Las placas se incuban durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Después del periodo de incubacidn, las placas se lavan
de nuevo como se hizo anteriormente. Luego se agrega 100 pL de Solucién de
Sustrato TMB a cada pozo. Las placas se incuban a temperatura ambiente
durante 15 minutos antes de 100 pL de Solucién de Detencion que se agrega a
todos los pozos para detener la reaccion. La densidad ptica (OD) se mide luego
a 650 nm en un lector de microplaca. El titulo de suero arbitrario se reportara
como la proporcién muestra/positivo (S/P} y se determina al tomar la cantidad de
la muestra OD-PRRSV menos la muestra OD-NHGC dividida por la cantidad de

control positivo medio-PRRSV menos el control positivo medio-NHC.

Prueba PCR
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Se utilizara la prueba RT-PCR especifica de PRRSV para detectar la
presencia de PRRSV en el suero. La extraccion de ARN se desarrollara sobre las

muestras de suero utilizando el Kit QlAamp ® Viral RNA Mini (Valencia, CA).

Clasificacion de Lesion de Pulmoén

Los pulmones de cada cerdo individual se examinaran por dos
clasificadores independientes para lesiones macroscopicas brutas basadas en la
cantidad de parénquima de pulmén afectada por las lesiones. Los clasificadores
de las lesiones estaran cegados a la identidad del tratamiento para cada cerdo.
En resumen, la clasificacion para las lesiones de pulmon en cada I6bulo se
determinara al estimar el porcentaje del I6bulo que exhibe lesiones similares a
PRRSV (basado en color y textura) y muitiplicado por el nimero de puntos
posibles para ese I6bulo. La clasificacion maxima para cada |6bulo se determina
mediante porcentaje relativo del volumen de pulmon total ocupado por el lébulo.
La clasificacion de los aspectos dorsal y ventral de todos los [6bulos se agregaran

luego para obtener la clasificacion total para cada cerdo. La clasificacion total
maxima posible para cada animal es 100.

Resultado Principal

Para la reivindicacion de la reduccién de las lesiones de pulmon, las

clasificaciones totales de Ias lesiones presentes en los pulmones se evaluaran.
Resultado Secundario

El resultado secundario sera la ocurrencia de viremia PRRSV.

Analisis Estadistico

Estimador
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Para la evaluacion de la reduccion en la severidad de las lesiones de
pulmén, el estimador sera la fraccion estadistica mitigada (MF). La fraccion

mitigada se calculara como:

MF = W =n,(1+n,+n,)

n.n,

donde: W, = Suma estadistica de rango Wilcoxon
nc = NUmero de sujetos; en el grupo de control
N, = Numero de sujetos en cad grupo vacunado

*Nota: el MF estadistico se estimara para cada replica de estudio.

Declaraciéon de Método para Calcular Estimados de Intervalo

El intervalo de confianza de 95% para la fraccion mitigada para cada
replica de estudio se calculara.

Declaracion de Hipotesis

Para la reivindicacion de severidad de reduccion de lesiones de pulmon:

Ho: M\/ = MC
Ha: My #Mc
donde:

My = Media para el rango de clasificacion de lesidn de pulmodn en el
grupo vacunado

Mc = Media para el rango de clasificacion de lesion de pulmon en el
grupo de control
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Estos estudios probaran la hipétesis nula de que no hay diferencia en IaA
severidad (rango) en lesiones de pulmén entre el grupo vacunado y el grupo de

control de placebo para cada replica de estudio.

Otras Consideraciones Estadisticas

La distribucion de la camada de cerdos se asignara aleatoriamente dentro
de la camada.

Anélisis Estadistico

Métodos Estadisticos

Resultado Principal

Repetibilidad de la prueba de la clasificacion dentro del animal se evaluara
por la correlacién entre clases. Sila prueba de repetibilidad parece ser suficiente,
la clasificacion media de pulmon para cada cerdo se calculara al promediar las
clasificaciones de pulmén de cada clasificador. Las clasificaciones de pulmoén
calculadas se compararan entre los dos grupos de tratamiento para cada replica
de estudio por la Suma de Rango Wilcoxon con la clasificacion de pulmén
calculada coo la variable dependiente y el tratamiento incluido como una variable
independiente. Los analisis se estratificaran por camada si hay suficientes

bloques completos. Se estimara el cambio HL. El MF se estimara a partir del
analisis estadistico Wilcoxon.

Resultado Secundario

Se evaluara un resultado secundario para la ocurrencia de viremia. Una
Unica ocurrencia de viremia categorizara al cerdo como positivo para viremia (Si o

No). La viremia se comparara entre los grupos de tratamiento en un modelo lineal
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mezclado generalizado con la ocurrencia de viremia (Si o No) como la variable

dependiente binomial y el tratamiento incluido como una variable independiente.

Si hay suficientes bloques completos, la camada se incluira como un efecto

covariado aleatorio en el modelo.

Todos los andlisis estadisticos se desarrollaran utilizando el sistema SAS

(SAS Institute, Inc.). El nivel de significancia se establecera en p<0.05.

En lo anterior, se ha proporcionado una descripcion detallada de las
modalidades particulares de la presente invencion para proposito de ilustracion y
no de fimitacion. Se entendera que todas las otras modificaciones, ramificaciones
y equivalencias obvias para aquellos expertos en la técnica basadas en esta

descripcion estan destinadas a ser incluidas dentro del alcance de la invencion
segun se reivindica.
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REIVINDICACIONES

Lo que se Reivindica es:

1. Un vector poxvirus recombinantz de mapache (rRCPV) que comprende
una o mas moléculas de acido nucleico exogenas que codifican una

proteina del virus del sindrome reproductivo y respiratorio de porcinos
(PRRSV), en donde:

(a) por lo menos una molécula de acido nucleico se inserta en el
sitio de la hemaglutinina o en el sitio de la timidina quinasa
del genoma de poxvirus de mapache: o

(b) por lo.menos dos moléculas de acido nucleico se insertan en
el sitio de la hemaglutinina o en el sitio de Ia timidina quinasa
del genoma del poxvirus de mapache; o

(c) por lo menos una molécula de acido nucleico se inserta en el
sitio de la hemaglutinina y por lo menos una molécula de
acido nucleico se insarta en el sitio de la timidina quinasa del

genoma del poxvirus de mapache

2. El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 1, en
donde por lo menos dos moléculas de acido nucleico se insertan en el
sitio de hemaglutinina y por lo menos dos moléculas de acido nucleico

se insertan en el sitio de timidina quinasa del genoma de poxvirus de
mapache.

3. El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con una de
las reivindicaciones 1 0 2, que comprende adicionalmente una molécula
de acido nucleico que codifica una proteina del virus del sindrome
reproductivo y respiratorio de porcinos (PRRSV) que se inserta en un

tercer sitio no esencial del genoma de poxvirus de mapache en adicién
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a los sitios de timidina quinasa y hemaglutinina del genoma de poxvirus
de mapache.

El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 3, en

donde el tercer sitio no esencial del genoma de poxvirus de mapache

es el sitio del inhibidor de serina proteasa.

El vector poxvirus recombinantz de mapache de cualquiera de las
reivindicaciones 1-4, en donde e! vector de poxvirus codifica por lo
menos dos copias de la misma proteina del virus del sindrome

reproductivo y respiratorio de porcino.

El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 5, en
donde dichas dos copias de la misma proteina se codifican por dos
moléculas de acido nucleico diferentes.

El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 5, en

donde dichas dos copias de la misma proteina se codifican por la
misma molécula de acido nucleico.

El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 7, en

donde dichas dos copias de la misma proteina se ligan de manera
operable a un promotor.

El' vector poxvirus recombinante de mapache de una de las
reivindicaciones 6 o 7, en donde dichas dos copias de la misma

proteina se ligan de forma operzble a promotores separados.

10.El vector poxvirus recombinante de mapache de cualquiera de las

reivindicaciones 6, 7, 8 0 9, en donde dichas dos copias de la misma

proteina se codifican por un cuadro de lectura abierto (ORF) del virus



»

-

wn

10

15

51

000128
del sindrome reproductivo vy - respiratorio de porcinos (PRRSV)
seleccionado del grupo que consiste de ORF1, ORF2, ORF3, ORF4,
ORF5, ORF6, ORF7 y una combinacion de éstos.

11.El vector poxvirus recombirante de mapache de una de las
reivindicaciones 1 o 2, en donde cada una de las moléculas de acido
nucleico exdgenas codifica un PRRSV ORF.

12.El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 11, en
donde el ORF es uno o mas seleccionado del grupo que consiste de

ORF1, ORF2, ORF3, ORF4, ORFS5, ORF6, ORF7 y una combinacién
de éstos.

13.El vector poxvirus recombinante de mapache de la reivindicacion 2, en
donde dichas dos o mas moléculas de acido nucleico exdégenas
codifican dos o mas del PRRSV ORF seleccionado del grupo que
consiste de ORF5-ORFS, ORF5-ORF6-ORF7, ORF3-ORF5-ORFS6,
ORF3-ORF4-ORF7, ORF3-ORF4-ORF5-ORF7, ORF3-ORF4-ORF6-
ORF7, y ORF3-ORF4-ORF5-ORF6-ORF7. |

14.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en donde el virus del sindrome

reproductivo y respiratorio de porcino es I1SU12 (lowa), Olot/91
(Espafiol) o ambos.

15.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-14, en donde se insertan dos o

mas moléculas “dentro del sitio de hemaglutinina del genoma del
poxvirus de mapache.
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16.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con la
reivindicacion 15, que comprende adicionalmente una molécula de
acido nucleico que codifica un cuadro de lectura abierto del circovirus
de porcino tipo 2 (PCV2).

17.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con la

reivindicacién 16, en donde el cuadro de lectura abierto PCV2 es
ORF2.

18.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con la
reivindicacion 17, en donde el PCV2 ORF?2 se inserta de forma

separada en el sitio de timidina quinasa del genoma de poxvirus de
mapache.

19.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 15-18, que comprende
adicionalmente una secuencia de nucledtido que codifica una

glicoproteina del virus de Ia leucemia felina del fenotipo P27,

20.El vector poxvirus recombinante de mapache de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-19, en donde el poxvirus de
mapache esta vivo y es replicable.

21.Una vacuna recombinante pcreina que comprende una cantidad
inmunoldgicamente efectiva dal vector poxvirus recombinante de
mapache de una cualquiera de las reivindicaciones  1-20 vy,

opcionalmente, un portador, diluyente o adyuvante adecuado.

22. Una vacuna recombinante porcina que comprende una cantidad |

inmunolégicamente efectiva de dos o mas de los vectores poxvirus
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recombinantes de mapache de una cualquiera de las reivindicaciones

1-20 y, opcionalmente, un portador o diluyente adecuado.

23.La vacuna recombinante porcina de acuerdo con una cualquiera de las

reivindicaciones 21 0 22, en donde el poxvirus de mapache es vivo y es
replicable.

24.La vacuna recombinante porcina de acuerdo con la reivindicacion 21 o

22, que comprende adicionalmente por lo menos un antigeno de
porcino adicional.

25.La vacuna recombinante porcina de acuerdo con la reivindicacion 24,

en donde el antigeno porcino adicional se selecciona del grupo que
consiste de antigeno de Micoplasma hyopneumoniae, antigeno de
aemophilus parasuis, antigeno de Pasteurella multocida, antigeno de
Streptococcum suis, antigeno de Actinobacillus pleuropneumoniae,
antigeno de Bordetella bronchiseptica, antigeno de Salmonelia
choleraesuis, antigeno de Erysipelothrix rhusiopathiae, antigeno de la
baceteria leptospira, antigeno del virus de la influenza porcina, antigeno
del parvovirus porcino, antigeno de Escherichia coli, antigeno del
coronavirus respiratorio porcino, antigeno de rotavirus, un antigeno de
un patoégeno causante de la Enfermedad de Aujesky, antigeno de la

Gastroenteritis Transmisible Porcina Y una combinacion de éstos.

26.Un método para inducir una respuesta inmune contra el virus del

sindrome reproductivo y respiratorio de porcinos, que comprende
administrar a un animal porcino una cantidad inmunologicamente

efectiva de una vacuna recombinante de porcino de una cualquiera de
las reivindicaciones 21-25.
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27.El método de acuerdo con la reivindicacion 24, en donde la vacuna

recombinante de porcino comprende un vector recombinante del
poxvirus de mapache vivo y replicable.

28.Un método para prevenir el sindrome reproductivo y respiratorio de
porcino y el Sindrome de Desmedro Multisistémico post-destete, que
comprende administrar a un animal porcino en necesidad de proteccion
una vacuna recombinante de porcino que comprende una cantidad
inmunoldgicamente efectiva del vector poxvirus recombinante de
mapache de una cualquiera de las reivindicaciones 16-19 v,

opcionalmente, un portador, diluyente o adyuvante adecuado.

29.El método de acuerdo con la reivindicacion 28, en donde el vector

poxvirus recombinante de mapache es vivo y replicable.

30.El método de la reivindicacion 26, en donde la cantidad
inmunoldgicamente efectiva de la vacuna varia de aproximadamente
4.5 Log1oTCIDso/ml a aproximadamente 7.5 Log1oTCIDsg/m.

31.El método de la reivindicacién 26, en donde la vacuna se administra

como una dosis Unica o como dosis repetidas.

32.La vacuna recombinante porcina de cualquiera de las reivindicaciones

21-25, en donde la vacuna esta libre de adyuvante.
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RESUMEN

La presente invencion se relaciona con una nueva vacuna del vector
poxvirus recombinante de mapache en el que el vector expresa una o mas
proteinas antigénicas codificadas por miultiples cuadros de lectura abiertos,
preferiblemente el ORF5, ORFS, y/lo ORF3/ORF4/ORF7, de una o mas de las
cepas del virus del sindrome reproductivo y respiratorio de porcino solo o en
combinacion con un cuadro de lectura abierto del circovirus porcino tipo 2 (PCV-

2), preferiblemente ORF2, en los sitios de la hemagiutinina (ha) y/o timidina
quinasa (tk).
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Figura 1

plasmido pPFD2000A-FOAH-S®t _ , ,
ﬁﬂp?z tp = 29-May-2007

Secuencia de ADN completa de  pFDZO0CA

CARACTERISTICAS Localizacion/calificadores

sertion, 1..557
tnsertion_seg Tnotes “lzquierda HA”
insertion_seq  4031..4622

/notes “Derecha HA”
CDS 968. .4024
/note="lacz ORF"

misc_feature 358..595
/note= “sitios de clonacién multiples”

CDs S065..5925
/note= “ORF ampicilina”
promotor 5496, .973
/note=" Promotores < #11 and P7.5 »"
CONTEO BASE 1790 A 1654 ¢ 1707 G 1721 T @ oTRO
ORIGEN

1 TTATTGGACA CTAGATAATC ATCACATGTT ACCACAAAAT TATATAATGT ATAAATGCGA
61 AATTATTAAA CGCAAATATC CATGGGAMAA CGCGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
121 TITGGAGAGT TTTATAGGAA GTATATAGAG TAGAACCAGA ATTTTGTAAA AATAAATCAC
1B1 ATTTTTATAC TAATATGAAA CAACTATCGA TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
241 CAACCAAACC TCATCCYACA CAGATATCAA AAAAACTAGG CGATGATGCT ACTCTATCGT
301 GTAATAGAMA CAATACACAT GGATATCITG TCATGAGTTC TTGGTATAAG AAACCAGACT
361 CCATTATTCT CTTAGCAGCC AAAAACGATG TCGTATACTT TGATGATTAT ACAGCGGATA
421 AAGTATCATA CGATTCACCG TATGATACTC TAGCTACAAT TATTACAATT AAATCATTGA
481 CATCTGGAGA TGCAGGTACT TATATATGLG CATTCTTTAT AACATCAACA AATGATALGS
341 ATAAMATAGA TTATGAAGAA TTCGYCGADS CGGCCGCCTG CAGAAGCTTG GTACCATTTA
601 TAGCATAGAA AAMMACAAMA TGAAATTCTA CTATATTTTT ACATACATAT ATTCTAAATA
661 TGAAAGTGGT GATTGTGACT AGCGYAGCAT CGCTTCTAGA CATCTATATA CTATATAGTA
721 ATACCAATAC TCAAGACTAC GAAACTGATA CAATCTCTTA TCATGTGGGT AATGTTCTCG
7Bl ATGTCGATAG CCATATGCCC GGTAGTTGCG ATATACATAA ACTGATCACT AATTCCAAAC
841 CCACCCGLTT TTTATAGTAA GTTTTYCACC CATAAATAAT AAATACAATA ATTAATTTCT
901 CGTAAAAGTA GAAMATATAT TCTAATTTAT TGCACGGTAA GGAAGTAGAA TCATAAAGAA
361 CAGTGACATG GATCCUGTCG TTTTACAACG TCGTGACTGG GAAMMACCCTG GOGTTACCCA
1021 ACTTAATCGC CTTGCAGCAC ATCCCCCITT CGCCAGCTGG CGTAATAGCE AAGAGGLCCE
1081 CACCGATCGC CCITCCCAAC AGTTRUGUAG CCTGAATGGC GAATGGCGET TTGCCTGCTT
1141 TCCGGCACCA GAAGCGGTGL CGGAAAG(YG GCTGGAGTGC GATCTTCCTG AGGCCGATAC
1201 TETCGTCGTC CCCTCAAACT GGCAGATGCA CGGTTACGAT GCGCCCATCT ACACCAACGE
1261 AACCTATCCC ATTACGGTCA ATCCGCCGTT TGTTCCCACG GAGAATCCOA CGGGTTGTTA
1321 CTCGCTCACA TTTAATGTTG ATGAAAG(TG GCTACAGGAA GGCCAGACGC GAATTATTTT
1381 TGATGGLGTT AACTCGGCGT TTCATCTGTG GTGCAACGEG CGCTGGGTCE GTTACGGCCA
1441 GGACAGTCGT TTGCCGTCTG AATTTGACCT GAGOGCATTT TTACGCGCCG GAGAAAACCE
1301 CCTCGCGGTG ATGGTGCTGE GTTGGAGTGA CGGCAGTTAT CTGGAAGATC AGGATATCTG
1361 GCGGATGAGC GGCATTTTCC GTGACGTCTC GTTGLTGEAT AAACCGACTA CACAAATOAC
1621 CGATTTCCAT GTTGCCACTC GCTTTAATGA TGATTTCAGC CGCGCTGTAC TGCAGGLY G
1681 AGTTCAGATG TGCGGCGAGT TGCGTGACTA CCTACGGRTA ACAGTTTCTT TATGOCALGE
1741 TGAAACGEAG GTCGLCAGCS GCACCGCGCE TTTCGGCGGT GAAATTATCG ATGACCOICH
1801 TGGTTATGCC GATCGCGTCA CACTACGUCT CAAGGTCGAA AACCCGAAAC TGTGGAGLGO
1861 CGAAATCCCG AATCTCTATC GTGCGGTGGT TGAACTGCAC ACCGCCGACS GOACGOTCAT
1921 TGAAGCAGAA GCCTGCGATG TCGSTITCCG CGAGOTGCGG ATTGAAAATG GTCTSCTORT
1981 GCTGARCGGC AAGCCGTTGL TGATTCGAGG CGTTAACCGT CACGAGCATC ATCCTCTGCA
2041 TCGTCAGGTC AVGGATGAGC AGACGATGGT GCAGGATATC CTGCTGATGA AGCAGAACAA
2101 CTITAACGCC GTGCGLTGTT CGCATTATCC GAACCATCCG CTGTGOTACA CGCTGTGCGA
2161 CCGCTACGGL CTGTATGYGG TGGATGAAGC CAATATTGAA ACCLACGOCA Tooteteson
2221 CAATCGTCTG ACCGATGATC CGOGCTGGCT ACCGGCGATG AGCCAACCCE TAACGCGAAT
2281 GGTGCAGCGC GATCGTAATC ACCCGAGTGT GATCATCTGG TCGCTGOGOA ATGAATCAGG
2341 CCACGGCGCT AATCACGACG CGCTGTATCG CTGGATCAAA TCT GTCGATC CTTCCCGCCC
2401 GGTGCAGTAT GAAGGCGGUG GAGCCGACAC CACGGCCACE GATATTATIT GCCCGATGTA
2461 COLGLGCGTG GATGAAGACC AGCCCTTCCC GGOTETGCCG AMATGGTCCA YCAARAMATG
2521 GCYTTCGCTA CCTGGAGAGA CGUGCCCOCT GATCCTTTGS . GABTACGECC ACGCGATGAG
CGICAGTATC CCCGTTTACA
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Figura 1 (continuacion)

plismido pFD2{}00A-FDAKH-Seq
2641 GGGCGGCTTC GTCTGGGACT GGGTGGATCA GTCGCTGATT AAATATGATG AAAACGGCAA
2701 CCCGTGGTCG GCTTACGGCG GTGATTTTGE CGATACGCCG AACGATCGCC AGTTCTGTAT
2761 GAACGGTCTG GTCTTTGCCS ACCGCACGUC GCATCCAGLG CTGACGGAAG CAAAACACCA
2821 GLAGCAGTTT TTCCAGTTCC GTTTATCCGG GCAAACCATC GAAGTGACCA GCGAATACCT
2881 GTTCCGTCAT AGUGATAALG AGCTCCTGCA CTGGATGGTG GCGCTGGATG GTAAGCCGLT
2341 GGCAAGCGGT GAAGTGCCTC TGGATGTCGC TCCACAAGGT AAMCAGTTGA TTGAACTGCC
3001 TGAACTACCG CAGCOGGAGA GCGCCGGGCA ACTCTGGCTC ACAGTACGOG TAGTGCAACC
3061 GAACGCGACC GCATGGTCAG AAGCCGGGLA CATCAGCGLC TGGCAGCAGT GGCGTCTGGE
3121 GGAAAACCTC AGTGTGACGL TCCCCGCCGL GTCOCACGCC ATCCCGCATC TGACCACCAG
3181 CGAAATGGAT TTTTGCATCG AGCTGGGTAA TAAGCGTTGG CAATTTAACC GCCAGYCAGE
3241 CTTYCTTTCA CAGATGTGGA TTGGCGATAA AAAACAACTG CTGACGCCGC TGOGCGATCA
3301 GTTCACCCGT GCACCGCTGG ATAACGACAT TGGCGTAAGT GAAGCGACCC GCATTGACCE
3361 TAACGCCTGG GTCGAACGLT GGAAGGLGG( GOGCCATTAC CAGGCCGAAG CAGCGTTGYT
3421 GCAGYGCACG GCAGATACAC TTGCTGATGL GGTGCTGATT ACGACCGGTC ACGCGTGGCA
3481 GCATCAGGGG AAAACCTTAT TTATCAGCCH GAAAACCTAC CGGATTGATG GTAGTGGTCA
3541 AATGGCGATT ACCGTYGATS TTGAAGTGGL GAGCGATACA CCGCATCOGGE CGOGGATTGG
3601 CCTGAACTGL CAGCTGGCGC AGGTAGCAGA GCGGGTAAAC TGGCTCGGAT TAGGGCOGCA
3661 AGAAAACTAT CCCGACCGCC TTACTGLCGL CTETYTTGAC CGCTGGGATC TGCCATTGTC
3721 AGACATGTAT ACCCCGTACG TCTTCCCGAS CGAAAACGGT CTGCGCTGLG GGACGCGOGA
3781 ATTGAATTAT GGLCCACACC AGTGGCGCGS CGACTTCCAG TTCAACATCA GCCECTACAG
3841 TCAACAGCAA CTGATGGAAA CCAGCCATUS CCATCTGCTG CACGCGGAAG AAGGCACATG
3901 GCYGAATATC GALGGTTTCC ATATGGGGAT TGGTGELCGAC GACTCCTGGA GUOCGTCAGT
3961 ATCGGUGGAA TTCCAGCTGA GCGCCGTTCS CTACCAYTAC CAGTVGGTCT GGTGTCAAAA
4021 ATAAGGATCC TCGATACCAA CAACGGTAGA AAGTGTTACA ATATCTACTA CAAAATATAC
4081 AACTAGTGAC TVTATAGAGA TATTTGGCAT TGTTTCACTA ATTTTATTAT TGGCCGTGGC
4141 GATTTTCTGT ATTATATATT ATTTCTGTAG TGGACGGTCT CGTAAACAAG AAACAAATAT
4201 ATTATAGATT TTAACTCAGA TAAATGTCTG GAATAATTAA ATCTATCGTT TTGAGCGGAC
4261 CATCTGGTTC CGGCAAGACA GCTATAGTCA GGAGACTCTT ACAAGATTAT GGAAATATAT
4321 TTGGATTTGT GGTATCCCAT ACCACTAGAT TTCCTCGTCC TATGGAACGA GAAGGTGTCG
4381 TCTACCATTA CGTTAACAGA GAGGCCATTT GGAAGGGAAT AGCCGLTGGA AACTTGCTAG
4441 AACATACAGA GTTTTTGGGA AATATTTATG GGACTTCTAA AACATCCATG AACACAGCTG
4501 CTATTAATAA TCGTATATGT GTTATGGATT TAAACATTGA CGGAGTTAGG AGTCTTAAAA

4561 ACACATACTT TAAGACCTAC ATCTCTTAAA ATGGTAGAAA
4621 CTOCATGCLC ACGCATCTGT GUGGTATTTC ACACCGEATA
4681 TGGTGCACTC
4741 CCAACACCLG
4801 GCTGTGACCE
4861 GCGAGACGAA
4927 GTTTCTYTAGA
4981 TTTTTCTAAA
5041 CAATAATAYT
5101 TTTITTGCGG
5161 GATGCTGAAG
5221 AAGATCCTTG
5281 CTGCTATGTG
5341 ATACACTATT
5401 GATGGCATGA
5461 GCCAACTTAC
5521 ATGGGGGATC
5581 AACGACGAGC

5641 ACTGGCGAAC *
3701 AAAGTTGCAG |

3761 TCTGGAGCCG

5821 CCCTCOCGTA TC

3881 AGACAGATCG

5941 TACTCATATA

6001 AAGATCCTTT
6061 GCGTCAGACC
6121 ATCTGCTGCT
6181 GAGCTACCAA
6241 GTTCTTCTAG
6301 TACCTCGCTC
6361 ACCGGGTTGG

GATGCCTTAC TCTGTTTATA
TGATGCGGTA TTTTCTCCTY
TCAGTACAAT CTGCTCTGAT ,
CTGACGLGCC CTGACGGGCT TGTCTGCTCC CGGCATCCSE TTACAGACAA
TCTCCGGGAG CTGCATGTUT CAGAGGTTTT CACCGTCATC ACCGAAACGC
AGGGCCTCGT GATACGCCTA TTYTTATAGG TTAATGTCAT GATAATAATG
COTCAGGTGG CACTTTYC(G GGAAATGTGE GCGGAACCCC TATTTGTTTA
TACATTCAAA TATGTATCCG CTCATGAGAC AATAACCCTG ATAAATGCTT
GAAAAAGGAA GAGTATGAGT ATTCAACATT TCCGTGTCGC CCTTATTCCE

s : T GCTCACCCAG AAACGCTGGT GAAAGTAAAA
ATCAGTTGGG TGCACGAGYG GGTTACATCG AACTGGATCT CAACAGCGGT
AGAGTTTTCG CCCCGAAGHA CGTTTTCCAA TGATGAGCAC TTTTAAAGTT
GCGCGGTATT ATCCCGTATT GACGCCGGGE AAGAGCAACT CGGTOGCCEE
CTCAGAATGA CTTGGTTGAG TACTCACCAG TCACAGAARA GCATCTTACG
CAGTAAGAGA ATTATGCAGT GCTGCCATAA CCATGAGTGA TAACACTGLG
TTCTGACAAC GATCGGAGGA CCGAAGGAGL TAACCGCTTT TTTGCACAAC
ATGTAACTCG CCTTGATCGT TGGGAACCGG AGCTGAATGA AGCCATACCA

CTCTTTTTCC GAAGGTAACT GGCTTCAGCA GAGCGCAGAT “’MTACT
TGTAGCCGTA GTTAGGCCAC CACTTCAAGA ACTCTGTAGC ACOGLCTACA
TGCTAATCCT GTTACCAGTG GCTGCTGCCA GTGGCGATAA GTCGTGTCYT
ACTCAAGACG ATAGTTACUG GATAAGGUGC AGCGGTCGGG CTGAACGGLG

Pagina 2

GUCGCATAGT TAAGCCAGCC COGACACCCG.
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Figura 1 (continuacién)

6421 GGTTCGTGCA umcu%lég%%'%&w“seqc GAACTGAG

TTCGTGCA CA GA ACGACCTACA CCGAACTGAG ATACCTAC
5481 CGTGAGCTAT GAGAAAGCGE CACGCTTCCC GAAGGGAGAA AGGOGGACASG 4T, &nggg?:
S201 AGCOGCAGGS TCGGAACAGG AGAGCGCACG AGGGAGCTTC CAGGGGGAM COCCTOorar
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Figura 2

' plasmido pEp2401TK- FDANH-5eG ,
Secuencia de ADN completa de ppp200LTK 5508 bp 29~-MAY-2007
CARACTERISTICAS Localizacién/calificadores

insertfon_seq 1..538
A /notes “Iaguierda TK”

sertion_se 2767..327
ins d Jnotes “Derecha TK”

DS 943, .2760
/note="gus ORF"
€Ds 3707. . 4567

/notes “ORF ampicilina”

- feature 539..576
misc_feat /notes  “sitios de clonacién multiples”

promotor 577..675

/note=" promotor Sg/L *
promotor €76, .942 v
/notex" promotor py g5
CONTEO BASE 1540 A 1206 ¢ 1335 G 1427 T 0 otrO
ORIGEN

1 GAGCTCATAA ATAGTAAACC GATAGTGTAT AAAGATTGTG CAATGCTTTT GCGATCAATA
61 AATGGATCAC AACCAGTATC TGTTGACGAT GTTCTTCGCA GATGATGATT CATTYTTTAA
121 ATATTTAGLT AGTCAAGACG ATGAATCTTC ATTATCCGAT ATATTGCASA TTACCCAATA
181 TCTTGATTTT TTATTGTTGT TATTGATACA GTCAAAAAAT AAACTAGAGG CTGTAGGTCA
241 TTGTTATGAA TCTCTTTCGG AGGAATATAG ACAATTGGOG AAATTTACAG ACACTCAAGA
301 GTTTAAAMAA CTATTTAATA AGGTTCCTAT TGCTACAGAC GGACGCGTTA AACTTAATAA
361 AGGGTATTTA TTTGACTTTG TTGTCAGTAT GATGAGATTT AAAMAAGAGT CATCTATAAT
421 ACCAAACATA GATCCGGTTC GATACATAGA TCCTCGTCGA GATATAGTAT TTTCTAACET |
481 AATGGATATA TTAAAGTCTA ATAAAGTGAA CAATAATTAA ATTTTTATTG TCACCTAGGA
541 ATTCGTCGAC GCGGLCGCCT GCAGAAGCTT GGTACCATTT ATATTCCAAA AAARARAAAT
601 AAAATTTCAA TTTTTACATA CATATATTCT AAATATGAAA GTGGTGATTG TGACTAGCGT
661 AGCATCGCTT CTAGACATCT ATATACTATA TAGTAATACC AATACTCAAG ACTACGAAAC
721 TGATACAATC TCTTATCATG TGGGTAATGT TCTCGATGTC GATAGCCATA TGCCCGGTAG
781 TTGCGATATA CATAAACTGA TCACTAATTC CAAACCCACC CGCTTTTTAT AGTAAGTTTT
841 TCACCCATAA ATAATAAATA CAATAATTAA TTTCTCGTAA AAGTAGAAAA TATATTCTAA
SOL TYTATTGCAC GGTAAGGAAG TAGAATCATA AAGAACAGTG ACATGGATCC GGTCOGTCCT
961 GTAGAMACCC CAACCCGTGA AATCAAAAAA CTCGACGGCC TGTGGGCATT CAGTCTGEAT
1021 CGCGAAAACT GTGGAATTGA TCAGCGTTGG TGGGAAAGCG CGTTACAAGA AAGCCGGGCA
1081 ATTGCTGTGC CAGGCAGTTT TAACGATCAG TTCGCCGATG CAGATATTCG TAATTATGCG
1141 GGCAACGTCT GGTATCAGCG CGAAGTCTIT ATACCGAMG GTTGGGCAGG CCAGCGTATC
1201 GTGCTGCGIT TCGATGCGGT CACTCATTAC GGCAAAGTGT GGGTCAATAA TCAGGAAGTG
1261 ATGGAGCATC AGGGCGGCTA TACGCCATTT GAAGCCEATG TCACGCCGTA TGTTATTGLC
1321 GGGAAAAGTG TACGTATCAC CGTTTGTGTG AACAACGAAC TGAACTGGCA GACTATCCOG
1381 CCGGGAATGG TGATTACCGA COAAAACGGL AAGAAAAAGC AGTCTTACTT CCATGATTTC
1441 TTTAACTATG CCGGAATCCA TCGCAGCGTA ATGCTCTACA CCACGOCGAA CACCTGGGTG
1501 GACGATATCA CCGTGGTGAC GCATGTCG(G CAAGACTGTA ACCACGCGTC TGTTGACTGS
1361 CAGGTGGTGG CCAATGGYGA TGTCAGCGTT GAACTGCGTG ATGCGGATCA ACAGGTGGTT
1621 GCAACTGGAC AAGGCACTAG CGGGACTTTG CAAGTGGTGA ATCCGCACCT CTGECAACCG
1681 GGTGAAGGTT ATCTCTATGA ACTGTGCGTC ACAGCCAAAA GCCAGACAGA GTGTGATATC
1741 TACCCGCTTC GCGTCGGCAT CCGGTCAGIG GCAGTGAAGG GCCAACAGTT CCTGATTAAC
1801 CACAAACCGT TCTACTTTAC TGGCTTIGET CGTCATGAAG ATGCGGACTT ACGTGGLAAA
1861 GGATTCGATA ACGYGCTGAT GGTGCACGAC CACGCATTAA TGGACTGGAT TGGGGCCAAC
1921 TCCTACCGTA CCTCGCATTA CCCTTACGET GAAGAGATGC TCGACTGGGC AGATGAACAT
1981 GGCATCGTGG TGATTGATGA AACTGCTGLT GTCGGCTTTT CGCTCTCTTT AGGCATTGGT
2041 TTCGAAGCGG GCAACAAGCC GAAAGAACTG TACAGLGAAG AGGCAGTCAA CCLCGAAACT
2101 CAGCAAGCGC ACTTACAGGC GATTAAAGAG CTGATAGCGC GTGACAAAAA CCACCCAAGE
2181 GTGGTGATGT GGAGTATTGC CAACGAACCG GATACCCGTC CGCAAGGTGC ACGGGAATAT
2221 TTCGCGCCAC TGGCGGAAGC AACGCGTAMA CTCGACCCGA CGCGTCCGAT CACCTGOCTC
2281 AATGTAATGT TCTGLGACGC TCACACCGAT ACCATCAGCE ATCTCTTTGA TGTGCTATAC
2341 CTGAACCGTT ATTACGGATG GTATGTCCAA AGCGGCGATT TGGAAACGGC AGAGAAGGTA
401 CTGGAAAMAG AACTTCTGOL CTGGCAGGAG AAACTGCATC AGCCGATTAT CATCACCOAA
2461 TACGGCGTGG ATACGTTAGC CGGGCTGCAC TCAATGTACA CCGACATGTG CAGTGAACAG
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plasmido pFD2001TK-FOAH-58G

2521 TATCAGTGTG CATGGLTGGA TATGTATCAC
2581 GGTGAACAGG TATGGAATTT CGLCGATTTY
2641 GGTAACAAGA AAGGGATCTT CACTCGCGAC
2701 CAARAACGCY GGACTGGCAT GAACTTCGGT
2761 GGATCCGGAA ATGGTAGTAA AACTGACAGC
2821 GTTTTCTAAA CGITTGGGAA CGGAAACCGA
2881 TCAATCCGTA TGUAGAAAGT GTTACATCAA
2941 AATAAACATT GATTAAAYTT TAATATAATA
3001 ACCGYYTATG TATTTTGAGG AAATAGATAA
3061 TGAGGTTGCT AAAAAACTTC CATATCAGGG
3121 TITTCTTAGT AAGCTACAGA GACACGGTAT
3181 ATCGGCTCCT GGTACACACA TACGTTATCY
3241 CATCAAATGG ATGCTAATTG ACGGGCATGC
3301 GTGLGGTATT TCACACCGCA TATGGTGCAC
3361 GTTAAGCCAG CCCCGACACC CGLCAACACC
3421 CCCGGCATCC GCTTACAGAC AAGCTGTGAC
3481 TTCACCGTCA TCACCGAAAC GOGCGAGACG
3541 GGTTAATGTC ATGATAATAA TGGTTTCTTA
3601 GLGLGGAACC CCTATTTGTT TATTTTTCTA
3661 ACAATAACCC TGATAAATGC TTCAATAATA
3721 TITCCGTGTC GCCCTTATTC CCTTIVTITGE
3781 AGAAACGCTG GTGAAAGTAM AAGATGCTGA
3841 CGAACTGGAT CTCAACAGCG GTAAGATCCT
3901 AATGATGAGC ACTTTTAAAG TTCTGCTATG
3961 GCAAGAGCAA CTCGGTCGEC GCATACACTA
4021 AGTCACAGAA AAGUATCTTA CGGATGGCAT
4081 AACCATGAGY GATAACACTG CGGCCAACTT
4141 GCTAACCGCT TTTTTGCACA ACATGGGGGA
4201 GGAGCTGAAT GAAGCCATAC CAAACGACGS
4261 MCACGTTG CGCAAACTAT TAACTGGCGA
4321 AATAGACYGG ATGGAGGCGG ATAAAGTTGE
4381 TGGCTGGTTT ATTGCTGATA AATCTGGAGC
4441 AGCACTGGGG CCAGATGGTA AGCCCTOCCS
4501 GGCAACTATG GATGAACGAA ATAGACAGAY
4561 TTGGTAACTG TCAGACCAAG TTTACTCATZ,
4821 TTAATTTAAA AGGATCTAGG TGAAGATCCT
4681 ACGTGAGTTT TCGTTCCACT GAGCGTCAGH
4741 AGATCCTTTT TTTCTGCGLG TAATCTGCTG
4801 GGTGGTTTGT TTGCUGGATC AAGAGCTACC
4861 CAGAGCGCAG ATACCAAATA CTGTTCTTCT
4921 GAACTCTGTA GCACCGCCTA CATACCTCGC
4981 CAGTGGCGAT AAGTCGTGTC TTACCGGGTT
3041 GCAGCGGTCG GGLTGAACGG GGGGTTCGTG
5101 CACCGAACTS AGATACCTAC AGCGTGAGCT
5161 AAAGGCGGAC AGGTATCCGE TAAGCGGCAC

2221 TCCAGGGGGA AACGCCTGGT ATCTTTATAG T

5281 GLGTCGATTT TTGTGAYGCT CGTCAGGGGS
5341 GGCCTTTTITA CGGTTCCTGE CCTTTTGCTC
3401 ATCCCCTGAT TCTGTGGATA ACCGT ATTAC
5461 CAGLCGAACG ACCGAGCGCA GCGAGTCAGY

CGCGTLTTTG ATCGCGTCAG CGCCGTCGTC
GCGACCTCGC AAGGCATATT GCGCGTTGGC
CGCAMACCGA AGTCGGCGGC TTTTY
GGTATGTATG AAATGCTTTA AAGAGGCGTC
GATCGAAATA ATTGGTGGTG AAGATATGTA
CGAATGATAA TTTTTCTATA AAAAACTAAL
CTTAAAMATG GATGTTGTGT CACTGGATAA
TGAACTAGAA TACGAACCAG AAAGTGCAAAL
ACAATTAAAA CTATTACTAG GAGAATTGTT
ATTCGACGGT GCCACTGTAG TGTATATAGG
ACGTGATCAT TTCTATAATT TAGGGGTAAT
CCTGATGCGG TATTTTCTCS YTACGCATCT
TCTCAGTACA ATCTGCTCTG ATGCCGCATA
CGCTGACGLG CCCTGACGES CTTRTCTGCT
AAAGGGCCTC GTGATACGEC TATTTTTATA
GACGTCAGGT GGCACTTTTC GGGGAAATGT
AATACATTCA AATATGTATC CGCTCATGAG
TTGAAAAAGG AAGAGTATGA GTATTCAACA
GGCATTTTGC CYTCCTGITY TTGCTCACCE
AGATCAGTTG GGTGCACGAG TGGGTTACAT
TGAGAGTTTT CGLCCCGAAG AACGTTTTCC
TGGCGCGGTA TTATCCCGTA TTGACGCCCS
TYCTCAGAAT GACTTGGTTG. AGTACTCACC
GACAGTAAGA GAATTATGCA GTGCTGCCAT
ACTTCTGACA ACGATCGGAG GACCGAAGGA
TCATGTAACT CGCCITGATC GTTGGGAACT
GCGTGACACC ACGATGCCTG TAGCAATGGC
ACTACTTACT CTAGCTTCCC GGCAACAATT
AGGACCACTT CTGCGCTCG6 CCCTTCCGEE
CGGTGAGCGT GGGTCTCGCE GTATCATTGE
TATCGTAGTT ATCTACACGA CGGGGAGTCA
CGCTGAGATA GGYTGCCTCAC TGATTAAGCA
TATACTTTAG ATTGATTTAA AACTTCATTT
TTTTGATAAT CTCATGACCA AAATCCCTTA
CCCCGTAGAA AAGATCAMAG GATCTTCTTG
CTTGCAAACA AAMAAACCAC CGCTACCAGC
AACTCTITIT CCGAAGGTAA C ~
AGTGTAGCCG TAGTTAGGCL ACCACTTCAA
TCTGCTAATC CTGTTACCAG TGGCTGCTGE
GGACTCAAGA CGATAGTTAC CGGATAAGGE
CACACAGCCC AGCTTGGAGC GAACGACCTA
ATGAGAAAGC GCCACGCTTC CCGAAGGGAG

GCGGAGCCTA TGGAAAAACG CCAGCAACGC
GCCTTTTGLT CACATGTTCY TTCCTGCGTT
CGCCTTTGAG TGAGETGATA COGLTCGLCE
QAGCGAGGAA GUGGAAGA
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ORIGEN -

1 TTATTCGACA
01 AATTATTAAA
121 TTTGGAGAGT
181 ATTITTATAL
241 CAACCAMACC
301 GTAATAGAAA
361 CCATTATTCT
421 AAGTATCATA
481 CATCTGGAGA
541 ATAMARATAGA
BO1 TATTTATATT
561 ATATAGTAAT
721 TGTTCTCGAT
781 TTCCAAACCC
841 TAATTTCTCS
01 ATAAAGAACA
961 GTTACCCAAL
1021 GAGGCCUGCA
JO0BL GCCTGGYTTIC
1141 GCCGATACTSG
1201 ACCAACGTAR
1261 GGYTGTTACT
1321 ATTATTTTTG
1381 TACGGCCAGS
1441 GARAACCGLC
1501 GATAYGTGGE
1561 CAAATCAGCG
1621 GAGGCTGAAG
1681 TGGCAGGGTG
1741 GAGCGTGGTG
1801 TGGAGCGCEG
1861 ACGCTGATTSG
1821 CYGLTGCTGC
1981 CCTCTGCATG
2041 CAGAACAACT
2101 CTGTGLGACT
2161 GTGCCAATCA
2221 ACGCGAATGS
2281 GAATCAGGCE
2341 TCCLGCCCGS
2401 CCGATGTALG
2461 AAAAAATGGC

Figura 3
lasmido pFO2{HI3SEL - FUAH~-S &G _
Secuencia de ADN completa de pFD'ZgPOSSEL 6820 bp 29-May-2007
CARACTERISTICAS Localizacién/calificadores
insertion_seq 1..%57
/ HOtE'“Iz%uierda HA”
jnsertion_seq 3979..4570
/notes « Jerecha HA”
DS 916..397¢ .
/note="18¢2 ORF
misc_feature 558, .>58%
/notes <itios de clonacién miiltiples”
chs 5013%..5873
/note= “ORF ampicilina™
promotor «b45, . 921 _ . .
/note=" Promotores < P11 and £7.5 »"
frag 580. .648 . N
/note="1 ‘a 59 de secuencia SEL _
CONTEOBASE 1772 o' 1646 ¢ 1697 ¢ 1705 T 0  OTRO

CTAGATAATC ATCACATGIT ACCACAAAAT TATATAATGT ATAAATGCGA
CGCAAATATC CATGGGAAM CGCGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
TTTATAGGAA GTATATAGAG TAGAACCAGA ATTTTGTAAA AATAAATCAC
TAATATGAAA CAACTATCGA TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
TCATCCTACA CAGATATCAA AMAAACTAGG CGATGATGCT ACTCTATCGT
CAATACACAT GGATATCTTG TCATGAGYTC TTGGTATAAG AAACCAGACT
CTTAGCAGCC AAAAACGATG TCGTATACTT TGATGATTAT ACAGCGGATA
CGATTCACCG TATGATACTC TAGCTACAAT TATVACAATT AAATCATTGA
TGCAGGTACT TATATAYGCG CATTCTTTAT AACATCAACA AATGATACGG
TTATGAAGAA TTCGTCGACG COGCCGCCTG CAGAAGCTTG GTACCATGGG
CCAAAAAAAA AMMATAAAAT TYCAATTTTT GCTCTAGACA TCTATATACT
ACCAATACTC AAGACTACGA AACTGATACA ATCTCTTATC ATGTGGGTAA
GTCGATAGCC ATATGCCCGG TASTTGCGAT ATACATAMAC TGATCACTAA
ACCCGCTTTT TATAGTAAGT TYTTCACCCA TAAATAATAA ATACAATAAT
TAAAAGTAGA AAMTATATTC TAATTTATTG CACGGTAAGG AAGTAGAATC
GTGACATEGA TCCCGTCGYT TTACAACGTC GTGACTEGGA AAACCCTGGE
TTAATCGCCT TGCAGCACAT CCCCCTTTCG CCAGCTGGEG TAATAGOGAA
CCGATCGLCC TTCCCAACAG TTGOGCAGCC TGAATGGCGA ATGGLGCTTT
CGGCACCAGA AGCGGTGCLG GAAAGCYGGC TGGAGTGCGA TCTTCCTGAS
TCGTCETCCC CTCAMCTGS CAGATGCACG GTTACGATGC GCCCATCTAC
CCTATCCCAT TACGGTCAAT CCGCCGTTTG TTCCCACGGA GAATCCGACG
CGCTCACATT TAATGTTGAT GAAAGCTGGC TACAGGAAGG CCAGACGCGA
ATGGCGTTAA CTCGGCGTTT CATCTGTGET GCAACGGGLG CTGGGTCGGT
ACAGTCGTTY GCCGTCTGAA TTTGACCTGA GCGCATTTTT ACGCGLCGRA

GGATGAGCGGE CATTTTCCGY GACGTCTCGT TGCTGLATAA ACCGACTACA
ATTTCCATGT TGUCACTCGC TTTAATGATG ATTTCAGCCG CGCTGTALTG
TTCAGATGTG CGGCGAGTTG CUGTGACTACC TACGGGTAAL AGTTTCTTYA
AAACGCAGLT AGUGGC ACCGCGLCTT TCGGOGGTGA AATTATCGAT

AMTCCCGAA TCTCTATCGT GLGGTGGTTG AACTGCACAC CGLCGACGGE
AAGCAGAAGC CTGLGATGTC GGTTTCCGCG AGGTGCGGAT TGAAAATGGT
TGAACGGCAA GCCGTTHCTG ATTCGAGGCG TTAACCGTCA CGAGCATCAT
GTCAGGTCAT GGATGAGCAS ACGATGGTGL AGGATATCCT GCTGATGAAG
TTAACSCCGT GCGCTGITCS CATTATCCGA ACCATCCGCT GTGGTACACG
GCTACGGCCT GT. ATGTGGTG GATGAAGLCA ATATTGAAAC CCACGGCATG
ATCGTCTGAC CGATGATCOG CGCTGGCTAC CGGCGATGAG CGAACGLGTA
TGCAGCGCGA TCGTAATCAL CLGAGTGTGA TCATCTGGTC GCTGGGCAAT
ACGGCOLTAA TCACGACLLG CTGTATCGET GGATCAAATC TGTCGATCCT
TGW&T@\ AGGCGGCGEA GECGACACCA CGGLCACTGA TATTATTTGC
CGCOCGTGEA TGAAGACCAG CCCTTCCLGE CTGTGCCGAA ATGGTCCATC
TTTCTACC TGGAGAGALG CGCOCGCTGA TCCTTTGCGA ATACGCCCAC
Pagina 1



2521 GCGATGOGTA
2581 CGTTTACAGG
2641 AALGGCAACC
2701 TTCTGTATGA
2761 AAACACCAGC
2821 GAATACCTGY
2B81 AAGCCGCTGG
2341 GAACTGCCTS
3001 GTGCAACCEA
1061 COTCTGGOGG
3121 ACCACCAGCG
3181 CAGTCAGGLTY
3241 CGCGATCAGT
3301 ATTGACCCTA
3361 GCGYITGYTIGC
3421 GCGTGGCAGE
3481 AGTGGTCAAA
3541 CGGATTGGCC
3601 GGGCCGLAAG
3661 CCATTGTCAG
3721 ACGCGCGAAT
3781 CGCTACAGTC
3841 GGCACATGGC
3901 CCGTCAGTAT
3961 TGTCAAAAAT
4021 AAATATACAA
4081 GCCGTGGCGA
4141 ACAAATATAY
420) GAGCGGACCA
47267 AMATATATIT
4321 AGGTGTCGTC
4381 CTTGCTAGAA
4441 CACAGCTGET
4501 TCTTAAAAAL
4561 GGTAGAAACT
4621 ACCGCATATS
4681eGACACCCGcc
4741 ACAGACAAGC
JB01 CHAAMACGCGC
4861 TAATAATGGT
4921 TTTGYITATT
4981 AAATGCTTCA
5041 TTATTCCET
5101 AAGTAAAAGA
5161 ACAGCGGTAA
5221 TTAAAGTITCT
5281 GTCGCCGCAT
5341 ATCTTACGGA
2401 acacCToCGEe
5461 TGCACAACAT
5521 CCATACCAMA
5581 AACTATTAAC
5641 AGGCGGATAA
5701 CTGATAAATC
5761 ATGGTAAGCC
SB21 AACGAAATASG
5881 ACCAAGTTTA
5041 TCTAGGTGAA
8001 TCCACTGAGC
6061 TGCGCGTAAT
6121 CGGATCAAGA
6181 CAAATACTGT
6241 CGCCTACATA
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Cliente No. 25291

plasmido pFD2003SEL~FOAH-Seq

ACAGTCTTGE
GCGGCTTCGT
CGTGGTCGGET
ACGETCTGETY
AGCAGTTTYT
TCCGTCATAG
CAAGCGGTGA
AACTACCGCA
ACGLGACCEE
AAAACCTCAG
ABATGGATTT
TYCTTTCACA
TCACCCGTGC
ACGCCTGRGT
AGTGCACGGC
ATCAGGGGAA
TGGCGATTAL
TGAACTGCCA
AAARACTATCC
ACATGTATAC
TRAATTATGG
AACAGCAACT
TGAATATCGA
CGGCGGAATT
AAGGATCCTC
CTAGTGACTT
TTITTCTGTAT
TATAGATTTY
TCTGETTCCG
GGATITGTGG
TACCATTACG
CATACAGAGY
ATTAATAATC
ACATACTTGA
GCATGCCCTG
GTGCACTCTC
AACACCCGCT
TGTGACCGTC
GAGACGAAAG

TTCTTAGACG TCA

TTTCTAAXTA
.AT&&TAT?THL

GCTATGTGGC
ACACTATTCT
TGGCATGACA
CAACTTACTT
GGGGGATCAT
CGACGAGCGT
TGGCGAACTA
AGTTECAGEA
TGGAGCCGGT
CTCCCGTATC

ACAGATCGET G

CTCATATATA
GATCCTTTTT

COOTTTCGCY

CTGGGACTGG

TTACGGCGGT

CTTTGCCGAL,

CCAGTTCCGT

CGATAALGAG
AGTGCCTCTG

GCCGGAGAGC

ATGGTCAGAA

TGETGACGLTC

TTGCATCGAL

GATGTGGATY
ACCGCTGGAT
CGAACGCTES
AGATACACTY
AACCTTATTYT
CETTGATGTT
GCTGGLGCAG
CRALCGCCTY
CCCGTACGTL
CCCACACCAL
GATGGAAACK
CGGTYTCCAY
LCCAGCTGAGC,
GATACCAALCH
TATAGAGAYH,
TATATATTAT
AACTCAGATA
GCAAGACAG(
TATCCCATAL
TTAACAGAG
TTTTGGGAAL
GTATATGTGY
TGLCTTALTC
ATGCGGTATT
AGTACAATCT
GACGLGLCCT
TCCGGGAGET

CATTCAAATZ,
AAAAGGAAGA
TTTTGCCTTC

IR SRS
i AGTTTTCGCC

GCGGTATTAT
CAGAATGACT
GTAAGAGAAT
CTGACAACGA
GTAACTCGCC
GACACCACGA
CTTACTCTAG
CCACTTCTGC
GAGCGTGGGT
GTAGTTATCT

GTCAGACCCC GTA

CTGCTGCTTG
GCTACCAACT:
TCTTCTAGTG
CCTCGOTCYG

CTTTTTCCGA
TAGCCGTAGT
CTAATCCTGT

AACCACCGLT ACCAGCGGTG GTTT

AMTACTGGC AGGCGTTTCG TCAGTATCCC
GTGGATCAGT CGCTGATTAA ATATGATGAA
GATTTTGGCG ATACGCCGAA CGATCGCCAG
CGCACGLCGC ATCCAGCGCT GACGGAAGCA
TTATCCGGGL AAACCATCGA AGTGACCAGC
CTCCTGCACT GRATGGTGGC GCTGGATGGT
GATGTCGCTC CACAAGGTAA ACAGTTGATT
GCCGGGCAAL TCTGGCTCAC AGTACGCGTA
GCCGGGLACA TCAGCGECTG GCAGCAGTGG
CCCGCCGEGT CCCACGCCAT CCCGCATCTG
CTGGGTAATA AGCGTTGGCA ATTTAACCGC
GGCGATAMA AACAACTGCT GACGCCGCTG
AACGACATTG GCGTAAGTGA AGCGACCCGC
AAGGCGGCGE GCCATTACCA GGCCGAAGCA
GCTGATGCGG TGCTGATTAC GACCGGTCAC
ATCAGCCGGA AAACCTACCG GATTGATGGT
GAAGTGGCGA GCGATACACC GCATCCGGCG
GTAGCAGAGC GGGTAAACTG GCTCGGATTA
ACTGCCGECT GTTTTGACCG CTGGGATCTG
TTCCCOAGER AAAACORTEY CRaGATCTG
TGGLGCGGCG ACTTCCAGTT CAACATCAGE
AGCCATCGCE ATCTGCTGCA CGCGGAAGAA
ATGGGGATTG GTGGCGACGA CTCCTGGAGC
GCCGTTCGCT ACCATTACCA GTTGGTCTGG
ACGGTAGAAA GTGTTACAAT ATCTACTACA
TTTGGCATTG TTTCACTAAT TTTATTATTG
TTCTGTAGTG GACGGTCTCG TAAACAAGAA
AATGTCTGGA ATAATTAAAT CTATCGTTTT
TATAGTCAGG AGACTCTTAC AAGATTATGG
CACTAGATTT CCTCGTCCTA TGGAACGAGA
GOCCATTTGG AAGGGAATAG CCGCTGGA
TATTTATGGE ACTTCTAAAA CATCCATGAA
TATGGATTTA AACATTGACG GAGTTAGGAG
TGTTTATATA AGACCTACAT CTCTTAAAAT
TTCTCCTTAC GCATCTGTGE GGTATTTCAC
GCTCTGATGC CGCATAGTTA AGCCAGCCCC
GACGGGCTYG TCTGCTCCCG GCATCCGETT
GCATGTGTCA GAGGTTTTCA CCGTCATCAC
TACGCCTATT TTTATAGGTT AATGTCATGA
CTTTTCGGGG AAATGTGCGC GGAACCCCTA
TGYATCCGCT CATGAGACAA
GTATGAGTAT TCAACATTTC
CTGTTTTTGC TCACCCAGAA AC
CACGAGTGGG TTACATCGAA
CCGAAGAACG TTTTCCAATG
CCCGTATTGA CGCCGGGCAA GAGCH
TGGTTGAGTA CTCACCAGTC ACAGS
TATGCAGTGL TGCCATAACC A
TCGGAGGACC GAAGGAGCTA
TTGATCGTTG GGAACCGGAG
TGCCTGTAGC AATGGCAACA ACGTTGCGCA
CTTCCCGGCA ACAATTAATA GACTGGATGG
GETCOGOCET TCCGGRLTGEE TGETTTATTG
CTCGCGGTAT CATTGCAGCA CTGGGGCCAG
ACACGACGGG GAGTCAGGCA ACTATGGATG
CCTCACTGAT TAAGCATTGG

AGGTAACTGG CTTCAGCAGA GCGCAGATAC
TAGGCCACCA CTTCAAGAAC TCTGTAGCAC
TACCAGTGGC TGCTGCCAGT GGCGATAAGT
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Figura 4

plastido pPFD20D3SEL-GPV~PV-FDAH-Seq

Secuencia de ADN completa de PFD2003SEL-GPV-PY 8373 bp May-29-2007
CARACTERISTICAS Localizacién/calificadores
insertion_seq 1..55
/notes “leguierda HA”
insertion._seq $532..612
/notes “Derecha HA”
<05 2469.,5025 "
/note="Lacz ORF
misc_feature 558, .>569
/notem “sitios de clonacién multiples”
DS 6566. .7426
/notes “ORF ampicilina”
promotor 2202. .24 ,
/note="\w $7.5 promotor”
promotor complement{2153..2195)
Jnote="PSEL ?romotor "
CDS complement (570, ., 2150)
/note=“G Paris Rabias”
CONTEO BASE 2164 A 2028 C 205816 2128 T 0 otro

ORIGEN -
1 TTATTGGACA CTAGATAATC ATCACATCTT
61 AATTATTAAA CGCARATATC CATGGGALAA
121 TTTGGAGAGT TTTATAGSAA GTATATAGAG
181 ATTTTTATAC TAATATGAAA CAACTATCGA
241 CAACCAAACC TCATCCTACA CAGATATCAA
301 GVAATAGAAA CAATACACAT GGATATCITG
361 CCATTATTCT CTTAGEAGLC AAAAACGATG
421 AAGTATCATA CGATTCACCG TATGATACTC
481 CATCTEGAGA TGCAGGTACT TATATATOCS
341 ATAAAATAGA TTATGAAGAA TTCGTCGACT
601 GATTCCCATG AAGATATGAT CTTCCCGUYT
661 CCTCTGAGAY TGTATTGTGY AGGTTCCGAT
721 AMATTATCA ACATCAAGGT AGTCAGGHCL
7B1 TTCGGGAGAC CCAAGTCAAC TCCTGAGATC
841 ACAAAATECT CAGCETOGTC ACCGTTCITG
901 ATAAGGGGGA TAACCGAGGA TACCAACIAC
_36] ATCTCTGGGA TTAAGACATT GCCGTCAGGT
1021 TYTACATGAG GATGACACLT CCCCCCANCT
1081 TTCCAAGTTC TGACTGACTT GTAGYSAGCA
1141 GYATATGCYT TTCCAAACCC AGGGACANGT
1201 ACTGACTTGG TGGTCATGAT GGACTCTAGT
1261 AACTCCTCTA CAACAAGGTG CTCAATTICS
1321 TGACCGGGAG GGCACCATTT GGTTYCAITET
1381 ATAAGTCTAA GTCCGAGAAC TCCACATHAC
1441 TATAGGCCTC TTTCATCTAC AAAGCCGAA
1501 CTACTATTGG TAAAAATGTC ACAAGACATC
1561 GTGTAATCGT GGTTAGTGGA GCAGTAGGTA
1621 CCAGGGAAGA CCCTCGAGTG AAGGGATUTG
1681 GATATGATAA CGAGAGACTC CTTGGTGGTT
1741 TACGGATTGT GTAGAGACTC TTCATATITG
1B0L GCTCTACATG CATCTOGTGT TGGGCGGAAA
1861 CCAACGAAGT TAGTGTAGGT TTCAGCCTCC
1921 ATTTITATGG CTGAGATGTA TCCAACTITA

1981 GTGLATCCTT CGTCCTCCAC TACCARATTG -
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ACCACAARAT TATATAATGT ATAAATGCGA
CGUGCAGTAT ACAGACGATT TTTTACAGTA
TAGAACCAGA ATTTTGTAAA AATAAATCAC
TAGTTATATT GCTACTATCG ATAGTATATA
AMAAACTAGG CGATGATGEY ACTCTATCGT
TCATGAGTTC TTGGTATAAG AAACCAGACT
TCGTATACTT TGATGATTAT ACAGCGGATA
TAGCTACAAT TATTACAATT AAATCATTGA
CATTCTTTAT AACATCAACA AATGATACGG
CACAGTCCGG TCYCACCCCC GCTCTTGTAT
TGGGGAGTGA CTGACACCTC CCTCCCTGTC
CGATYGACTC TTCTCCAGCA TGTCATCAGG
CCTGCACTCA GTAATACATA CTTCCCCCAG
CGTTCGTGLA CATCGGGAAG GTGAACTTCA
AMACGGTAG ACGGGTCTGC CAGGEGGTGC
TCCATATGTT GCTGGAGGAG GGATGATTGC
CCTAATATTA TACCATTGAA AAATACCCCG
CTTAAACACC CTTTTGAAGG GATGATCTCA
TCGGCTTCCA TCAAGGTCTT GTTGAATATG
TTYCTTAAAT GACTGAGACG TCTGAAACTC
GCATCCAGAL ACTCCTCTCT CTTCTTGACC
TCTGAGCGAA AGTCGTGCAA ATTGATCAAC
GATGTTTGCA TCGAGACCCA TGTTCCATCC
TGGAGTTTGC ATGCTCCTTT TAAAGACTTA
GTCTCACTCC CTTTGGATGC TCTCTYCCCT
CCTAGTCTCG GATTCTCGGG CATCCAAATG
GAAGACACCG CTACTCCTGA GCACTTCCOG
TCATATGGGT CCAAATCTGC CACACTTGGA
TTTACAGTTC GAAGCCAGTG GTAGTCAGEG
GGGTCACCG6 CCATCTTCCA GTTGTACGCG
TGCTTTCTTT TGAACGTGGT TGTGACATAA
GTCACAACGE CTGTGCAAGT GAACCCGTTC



2401 TCGTAAAAGT
2461 ACAGTGACAT
2521 AACTTAATCG
2381 GCACCGATCS
2641 TTCCGGCACC
2701 CTGTCGTCGT
2761 TAACCTATCC
2821 ACTCGCTCAC
2881 TTYTGATGGLGT
2941 AGGACAGTCG
3001 GCCTCRCGGT
3061 GGLCLGATGAG
3121 GCGATTTCCA
3181 AAGTTCAGAT
3241 GTGAAACGCA
3301 GTGGVTATGC
3361 CCRAAATCCC
3421 TTGAAGCAGA
3481 TGLTGAALGS
3541 ATGGTCAGGT
3601 ACTTTAACGE
JE61 ACCGLTACGG
3721 TCAATCGTCT
3781 TGGTGLAGLG
3841 GCCACGGCGE
3901 CGGTGCAGTA
3961 ACGCGCGLGT
4021 GGCTTTCGET
40B1 GTAACAGTCT
4141 AGGGLGGLTY
4201 ACCCGTGGTC
4261 TGAALGGTCT
4321 AGCAGCAGTT
4381 TGTTLCGTCA
434] TGGCAAGCGG
4501 CTGAACTACC
4561 CGAACGCGAC
4621 CGGAAAACCT
4681 GCGAAATGGA
4741 GCTTYCTTIC
4801 AGTYCALCCG
4361 CTAALGCCTS
4921 TGCAGTGLAL
4981 AGCATCAGGG
5041 AAATGGCGAT
5101 GCCYGAACTG
5161 AAGAAAACTA
5221 CAGACATGTA
$281 AATTGAATTA
5341 GTCAACAGCA

Selicitud No. N/N’

poried

Figura 4 (continuacién) de 12

Inventor Stephen Qitu WU, et al Cliente No, 25291
Registro de Abogado No: Am102713
Titulo: POXVIRUS DE MAPACHE QUE EXPRESA GENES DE VIRUS PORCINO

Figura

4 (continuacion)

plasmido pPFO2003SEL-GPV-PV-FDAH-Seq

AGAAAATATA
GGATCCCGTC
CCTTGCAGCA
CCCTTCCCAA,
AGAAGCGGTG
CCCCTCARAC
CATTACGGTC,
ATTTAATGTT
TAACTCGGCG
TTTGCCGTCT
GATGGTGCTG
CGGCATTTTC
TGYTGCCACT
GTGCGGCGAL
GGTCGOCAGH
CEATCGCGTE

CCTETATGTG
GACCGATGAT
CEGATCGTAAT
TAATCALGAC
TGAAGGLGGC
GGATGAAGAC
ACCTGGAGAG
TGGLGGTTTC
CGTCTEGGALC
GGLTTACGLL
GETAITTGLC
YTTCCAGTTC
TAGCGATAAC
TGAAGTGCCT
GCAGCCGRAG
CGCATGGTCA
CAGTGTRA(G
TYTTTGCATC
ACAGATGTGG
TGCACCEOG
GGTCGRAACGTC
GGCAGATACA
GAAAACCTTA
TACCETTGAT
CCAGCTGH G
TCCCGACCHT
TACCCCGTAC
TGGCCCACAC
ACTGATGGINA

TTCTAATTTA TTGCACGGTA AGGAAGTAGA ATCATAAAG
GTTTTACAAC GTCGTGACTG GGAAMACCCT GGCGTTACC
CATCCCCCTT TCGCCAGCTG GCGTAATAGC GAAGAGGTC
CAGTTGCGCA GCCTGAATGE CGAATGGLGC TTYGCCTGG
CCGGAAAGCT GGCTGGAGTG CGATCTTCCT . GAGGCCGAT,
TGGCAGATGC ACGGTTACGA TGCGCCCATC TACACCAAC
AATCCGCCGT TTGTTCCCAC GGAGAATCCG
GATGAAAGCT GGLTACAGGA AGGUCAGACG CGAATTATT
TTTCATCYGT GGTGCAACGE GCGCTGGOTC GGTTACGSC
GAATTTGACC TGAGCGCATT TTTACGCGCC GGAGAMMAC
CGTTGGAGTG ACGECAGTTA TCTGGAAGAT CAGGATATG
CGTGACGTCT CGTTGLTGCA TAAACCGACT ACACAAATC
CGCTTTAATG ATGATTTCAG CCGEGCTGTA CTGGAGGLT:
TTGCGTGACT ACCTACGGGT AACAGTTYCT TTATGGCAG
GGCACCGCEC CTTTCGGCHG TGAAATTATC GATGAGCGT
ACACTACGTC TCAAGGTCGA AAACCCGAAA CTGTGGAGC

" CGTGLGGTGE TTGAACTGCA CACCGCOGAC GGCACGCTG

GTCGGTTTCC GCGAGGTGLG GATTGAAAAT GGTCTGCTGH
CTGATTCGAG GCGTTAACCG TCACGAGCAT CATCCTCTG
CAGACGATGG TGCAGGATAT CCTGCTGATG AAGCAGAAC
TCGCATTATC CGAACCATCC GCTGTGGTAC ACGCTGTGCH
GTGGATGAAG CCAATATTGA AACCCACGGC ATGGTGCCA;
COGCGETGGE TACCGGCBAT GAGCGAACGC GTAACGCGAY
CACCCGAGTG TGATCATCTG GTCGCTGGGE AATGAATCAN
GCGCTGTATC GCTGGATCAA ATCTGTCGAT CCITCCCGC(
GRAGCCEACA, CCACGGLCAC COATATTATT TGCCLGATG
CAGCCCTTCL CGGCTGTGCC GAAATGGTCC ATCAAAAAAY
ACGCGCLOG( TGATCCTTYG CGAATACGLE CACGCGATH
GCTAAATACT GGCAGGCGTT TCGTCAGTAT CCCCGTTTAC
TGGGTGGAT(. AGTCGCTGAT TAMATATGAT GAAAACGGC
GGTGATTTTG GCGATACGCC GAACGATCGC CAGTTCTGTY
GACCGCACG!: CGCATCCAGC GCTGACGGAA GLAAAACACC
COYTTATCCG GGCAAACCAT CGAAGYGACC AGCGAATACC
GAGCTCCTGC ACTGGATGGT GGCGCTGGAT GGTAAGCCGC
CTGGATGTCG CTCCACAAGG TAAMCAGTTG ATTGAACTGK
AGCGCOGEG AACTCTGGCT CACAGTACGC GTAGTGCAAC
GAAGCCGGGL ACATCAGCGC CTGGCAGCAG TGGCGTCTGC
CTCCCORCEE CATCOCACGC CATCCCGCAT CYGACCACKA
GAGCTGGGTA ATAAGCGTYG GCAATTTAAC CGCCAGTCAG
ATTGGCGATA AAMMACAACT GCTGACGCCG CTGCGCGATC
GATAACGACA TTGGCGTAAG TGAAGCGACC CGCATTGACC
TGGAAGGCGE CGGGCCATTA CCAGGCCGAA GCAGCGTTGT
CTTGCTGATS CGGTGCTGAT TACGACCGGT CACGCGTGGC
TTITATCAGCE GGAAAACCTA CCGGATTGAT GGTAGTGGTC
GTTGAAGTGSE CGAGCGATAC ACCGCATCOG GCGCGGATTG
CAGGTAGCAS AGCGGGTAAA CTGGCTCGGA TTAGGGCCGT
CTTACTGCLG CCTGTTTTGA CCGCTGGGAT CTGCCATTGT
GTCTTCCCGA GCGAAAACGG TCTGCGETGE GGGACGCGEG
CAGTGGCG0S GOGACTTCCA GTTCAACATC AGCCGCTACA
ACCAGCCATC GCCATCTGET GCACGCGGAA GAAGGCACAT

5401 GGCTGAATAT CGACGGTTTC CATATGGGGA TTGGTGGCGA CGACTCCTGG AGCCCGTCAG
5461 TATCGGCGGA ATTCCAGCTG AGCGCCGTTC GCTACCATTA CCAGTTGETC TGGTGTCAAA
5521 AATAAGGATC CTCGATACIA ACAACGGTAG AMMGTGTTAC AATATCTACT ACAAMATATA
5581 CAACTAGTGA CTTTATAGAG ATATTTGGCA TTGTTTCACT AATTTTATTA TTGGCCGTEG
$641 CGAYTTTCTG TATTATATAT TATTTCTGTA GTGGACGGTC TCGTAAACAA GAAACAAATA
5701 TATTATAGAT TTTAACTCAG ATAAATGTCT GGAATAATTA AATCTATCGT TTTGAGCGGA
5761 CCATCTGGTT CCGGLAAGAC AGCTATAGTC AGGAGACTCT TACAAGATTA TGGAAATATA
, TGGTATCCCA TACCACTAGA TTTCCTCGTC CTATGGAACG AGAAGGTGTC
5881 GTCTACCATT ACGTTAACAG AGAGGCCATT TGGAAGGGAA TAGCCGLTGG AAACTTGCTA
5941 GAACATACAG AGTTTTTGIG AAATATTTAT GGGACTTCTA AAACATCCAT GAACACAGCT
6001 GCTATTAATA ATCGYATATG TGTTATGGAT TTAAACATTG ACGGAGTTAG GAGTCTTAAA
661 AACACATACT TGATGCCTTA CTCTGYTTAT ATAAGACCTA CATCTCTTAA AATGGTAGAA
£121 ACTGCAYGCC CTGATGCGGT ATTTTCTCCT TACGCATCYG TGCGGTATTT CACACCGCAT

S821 TTTGGATTTG

|
l

|
!
l
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|
lasmido PFU2003SEL -GPV-PV-FDAH-Seq - y
6181 ATGGTGCACT CTCAGTACAA TCTGETCTOA TOLOGEATAG TTARCCCAGE CCCRACACEC

6241 GCCAACACCC GCTGACGCGC
6301 AGCYGTGACC GTCTCOGGGA
6361 CGCGAGACGA AAGGGCCTCG
6421 GGYTTCTTAG ACGYCAGGTG
6481 ATTTTTCTAA ATACATTCAA
5541 TCAATAATAT TGAAAAAGGA
6601 CTTITTIGLG GCATTTITGCS
6661 AGATGCTGAA GATCAGTTGG
6721 TAAGATCCTY GAGAGTTTTC
6781 TCTGCTATGY GGCGCGGTAT
6841 CATACACTAT TCTCAGAATG
6901 GGATGGCATG ACAGTAAGAG
6961 GGLCAACTTA CTTCTGACAA
7021 CATGGGGGAT CATGTAACTC
7081 AAACGACGAG CGTGACACCA
7141 AACTGGCGAA CTACTTACTC
7201 TAAAGYTTGCA GGACCALTTC
7261 ATCTGGAGCC GGTGAGCGYG
7321 GCCCTCCCGT ATCGTAGTTA,
7381 TAGACAGATC GCTGAGATAG
7441 TTACTCATAT ATACTTTAGA,
7501 GAAGATCCYT TYTGATAATC
73561 AGCGTCAGAC CCCGTAGAAA
7621 AATCTGCTGC TTGCAAACAA
7681 AGAGCTACCA ACTCTITTTC
7741 TGTTCTTCTA GTGTAGCCGT
7801 ATACCTCGCT CTGCTAATCC
7861 TACCGGGTTG GACTCAAGAC
7921 GGGTTCGTGC ACACAGCCCA

8041 AAGOGGCAGG GTCGGAACAG
8101 TCTTTATAGY CCTGTCGGGT

CCTGACGGGC TTGTCTGLTC CCGGCATECG CTTACAGACA
GCYGCATGTG TCAGAGGTTT TCACCGTCAT - CACCGAAACG
TGATACGCCT ATTTTTATAG GTTAATGTCA TGATAATAAT
GCACTITVCG GGGAMATGTG CGCGGAACCE CTATTTGTTT
ATATGTATCC GCTCATGAGA CAATAACCCT GATAAATGCT
AGAGTATGAG TATTCAACAT TTCCGTGTCG CCCTTATTCC
TTCCTGTTTY TGCTCACCCA GAAACGCTGG TGAAAGTAAA
GTGCACGAGT GGGTTACATC GAACTGGATC TCAACAGCGG
GCCCCGAAGA ACGTTTTCCA ATGATGAGCA CTTTTAAAGT
TATCCCGTAT TGACGCCGGG CAAGAGCAAC TCGGTCGCCG
ACTTGGYTGA GTACTCACCA GTCACAGAAA AGCATCTTAC
AATTATGCAG TGCTGCCATA ACCATGAGTG ATAACACTGC
CGATCGGAGG ACCGAAGGAG CTAACCGCTT TVTTGCACAA
GCCTTGATCE TTGGGAACCG GAGCTGAA '

CGATGLCTGT AGCAATGGCA ACAACGTTGC GCAAACTATT

TAGCTTCCCG GCAACAATTA
TGCGETCGEE CCTTCCGGET
GGTCTCOCGE TATCATTGCA
TCTACACGAC GGGGAGTCAG

ATAGACTGGA TGGAGGCGGA
GOCTGGTTTA TTGCTGATAA
GCACTGGGGE CAGATGGTAA
GCAACTATGG ATGAACGAAA

TTGATTTAAA ACTTCATTTT TAATTTAAAA GGATCTAGGT
FCATGACCAA AATCCCTTAA CGTGAGTTIT CGTTCCACTG

AGATCAAAGG ATCTTCTTGA
AAAMACCACC GCTACCAGCG
CGAAGGTAAC TGGCTTCAGC
AGTTAGGCCA CCACTTCAAG
TGTTACCAGT GGCTGETGCC
GATAGTTACC GGATAAGGCG
GCTTGGAGLG AACGACCTAC
CCACGETTCC CGAAGGGAGA

TTCGCCACCT CTGACTTGAG

8161 GYCAGGGGGG CGGAGCCTAT GGAAAAACGC CAGCAALGCG

8221 ‘

- CCTTTTIGCTC, ACATGYTCIT TCCTGOGTTA

8281 CCGTATTACC GCLTTTGAGT GAGCTGATAL CGCTCGCCGC
8341 CGAGTCAGTG AGCGAGGAAG CGGAAGAGAG CTC
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GATCCITTTT TTCTGCGCGY
GTGGTITGIT TGCCGGATCA
AGAGCGCAGA TACCAAATAC
AACTCTGTAG CACCGCCTAC
AGTGGCGATA AGTCGTGTCT
CAGCGGTCGG GCTGAACGEG
ACCGAACTGA GATACCTACA
AAGGCGGACA GGTATCCGGT
CCAGGGGGAR ACGCCTGGTA
CGTCGATTTT TGTGATGCTC
GCCTTTTTAC GGTTC :
TCOCCTGATT CTGTGGATAA
AGCCGAACGA CCGAGCGCAG

Fey
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' PCV2a orf2-FDAH-Seq

Secuencia de ADN completa de | ORF2 702 bp
196 A 218 ¢ 134 ¢ 154 T

|
|
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———

pNride

29-MAY-2007
0 OTRO

1 ATGACGTATC CAAGGAGGCG TTACCGCAGA AGAAGACACC GCCCUCGCAG CCATY '

61 CAGATCCTCC GECGCCGECC CTGELTCOT CACCCCCGOC ACCGCTACCG A1y
121 AMAAATGGCA TCTTCAACAC CCGCCTCTCL CGCACCTTCG GATATACTGT CAAGGCTACC
181 ACAGTCAGAA CGCCCTCCTG GGCGGTGGAT ATGATGAGAT TTAATATTGA CGACTTTGTT
241 CCCCCGGGAG GGGGGACCAA CAAAATCTCT ATACCCTYTG AATACTACAG
301 GTTAAGGTTG AATTCTGGCC CTGCTCCOCH ATCACCCAGG GTGATAGGGS
361 ACTGCTGTTA TTCTAGATGA TAACTTTGTA ACAAAGGCCA CAGCCCTAAC
421 TATGTAAACT ACTCCTCCCG CCATACAATIC COCCAACCCT TCTCCTACCA
481 TTCACACCCA AACCTGTTCT TGACTCCACE ATTGATTACT TCCAACCARA
341 AATCAGCTTT GGATGAGGCT ACAAACCTCT AGAMATGTGG ACCACGTAGS
601 GCGTTCGAAA ACAGTATATA COACCAGGALL TACAATATCC GTGTAACCAT
661 TTCAGAGAAT TTAATCTTAA AGACCCCCCA CTTARACCLET AA

AATAAGAAAG
AGTGEGCTCC
CTATGACCCA
CTCCCGTTAC
TAACAAAAGG
CCTCGGCACT
GTATGTACAA
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421 TATGTAAACT
481 TTTACCCCCA
541 AACCAGCTGT
601 GOGTTCGAAA
661 TTCAGAGAAT

GCCGLCGLCL
TCTTCAACAC
CGCCCTCCTG
GGGGCTCAAA
AATTCTGGCC
TTCTAGATGA
ACTCCTCCOG
AACCTGTCCT
GGLTGAGACT
ACAGTATATA
TTAATTTTAA

Figura 6
[ PCV2b-ortZ2-rFOAH-Seg
Secuencia de ADN completa de PCVZB} ORF2 702 bp 29-May-2007
CONTEO BASE 193 A 21 ¢ 137 6 1517 0 OTRO
ORIGEN - ’
1 ATGACGTATC CAAGGAGGCGE TTACCGAAGA AGAAGACACC GCCCCCGCAG CCATCTTGGE

CTEGCTCRTE CACCCCCGLC ACCGTTACCS CTGGAGAAGE
CCGCCTCTCIC CGCACCTYCG GATATACTGT CAAGCGAACC
GGCGGTGGAL ATGATGAGAT TCAATATTAA TGACTTTCTT
CCCCOGETCT GTGCCCTITG AATACTACAS AATAAGAAAG
CTGCTCCCCE ATCACCCAGG GTGACAGGGE AGTGGGCTCC
TAACTTTGTA ACAAAGGCCA CAGCCCTCAC CTATGACCCE
CCATACCATA ACCCAGCCCT TCTCCTACCA CTCOCGGTAC
AGATTCCACT ATTGATTACT TCCAACCAAA CAACAAAAGA
ACAAMACTGCT GGAAATGTAG ACCACGTAGG CCTOGGCACT
CGACCAGGAA TACAATATCC GYGTAACCAT GTATGTACAA
AGACCCCCCA CTTAACCCTT AA
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Figura 7

PRRSV ¥SU12-0rf3-FDAN-

ORIGEN -

1 ATGGCTAATA GCTGTACATT
61 TGTTGTGCTG TGGTTGLGGH
121 GGCAATYTTT CTTTCGAACT
18] CAAGCAGCCG CAGAGGCCTA
241 CGATGTGGGG AGGACGATCA
301 GAAGGCCACT TGACCAGTGE
361 CAGTTCCATC CCGAGATATT
421 CACCAATTCA TTTGCGCTGT
481 ATYTCAGCCG TGTTTCAGAL
541 CTAGAATGGC TGCGTCCCTT
601 AGGCGTTCGE CTGCAAGCCA
661 CCGCAGCGGC AGGCTTTGCT
721 CCTCTBAGGC GATTCGCAAA

Se
RRSV|ISU12 ORF3 765 bp L%—May-vzm?
CONTEO BASE 145 A .Z{I}.'Q C 194 6 217 v 0 OTRO

%ag_ég Egggm GCAGCTTCTT GTACTCITTT
: " ACGTACTGTT TTTGGTTTCC GCTGGTTAGS
CACGGTGAAC TACACGGTGT GCCCGCCTTG COTCACCCGG
CGAACCCGGT AGGTCCCTTT GGTGCAGGAT AGGGCATGAT
TGATGAACTE GGGTTTGTEG TGCCGCCTGG COTCTCCAGT
TTACGLCTGG TTGGLGTTCC TGTCCTTCAG CTATACGGEC
CGGGATAGGG AATGTGAGTC GAGTCTATGT TGACATCAAG
TCATGATGG( CAGAACACCA CCTTGCCCCA CCATGACAAC
CTATTACCAG CATCAGGTCG ACGGCGGCAA TTGGTTTCAC
CTTITCCTCT TGGTTGGTTT TAAMATCTCTC TTGGTITCT:
TGTTTCAGTT CGAGTCITTC AGACATCAAG ACCAACACCA
GTCCTCCAAG ACATCAGTTG CLTTAGGCAT COCAACTCRG
GYCCCTCAGT GCCGCACGGT GATAG
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|

| Figura 8
!
PRRSV ISU12-orf4-FDAH-Seq ‘
Secuencia de ADN completa de PR’!S‘V‘\' I15V12 ORF4 537 bp 29-May-2007
CONTEO BASE 107 A 11'.38 (a 125 ¢ 167 7t 0 OTRO
ORIGEN - _ | _ -
1 ATGGCYGCGT CECTTCITIT CCTCTTGETY GGTTTTAAAT STCTCTTGET TTCTCAGGCS

61 TTCGCCTGCA AGCCATGTTT CAGTTCGAGT CTTTCAGACA TCAAGACCAA CACCACCGCA
121 GC IGCT TTGLTGTCCT CCAMGACATC AGITGCCTTA GGCATCGCAA CTCGGLCTCT
181 GAGGCGATTC GCAAAGTCCC TCAGTGCCGE ACGGCGATAG GGACACCLGT GTATATCACT
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Figura 9
HRRSV-ISUlz-urfS -FDAH-5€&q L
Secuencia de ADN completa de PRRSV‘ISUH ORF5 603 bp 29-May~2007
CONTEO BASE 119 a 137 ¢ 162 & 185 T 0 OTRO

ORIGEN - , .
1 ATGTTGGGGA AATGCYTEAL CGOGGECTAY TGLTCGCAAT TGCTTITIIT GTGETGTATC
61 GTGCLGTCTT GITTTGTTGE GCTCGTCAGE GCCAACGGGA ACAGCAGCTC AAATTTACAG
121 CTGATTTACA ACTTGACGCT ATGTGAGCTG AATGGCACAG ATTGGCTAGC TAATAAATTT
181 GACTGGGCAG TGGAGTGTTT TGYCATTIT] CCTGTGTTGA CTCACATTGT CTCTTATGGT
241 GCCCTCACTA CTAGCCATTT CCTTGACACH GTCGGTCTGG TCACTGTGYTC TACOGCTGGG
301 TTTGTYICACG GGCGGTATGT TCTGAGTAGL ATCTACGOGG TCTGTGLCCT GGCTGCGTTG
361 ATTTGLTTCG TCATTAGGCT TGCGAAGAAT TGCATGTCCT GGCOCTACTC ATGTACCAGA
42] TATACCAACT TTCTTCTGGA CACTAAGGGL AGACTCTATC GTTGGCGHRTC GCCTGTLATC
481 ATAGAGAAAA GGGGLAAAGT TGAGGTUGAN GGTCACCTGA TCGACCTCAA AAGAGTTGTG
23]1. C:TGGATGGTT CCGCGGCTAC CCCTGTAACK AGAGTTTCAG CGGAACAATG GEGTCGTCCT
T.

Pagina 1




Solicitud No. N/N Figura 10/12

Inventor Stephen Qitu WU, et al Cliente No. 25291

Registro de Abogado I\fo: Am102713

Titulo: POXVIRUS DE MAPACHE QUE ENPRESA GENES DE VIRUS PORCINO

Figura 10
PRISY~I5Ul2-0r f6-FOAH-5an »
Secuencia de ADN completa de PRRSY IiSU 12 ORFE 525 bp 29-May~2007
CONTEOQ BASE 120 A 135 ¢ i3t ¢ 138 T & OTRO

ORIGEN - )
1 ATGGGGY'CGT CCTTAGATGA |CTTCTGTCAT GATAGCACGG CTCCACAAAA GGTGCTETTG
61 GCGTTTICYA TTACCTACAC IGCCAGTGATG ATATATGCCC TAAAGGTGAG TCGOGGCCGA
121 CTGCTAGGGE TTCTGCACCT |TTTGATCTTC (TGAATTGTG CTTTCACCTT CGGGTACATG
181 ACATTCGTGC ACTTTCAGAG |TACAAMATAAG GTCGCGLTCA CTATGGGAGE AGTAGTTGCA
24] CTCCTITTGORG GGEGTGTACTC AGCCATAGAA ACCTGGAAAT TCATCACCTC CAGATGCCGT
301 TTGTGCTTGL TAGGCCGCAA [GTACATTCTG GCCCCTGCCC ACCACGTTGA AAGTGCCGCA
361 GGCTTTCATL CGATTGLGGC ASATGATAAL CACGCATTTG TCGTCCGGLG TCCCGGETCC
421 ACTACGUTCA ACGGCACATT |GGTGCCCGGE TTAAMAAGEE TCGTGTTGGG TOGCAGASAA
481 GCTGTTAMAL AGGGAGTGGT AMACCTTGTC AMATATGCCA AATAA
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|

|
,’ Figura 11

|
- _ PRRSV-ISUL2-0rf7-FDAN-Seq
Secuencia de ADN completa de PRRS\T 15Ul ORFT 372 bp 28-May-2007
CONTEO BASE 112 a '94 C 35 G LT 6 OTRO

ORIGEN
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Figura 12

PRRSV-0lotIl-orfS-FpaH~-5eq ‘
Secuencia de ADN completa dePRRSV 01ot91 ORFS 606 bp  29-May-2007

CONTEO BASE 121 A 151 ¢ 160 & 174 T o OTRO

ORICEN 1 ATGAGATSTT CTCACAAATT GGGGCGTTTC TYGACTCCTC ACTCITGCTT CTGGTaaCTT

421 ACCCGGTTTA CCAACTTCAT TGTGOACCAL < OCOtAan TCCATCGETG GAAGTCTCCA
481 ATAGTGGTAG AGAATTGGG CAMGCTGAL GTCGRTGGCS ACCITETCAC catoAAes
® 341 GICGTCCTCG AAGGGGTTAA AGCTCAACCK TTGACGAGGA CTTCGGCTGA CEATCEG
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aagtatcata cgattcaccg tatgatactc tagctacaat tattacaatt aaatcattga 480
catctggaga tgcaggtact tatatatgeg cattctttat aacatcaaca aatgatacgg 540
ataaaataga ttatgaagaa ttcgtcgacg cggecgectg cagaagcettg gtaccattta 600
tagcatagaa aaaaacaaaa tgaaattcta ctatattttt acatacatat attctaaata 660
tgaaagtggt gattgtgact agcgtageat cgcetictaga catctatata ctatatagta 720

ataccaatac tcaagactac gaaactgata caatctctta tcatgtgggt aatgttctcg 780



atgtcgatag ccatatgecc ggtagftgcg atatacataa actgatcact aattccaaac 840
ccaccegctt tttatagtaa gtttttcacc cataaataat aaatacaaia attaatttct 900 - 000 15 3
cgtaaaagta gaaaatatat tctaatttat tgcacggtaa ggaagtagaa tcataaagaa 960
cagtgacatg gatccegteg ttttacaacg fegtgactgg gaaaaccctg gegttaccea 1020
acttaatcgc cttgecagceac atcceccttt cgecagetgg cgtaatageg aagaggeecg 1080
caccgatege cottcecaac agttgegeag éctgaatggc gaatggegct ttgeetggtt 1140
tecggeacca gaageggtge cggaaagetg getggagtge gatcttectg aggcegatac 1200
tgtegtegte cecteaaact ggeagatgea cggttacgat gegeecatet acaccaacgt 1260
aacctatccc attacggtca atcegeegtt tgttcccacg gagaatccga cgggttgtta 1320
ctegeteaca tttaatgttg atgaaagetg getacaggaa ggccegacge gaattatttt 1380
tgatggegtt aactcggegt ttcatctgtg gtgcaacggg cgetgggteg gttacggeca 1440
ggacagtegt ttgeegtetg aatttgacet gagegeattt ttacgegeeg gagaaaaceg 1500
cetegeggtg atggtgctge gttggagtga cggcagttat ctggaagatc aggatatgtg 1560
geggatgage ggcattttee gtgacgtete gtgetgeat aaaccgacta cacaaatcag 1620
cgatticcat gttgeeacte getttaatga tgatttcage cgegetgtac tggaggctga 1680
agttcagatg tgcggegagt tgcgtgacté cctacgggta acagtttctt tatggcaggg 1740
tgaaacgcag gtegeecageg geacegegec ttteggeggt gaaattateg atgagcgtgg 1800
tggttatgee gatcgegtea cactacgtct Caaggtcgaa aacccgaaac tgtggagege 1860
cgaaatcecg aatctctate gtgeggtggt tgaactgcac accgecgacg geacgetgat 1920
tgaagcagaa geetgegatg teggttteeg cgaggtgcgg attgaaaatg gtetgetget 1980
getgaacgge aageegttge tgattegagg cgttaaccgt cacgageatc atcctetgea 2040
tggtcaggte atggatgage agacgatggt geaggatatc ctgctgatga ageagaacaa 2100
ctttaacgec gtgegetgtt cgeattatee gaaccatceg ctgtegtaca cgetgtgega 2160
cegetacgge ctgtatgtge tggatgaage caatattgaa acccacggea tggtgecaat 2220

caatcgtctg accgatgatc cgegetggcet accggegatg agegaacgeg taacgegaat 2280



-

ggtgeagege gategtaate acccgagtgt gatcatetgg tegetggggea atgaatcagg 2340
ccacggeget aatcacgacg cgctgtaﬁ:g ctggatcaaa tetgtegate cttcccgeee 2400
getgeagtat gaaggeggeg gagecgacac cacggeeace gatattattt gecegatgta 2460
cgegegegtg gatgaagace agecetteee ggetgtgeeg aaatggteea tcaaaaaatg 2520
getttegeta cetggagaga cgegeecget gatectttge gaatacgece acgcgatggg 2580
taacagtctt ggeggtttcg ctaaatactg geaggegttt cgteagtate ceegtttaca 2640
gggeggctte gietgggact gggtggatea gtegetgatt aaatatgatg aaaacggeaa 2700
ceegtggteg gettacggeg gtgattttgg cgatacgecg aacgetegee agttctgtat 2760
gaacggtctg gtetttgecg accgeacgee geatceageg ctgacggaag caaaacacca 2820
gcagceagttt ttccagttee gtttatccgg geaaaccate gaagtgacca gegaatacct 2880
gttccgteat agegataacg agetectgea ctggatggtg gegetggatg gtaagccget 2940
ggcaageggt gaagtgccte tggatgtege tecacaaggt aaacagttga ttgaactgec 3000
tgaactaccg cagecggaga gegeegggea actetggete acagtacgcg tagtgcaacc 3060
gaacgegace geatggtcag aageegggea catcagegee tgacageagt ggegtetgge 3120
ggaaaacctc agtgtgacgc tcceegeege gteccacgee atccegeate tgaccaccag 3180
Cgaaatggat ttttgcatcg agetgggtaa taagegttgg caatttaace gecagteagg 3240
ctitctttca cagatgtega ttggcgataa aaaacaactg ctgacgeege tgegegatca 3300
gttcaccegt geacegetgg ataacgacat tggegtaagt gaagcgaccc geattgacce 3360
taacgeetgg gtegaacget ggaaggegge gggecattac caggecgaag cagegttgtt 3420
geagtgeacg geagatacac ttgetgatge ggtgctgatt acgaceggte acgcegtggca 3480
geatcagggg aaaaccttat ttatcageeg gaaaacctac cggettgatg gtagtggtca 3540
aatggcegatt accgttgatg ttgaagtgge gagegataca ccgeatcegg cgeggattgg 3600
cetgaactge cagetggege aggtageaga gegggtaaac tggctcggat taggeccgeca 3660
agaaaactat cccgaccgec ttactgeege ctgttttgac cgetgggatc tgecattgte 3720

agacatgtat acccegtacg tcttcccgag cgaaaacggt ctgegetgeg ggacgegega 3780

g00154
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attgaattat ggeccacace agtggegegg cgacttecag ttcaacatca gecgetacag 3840
tcaacagcaa ctgatggaaa ccagecatcg ccatctgctg.cacgcggaag aaggcacatg 3900
getgaatate gacggttice atatggggat tggtggcgac gactectgga gecegteagt 3960
atcggeggaa ttccagetga gegecegtteg ctaccattac cagttggtet ggtgtcaaaa 4020
ataaggatcc tcgataccaa caacggtaga aagtgttaca atatctacta caaaatatac 4080
aactagtgac tttatagaga tatttggcat tgtttcacta attttattat tggécgtggc 4140
gattttctgt attatatatt atttctgtag tggacggtct cgtaaacaag aaacaaatat 4200
attatagatt ttaactcaga taaatgtctg gaataattaa atctatcgit ttgageggac 4260
catctggttc cggeaagaca getatagtca ggagactctt acaagattat ggaaatatat 4320
ttggatttgt ggtatcceat accactagat ttcetegtee tatggaacga gaaggtgtcg 4380
tctaccatta cgttaacaga gaggecattt ggaagggaat agecgetgga aacttgetag 4440
aacatacaga gittttggga aatatttatg ggacttctaa aacatccatg aacacagetg 4500
ctattaataa tcgtatatgt gttatggatt taaacattga cggagttagg agtcttaaaa 4560
acacatactt gatgecttac tctgtttata taagacctac atctcttaaa atggtagaaa 4620
ctgcatgecce tgatgeggta ttttctectt acgeatetgt geggtasttc acaccgeata 4680
tggtgcacte tcagtacaat ctgctct.gat gcegceatagt taagecagec ccgacacccg 4740
ccaacacceg ctgacgegec ctgacgggct tgtetgetee cggeateege ttacagacaa 4800
getgtgaceg tetecegggag ctgeatgtgt cagaggtttt cacegteate accgaaacge 4860
gegagacgaa agggectegt gatacgecta tttttatagg ttaa:gtcat gataataatg 492‘0
gtitcttaga cgteaggtgg cacttttcgg ggaaatgtge geggaaccec tatttgttta 4980
tttttctaaa tacattcaaa tatgtatccg ctcatgagac aataaccctg ataaatgett 5040
caataatatt gaaaaaggaa gagtatgagt attcaacatt tecglgtege cettattcce 5100
ttttttgegg cattttgect tectgttttt getcacccag aaacgetagt gaaagtaaaa 5160
gatgcetgaag atcagttggg tgcacgagtg ggttacatcg aactggatet caacagecggt 5220

aagatccttg agagttttcg ccccgaagaa cgttttccaa tgatgagcac ttttaaagtt 5280
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ctgetatgtg gegeggtatt atcccgtatt gacgeeggge aagageaact cggtegeege 5340
atacactaft ctcagaatga cttggttgag tactcaccag tcacagaaaa gcatcttacg 5400
gatggeatga cagtaagaga attatgcagt getgccataa ccatgagtga taacactgeg 5460
gccaacttac ttetgacaac gatcggagga ccgaaggagc taaccgcttt tttgecacaac 5520
atgggggatc atgtaactcg cettgategt tgggaaccgg agetgaala agecatacca 5580
aacgacgagce gtgacaccac gatgeetgta geaatggeaa caacgttgeg caaactatta 5640
actggegaac tacttactct agettceegg caacaattaa tagactggat ggaggeggat 5700
aaagttgcag gaccacttct gegeteggec ctteeggetg getggittat tgctgataaa 5760
tctggageeg gtgagegteg gtetegeggt atcattgeag cactggggec agatggtaag 5820
ceetecegta tegtagttat ctacacgacg gggagtcagg caactatgga tgaacgaaat 5880
agacagatcg ctgagatagg tgectcactg attaageatt ggtaactgte agaccaagtt 5940
tactcatata tactttagat tgatttaaaa cttcattttt aatttaaaag gatctaggtg 6000
aagatcctit ttgataatct catgaccaaa atcecttaac gtgagtttic gttccactga 6060
gegteagace cegtagaaaa gatcaaagga tettettgag atectttttt tetgegegta 6120
atctgetget tgecaaacaaa aaaaccaccg ctaccagegg tggtitgtit gecggatcaa 6180
gagctaccaa ctetttttcc gaaggtaact ggettcagea gagegeagat accaaatact 6240
gtictictag tgtageegta gttaggecac cacttcaaga actetgrage accgectaca 6300
tacctcgete tgetaatect gttaccagtg getgetgeea gtggegataa gtegtgtett 6360
accgggttgg actcaagacg atagttaccg gataaggege ageggteggg ctgaacgggg 6420
ggttcgtgea cacageecag cttggagega acgacctaca ccgaactgag atacctacag 6480
cgtgagetat gagaaagege cacgceticee gaagggagaa aggeggacag gtatccggta 6540
agcggeaggg tcggaacagg agagcgeacg agggagettc cagggggaaa cgeetggtat 6600
cttatagtc ctgtegggtt tegecacctc tgactigage gtegatittt gtgatgectcg 6660
tcagggggac ggageetatg gaaaaacgee ageaacgegg cetttttacg gttectggee 6720

ttttgetgge cttttgetea catgttettt cetgegttat ceectgatte tgtggataac 6780



cgtattaccg cctttgagtg agetgatace gétcgccgca gcegaacgac cgagegeage 6840

q
gagtcagtga gcgaggaage ggaagagage te 6872 Q 0 ﬂ 15 ¢
<210> 2
<211> 5508
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido

<400> 2
gagctcataa atagtaaacc gatagtgtat aaagattgtg caatgetttt gcgatcaata 60

aatggatcac aaccagtatc tgttgacgat gttcttcgea gatgatgatt catttittaa 120
atatttagct agtcaagacg atgaatcttc attatccgat atattgcaaa ttacccaata 180
tettgatttt ttattgttgt tattgataca gtcaaaaaat aaactagagg ctgtaggtca 240
ttgttatgaa tctctttcgg aggaatatag acaattggeg aaatttacag acactcaaga 300
gtttaaaaaa ctatttaata aggttcctat tgetacagac ggacgegtta aacttaataa 360
agggtattta tttgactttg ttgtcagtat gatgagattt aaaaaagagt catctataat 420
accaaacata gatccggttc gatacataga tectegtega gatatagtat tttctaacgt 480
aatggatata ttaaagtcta ataaagtgaa caataattaa atttttattg tcacctagga 540
attcgtcgac geggeegect gecagaagett ggtaccattt ataticcaaa aaaaaaaaat 600
aaaatttcaa tttttacata catatattct aaatatgaaa gtggtga'tg teactagegt 660
agcatcgctt ctagacatct atatactata tagtaatacc aatactcaag actacgaaac 720
tgatacaatc tcttatcatg tgggtaatgt tetegatgte gatagecata tgeecggtag 780
ttgcgatata cataaactga tcactaattc caaacccacc cgctitttat agtaagtttt 840
tcacccataa ataataaata caataattaa tttctcgtaa aagtagaaaa tatattctaa 900
tttattgcac ggtaaggaag tagaatcata aagaacagtg acatggatce ggtecgteet 960
gtagaaaccc caacccgtga aatcaaaaaa ctegacggee tgtgggeatt cagtctggat 1020

cgcgaaaact gtggaattga tecagegttgg tgggaaageg cpttacaaga aagecgggea 1080



attgetgtge caggeagttt taacgateag ttcgeegatg cagatartcg taattatgcg 1140
ggcaacgtct ggtatcageg cgaagtettt ataccgaaag gttggacage ccagegtaic 1200
gtgetgegtt tegatgeggt cacteattac ggeaaagtgt gggtcaataa tcaggaagtg 1260
atggagcatc agggeggceta tacgecattt gaagecgatg teac geegta tgttattgee 1320
gggaaaagtg tacgtatcac cgtttgtgte aacaacgaac tgaactggea gactatcccg 1380
ccgggaatgg tgattaccga cgaaaacgge aagaaaaage agiettactt ccatgatttc 1440
titaactatg ccggaatccea tcgeagegta atgetctaca ccacgecgaa cacctgggtg 1500
gacgatatca cegtggtgac geatgtegeg caagactgta accacgegtc tgttgactgg 1560
caggtggtgg ccaatggtga tgtcagegtt gaactgegtg atgcggatca acaggtgett 1620
geaactggac aaggceactag cgggactttg caagtggtga atccgeacct ctggeaaccg 1680
ggtgaaggtt atctctatga actgtgegte acagecaaaa gccagacaga gtgtgatatc 1740
tacccgcette gegteggeat ccggteagtg geagtgaagg gccaacagtt cctgattaac 1800
cacaaaccgt tctactttac tggetttggt cgtcatgaag atgeggactt acgtggcaaa 1860
ggattcgata acgtgetgat ggtgeacgac cacgcattaa tggactggat tggggccaac 1920
tcctacegta cetegeatta cecttacget gaagagatge tcgactgggce agatgaacat 1980

ggcatcgtgg tgattgatga aactgetget gteggetttt cgcetetettt aggeattggt 2040

ttcgaagegg geaacaagee gaaagaactg tacagegaag aggcagtcaa cggggaaact 2100

Cagcaagege acttacagge gattaaagag ctgatagege gtgacaaaaa ccacccaage 2160
gtggtgatgt ggagtattge caacgaaccg gatacccgtc cgeaaggtge acgggaatat 2220
ttcgegecac tggeggaage aacgegtaaa ctegaceega cgegteegat cacctgegte 2280
aatgtaatgt tctgegacge tcacaccgat accatcageg atctctttga tgtgctgtge 2340
ctgaaccgtt attacggatg gtatgtccaa ageggegatt tggazacggce agagaaggta 2400
ctggaaaaag aacttctgge ctggeaggag aaactgeate agccgattat catcaccgaa 2460
tacggegtgg atacgttage cgggetgeac tcaatgtaca ccgacatgtg gagtgaagag 2520

tatcagtgtg catggetgga tatgtatcac cgegtetttg atcgegteag cgeegtegte 2580
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sgtgaacagg tatggaattt cgecgatttt gegacctege aaggcatatt gegegttgge 2640
ggtaacaaga aagggatctt cactcgegac cgeaaaccga agteggegge ttttetgetg 2700 | 0 0 s 15 3
Caaaaacgct ggactggcat gaacttcggt £adaaaccgce agcagggagg caaacaatga 2760
ggatccggaa atggtagtaa aactgacagé ggtatgtatg aaatgcttta aagaggcgtc 2820
gttttctaaa cgtttgggaa Cggaaaccga gatcgaaata attggiggtg aagatatgta 2880
tcaatcegta tgecagaaagt gttacatcaa cgaatgataa ttttetata aaaaactaéa 2940
aataaacatt gattaaattt taatataata cttaaaaatg gatgttgtet cactggataa 3000
accgtttatg tattttgagg aaatagataa tgaactagaa tacgaaccag aaagtgcaaa 3060
tgaggttgcet aaaaaacttc catatcaggg acaattaaaa Ctattactag gagaattgtt 3120
ttttcttagt aagctacaga gacacggtat attggacggt gecactgtag tgtatatagg 3180
atcggcetect ggtacacaca tacgttatct écgtgatcat ttctataatt taggggtaat 3240
Catcaaatgg atgctaattg acgggcatge cetgatgegg tattttctee ttacgeatet 3300
gtgcggtatt tcacaccgea tatggtgeac tetcagtaca atctgetetg atgeegeata 3360
gitaagecag cceecgacace cgecaacace cgetgacgeg cectgacggg cttgtetget 3420
cceggeatee gettacagac aagetgtgac cgtetecggg agctgeatgt gtcagaggtt 3480
ttcaccgtea tecaccgaaac gegegagacg aaagggecte gtgatacgcc tatttttata 3540
ggttaatgte atgataataa tggtttctta gacgtcaggt ggcactittc ggggaaatgt 3600
gegeggaace cetatttgtt tatttticta aatacattca aatatgtaic cgctcatgag 3660
acaataaccc tgataaatge ttcaataata ttgaaaaagg aagagtatga gtattcaaca 3720
tttcegtgte geecttatte cettttttge gocattttge cttcetgttt ttgetcacee 3780
agaaacgctg gtgaaagtaa aagatgctga agatcagttg ggtpcacgag tgggttacat 3840
cgaactggat ctcaacageg gtaagatcct tgagagtttt cgccecgaag aacgttttee 3900
aatgatgagc acttttaaag tictgctatg tggegeggta ttatccegta ttgacgecgg 3960
geaagagceaa cteggtegee geatacacta ttctcagaat gacttggttg agtactcacc 4020

agtcacagaa aagcatctta cggatggcat gacagtaaga gaattatgca gtgctgecat 4080



aaccatgagt gataacactg cggecaactt acttctgaca acgatcggag gaccgaagga 4140

gnnieg
gctaaccgcet ttittgcaca acatggggea teatgtaact cgecttgate gttgggaace 4200
ggagctgaat gaagecatac caaacgacga gegtgacace acgatgectg tagcaatgge 4260
aacaacgttg cgcaaactat taactggega actacttact ctagcttcec ggeaacaatt 4320
aatagactgg atggaggcgg ataaagttge aggaccactt ctgcggctcgg ccetteegge 4380
tggctggttt attgctgata aatctggage cggtgagegt gggtetegeg gtatcattge 4440
ageactgggg ccagatggta ageccteceg tatcgtagtt atctacacga cggggagtea 4500
ggcaactatg gatgaacgaa atagacagat cgetgagata ggtgccteac tgattaagca 4560
ttggtaactg tcagaccaag tttactcata tatactttag attgatttaa aacttcattt 4620
ttaatttaaa aggatctagg tgaagatlcct ttttgataat ctcatgacca aaatcectta 4680
acgtgagttt tcgttccact gagegtcaga cccegtagaa aagatcaaag gatcttettg 4740
agatecttt tttctgegeg taatctgetg ctigcaaaca aaaaaaccac cgetaccage 4800
ggtegtttgt ttgecggate aagagetace aactcttttt ccgaaggtaa ctggettcag 4860
cagagcgcag ataccaaata ctgttcttct agtgtagecg tagttaggec accacttcaa 4920
gaactctgta geaccgecta catacctege tetgetaate ctgttaccag tggetgetge 4980
cagtggcgat aagtcgtgte ttaccgggtt ggactcaaga cgatagttac cggataagge 5040
geageggteg ggetgaacgg ggggticgtg cacacageee agzcttggage gaacgaccta 5100
caccgaactg agatacctac agegtgaget atgagaaage gecacgette ccgaagggag 5160
aaaggeggac aggtatcegg taageggeag ggteggaaca ggagagegea cgagggaget 5220
tccaggggga aacgectggt atctttatag tectgteggg tttcg;céacc tctgacttga 5280
gegtegattt ttgtgatget cgtecaggggg gcggégccta tggaaaaacg ccagecaacge 5340
geccttitta cggttectgg cettttgetg gecttttget cacatgtict ttectgegtt 5400

atccectgat tetgtggata accgtattac cgectttgag tgagetgata ccgetegeeg 5460

cagecgaacg accgagegea gegagteagt gagegaggaa geggaaga 5508

<210> 3
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<211> 6820
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> plasmido

<400> 3
ttattggaca ctagataatc atcacatgtt accacaaaat tatataatgt ataaatgcga 60

aattattaaa cgcaaatatc catgggaaaa cgegeagtat acagacgatt ttttacagta 120
tttggagagt tttataggaa gtatatagag tagaaccaga attttgtaaa aataaatcac 180
atttttatac taatatgaaa caactatcga tagttatatt gctactatcg atagtatata 240
Caaccaaacc tcatcctaca cagatatcaa aaaaactagg cgatgatgcet actctategt 300
gtaatagaaa caatacacat ggatatcttg tcatgagttc ttggtataag aaaccagact 360
ccattattet cttagcagec aaaaac gatg fcgtatactt tgatgattat acagcggata 420
aagtatcata cgattcaccg tatgatactc tagctacaat tattacaatt aaatcattga 480
catctggaga tgcaggtact tatatatgeg cattctttat aacatcaaca aatgatacgg 540
ataaaataga tfatgaagaa ttcgtcgacg cggeegectg cagaagettg gtaccatggg 600
tatttatatt ccaaaaaaaa aaaataaaat ttcaattttt getctagaca tctatatact 660
atatagtaat accaatactc aagactacga aactgataca atctcttatc atgtgggtaa 720
tgtictcgat gtegatagee atatgeccgg tagttgegat atacataaac tgatcactaa 780
ttccaaaccc accegctttt tatagtaagt ttttcaccea taaataataa atacaataat 840
taattictcg taaaagtaga aaatatattc taatttattg cacggtaagg aagtagaatc 900
ataaagaaca gtgacatgga tccegtegtt ttacaacgte gtgactggga aaaccetgge 960
gttacccaac ttaatcgect tgecageacat ceecettteg cecagetggeg taatagegaa 1020
gaggeceegea ccgategecc tteccaacag ttgegeagee tgaatggega atggegettt 1080
geetggttte cggeaccaga ageggtgecg gaaagetgge tggagtgcga tettcctgag 1140
gecgatactg tegtegtece cteaaactgg cagatgeacg gttacgatge geccatctac 1200

accaacgtaa cctatcecat tacggteaat cegeegtttg ttecccacgga gaatecgacg 1260

pnnibl



ggttgttact cgeteacatt taatgttgat gaaagetgge tacaggaagg ccagacgega 1320
attatttttg atggcgttaa cteggegttt catctgtggt geaacgggeg ctgggteget 1380 gntl 82
tacggccagg acagtegttt geegtetgaa tttgacctga gegceattttt acgcgeecgga 1440
gaaaaccgec tegeggtgat ggtgetgegt tggagtgacg geagttatct ggaagatcag 1500
gatatgtgge ggatgagegg cattttccgt gacgtetegt tgctgeataa accgactaca 1560
Caaatcageg attccatgt tgecactege tttaatgatg atttcageeg cgetgtactg 1620
gaggctgaag ticagatgtg cggegagttg cgtgactace tacgggtaac agtttettta 1680
tggcagggte aaacgeaggt cgecagegge accgegectt tcggcggtga aattatcgat 1740
gagegtggtg gitatgeega tegegteaca ctacgtetea aggtegaaaa cecgaaactg 1800
tggagegecg aaatecegaa tetetategt geggtggtte aactgeacac cgeegacgge 1860
acgetgattg aageagaage ctgegatgte ggtitccgeg aggtgeggat tgaaaatggt 1920
ctgetgetge tgaacggeaa geegttgetg attegaggeg ttaaccgtca cgagcatcat 1980
cctetgeatg gtcaggteat ggatgageag acgatggtge aggatatect getgatgaag 2040
cagaacaact ttaacgecgt gegetgtteg cattatccga accateeget gtggtacacg 2100
ctgtgcgacce gctacggéct gtatgtgete gatgaageca atattgaaac ccacggeatg 2160
gtgecaatea atcgtetgac cgatgatceg cgetggetac cggegatgag cgaacgegta 2220
acgegaatgg tgecagegega tegtaatcac cegagtgtga teatctggte getggggaat 2280
gaatcaggece acggegctaa tcacgacgeg ctgtatcget ggatcaaate tgtcgatect 2340
tcecgecegg tgeagtatga aggeggegga geegacacca cggecaccga tattatttge 2400
ccgatgtacg cgegegtgga tgaagaccag cectteecgg ctgtgecgaa atggtccatc 2460
aaaaaatggc tttegetace tggagagacg cgeecgetga tectttgega atacgeccac 2520
gegatgggta acagtettgg cggtttcget aaatactgge aggegttteg tecagtatcee 2580
cgtttacagg geggcettegt ctgggactgg giggatcagt cgctgattaa atatgatgaa 2640
aacggeaacc cgtggteggce ttacggeggt gattttggcg atacgccgaa cgatcgecag 2700

tictgtatga acggtetggt ctttgecgac cgcacgecge atecageget gacggaagea 2760



aaacaccagc agcagttttt ccagttccgt ttétcé £ggc aaaccatcga agtgaccage 2820
gaatacctgt tecgteatag cgataacgag ctectgeact ggatgatgec getggatgat 2880 Q 2 0 153
aageegetgg caageggtga agtgectetg gatgtegete caczaggtaa acagttgatt 2940
gaactgectg aactaccgea geeggagage geegggeaac terggeteac agtacgegta 3000
gtgcaaccga acgegaccge atggtcagaa geegggcaca teagegectg geageagtgg 3060
cgtetggegg aaaaccteag tgtgacgete ceegecgegt cccacgcecat cecgeatctg 3120
accaccageg aaatggattt ttgeatcgag ctgggtaata agegttggca atttaaccge 3180
cagtcaggct ttctttcaca gatgtggatt ggcgataaaa aacaactgct gacgecgetg 3240
cgcgatcagt tcaccegtge acecgetggat aacgacattg gegtaagtga agegaccege 3300
attgacccta acgectgggt Cgaacgetgg aaggeggegg geeattacca ggeegaagea 3360
gegtigttge agtgeacgge agatacactt getgatgegg tgetgattac gaccggtecac 3420
gegtggeage atcagggeaa aaccttattt atcagecgga aaacctaccg gattgatggt 3480
aglggicaaa tggegattac cgttgatgtt gaagtggega gcgatacacc geatceggeg 3540 |
cggattggee tgaactgeca getggegeag gtageagage gggtaaactg getcggatta 3600
gggeegeaag aaaactatee cgaccgectt actgeegect gttttgaccg ctgggatetg 3660
ccattgtcag acatgtatac cecgtacgte ttecegageg aaaacggtct gegetgeggg 3720
acgegegaat tgaattatgg cccacaccag tggegeggeg acttceagtt caacatcagc 3780
cgctacagtc aacageaact gatggaaace agecatcgee atctgetgea cgeggaagaa 3840
ggeacatgge tgaatatcga cggtttecat atggggattg gtggegacga ctectggage 3900
ccgteagtat cggeggaatt ccagetgage geegtteget accattacca gttggtetgg 3960
tgicaaaaat aaggatecte gataccaaca acggtagaaa gtgttacaat atctactaca 4020
aaatatacaa ctagtgactt tatagagata tttggceattg tttcactaat tttattattg 4080
geegtggega tittctgtat tatatattat ttctgtagtg gacggtetcg taaacaagaa 4140

acaaatatat tatagatttt aactcagata aatgtctgga ataattaaat ctatc gttt 4200

gageggacea tetggttceg geaagacage tatagtcagg agactcttac aagattatgg 4260



aaatatattt ggatttgtgg tatcccatac cactagattt cctegtecta tggaacgaga 4320
aggtgtegte taccattacg ttaacagaga ggccatttgg aagggaatag ccgetggaaa 4380 Q ﬂ (‘ l 6 ‘;
cttgctagaa catacagagt ttttgggaaa tatttatgge acttctazaa catccatgaa 4440
cacagetgcet attaataatc gtatatgtgt tatggattta aacattgacg gagttaggag 4500
tcttaaaaac acatacttga tgecttactc tgtttatata agacctacat ctcttaaaat 4560
ggtagaaact geatgeectg atgeggtatt ttcteeftac geatctgtge ggtatttcac 4620
accgcatatg gtgeactcte agtacaatct getetgatge cgeatagtta agccagecee 4680
gacaccegee aacacceget gacgegeect gacgggcettg tetgeteeeg gcatcecgett 4740
acagacaagc tgtgaccgte tccgggaget geatgtgtca gaggtﬁtca ccgtecatcac 4800
Cgaaacgcge gagacgaaag ggectegtga tacgectatt tttataggtt aatgtcatga 4860
taataatggt ticttagacg tcaggtggea cttttcgggg aaatgtzege ggaaccecta 4920
tttgtttatt tttctaaata cattcaaata tgtatccget catgagacaa taaccotgat 4980
aaatgctica ataatattga aaaaggaaga gtatgagtat tcaacatttc ¢ gtgtcgeee 5040
ttattccett ttttgeggea ttttgeette ctgtttttge tcacccagaa acgctggtga 5100
aagtaaaaga tgctgaagat cagttgggtg cacgagtggg ttacatcgaa ctggatctca 5160
acagcggtaa gatecttgag agttttcgee ccgaagaacg ttttccaatg atgageactt 5220
ttaaagttct getatgtgge geggtattat ccegtattga cgecgggeaa gagcaactcg 5280
gtegeegeat acactattet cagaatgact tggttgagta ctcaccagte acagaaaagc 5340
atcttacgga tggeatgaca gtaagagaat tatgcagtgc tgecataace atgagtgata 5400
acactgcggce caacttactt ctgacaacga tcggaggace gaaggagcta accgcttttt 5460
tgcacaacat gggggatcat gtaactcgee ttgategttg ggaaccggag ctgaatgaag 5520
Ccataccaaa cgacgagegt gacaccacga tgeetgtage aatggcaaca acgttgegea 5580
aactattaac tggegaacta cttactctag cttcceggea acaattaata gactggatgg 5640

aggeggataa agttgeagga ccacttetge geteggeect tecggetgge tggtttattg 5700

ctgataaatc tggagecggt gagegtgggt ctegeggtat cattgeagea ctggggecag 5760



atggtaagec ctecegtate gtagttatct acacgacggg gagtcaggca actatggatg 5820
aacgaaatag acagatcget gagataggtg ccteactgat taageattgg taactgtcag 5880 G 0 d l 8 5
accaagttta ctcatatata ctttagattg atttaaaact tcatttttaa tttaaaagga 5940
tctaggtgaa gatccttttt gataatctca tgaccaaaat cecttaacgt gagttttcgt 6000
tecactgage gtcagaccce gtagaaaaga tcaaaggatc ttcttzagat cetttttttc 6060
tgcgegtaat ctgctgettg caaacaaaaa aaccaccget accageggtg gtttgtttge 6120
cggatcaaga getaccaact ctttttccga aggtaactgg cttcagcaga gcgeagatac 6180
Ccaaatactgt tcttctagtg tagecgtagt taggecacca cttcaagaac tctgtagecac 6240
cgcectacata cetegetetg ctaatectgt taccagtgge tgetgecagt ggegataagt 6300
cgtgtettac cgggttggac tcaagacgat agttaccgga taaggcgeag cggteggeet 6360
gaacgggggg ticgtgcaca cageccagcet tggagegaac gacctacace gaactgagat 6420
acctacageg tgagctatga gaaagegeca cgcettccega agggagaaag gcggacaggt 6480
atccggtaag cggeagggte ggaacaggag agegeacgag ggagetteca gggggaaacg 6540
cctggtatet ttatagtect gtegggttte gecacctetg acttgagegt cgatttttgt 6600
gatgctegte aggggggacgg agectatgga aaaacgcecag caacgeggec tttttacggt 6660
tectggectt ttgetggect tttgeteaca tgttcetttee tgegttates cctgattetg 6720
tggataaccg tattaccgec tttgagtgag ctgataccgc tegeegeage cgaacgaccg 6780
agegeagega gteagtgage gaggaagegg aagagagete | 6820

<210> 4

<211> 8373

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> plasmido

<400> 4
ttattggaca ctagataatc atcacatgtt accacaaaat tatataatgt ataaatgcga 60

aattattaaa cgcaaatatc catgggaaaa cgegeagtat acagacgatt ttttacagta 120



tttggagagt tttataggaa gtatatagag tagaaccaga attttgtaaa aataaatcac 180 aong g6

atttttatac taatatgaaa caactatcga tagttatatt getactateg atagtatata 240
caaccaaacc tcatcctaca cagatatcaa aaaaactagg cgatgatgct' actctatcgt 300
gtaatagaaa caatacacat ggatatcttg tcatgagttc ttggtataag aaaccagact 360
ccattattct cttagcagee aaaaacgatg. tcgtatactt tgatéattat acagcggata 420
aagtatcata cgattcaccg tatgatactc tagctacaat tattacaatt aaatcattga 480
catctggaga tgcaggtact tatatatgeg cattctttat aacatcaaca aatgatacgg 540
ataaaataga ttatgaagaa ttcgtcgact cacagtcegg tetcacccee getettgtat 600
gattcccatg aagatatgat cttcecgett tggggagtga ctgacaccte ceteectgte 660
cctctgagat tgtgttgtat aggttcegat cgattgacte ttctccagea tgtcatcagg 720
aaaattatca acatcaaggce agtcagggcec cctgeactea gtactacata cttcceccag 780
ticgggagac ccaagtcaac teetgagate cgttegtgea cate gggaag gtgaacttca 840
acaaaatcct cagectegte acegttettg aaaacggtag acgg gtetge caggggetee 900
ataaggggga taaccgagga taccaacaac tccatatgtt getggaggag ggatgattgc 960
atctetggga ttaagacatt geegtcaggt cetaatatta taccattgaa aaataccccg 1020
tttacatgag gatgacacct ccceecaact cttaaacacc cttttgaagg gatgatctca 1080
ttccaagtte tgactgactt gtagtgagea tcggetteca tcaaggtctt gttgaafatg 1140
gtatatgctt ttccaaacce agggacaagt tttcttaaat gactgagacg tctgaaactc 1200
actgacttgg tggtcatgat ggactctagt gceatccagac actectetct cttettgace 1260
aactcetcta caacaaggtg cteaatttcg tetgagegaa agtcgtgcaa attgatcaac 1320
tgaccgggag ggeaccattt ggtttcattt gatgtttgea tcgagacccea tgttccatce 1380
ataagtctaa gtccgagaac tccacataac tggagtttge atgeiccttt taaagactta 1440
tataggeete tttcatctac aaagecgeaa gteteactee ctttggatge tetettcect 1500
Ctactattgg taaaaatgtc acaagacatc cctagteteg gattclcggg catccaaatg 1560

gtgtaategt gettagtgea geagtaggta gaagacaceg ctactcctga geacttecceg 1620
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ccagggaaga ccetcgagtg aagggatetg tcatatgggt ccaaatetge cacacttgga 1680
gatatgataa cgagagactc cttggtggtt tttacagttc gaagecagtg gtagtcagge 1740
tacggattgt gtagagactc ttcatatctg gggtcaccgg ccatctteea gttgtacgeg 1800
getetacatg catctggtgt tgggcggaaa tgetttettt tgaacgtgpt tgtgacataa 1860
ccaacgaagt tagtgtaggt ttcagcctee gtcacaacge ctgtgeaagt gaacccgtte 1920
atttttatgg ctgagatgta tccaacttta agttccatgt aggagaacce tgacaggttg 1980
gtgcateett cgtectecac taccaaattg tttgggcage tgaggtgatg tatgtcaatc 2040
gggctccagg gaccaagcett gtetggtate gtgtaaatag ggaatttcee aaaacacaat 2100

gaaaaacca gaaggggtac aaacaggaga gcetgaggaa ceggtaccat gggtatttat 2160

attccaaaaa aaaaaaataa aatttcaatt tttgctctag acatctatat actatatagt 2220
aataccaata ctcaagacta cgaaactgat acaatctctt atcatgtggg taatgttctc 2280
gatgtcgata gecatatgee cggtagttge gatatacata aactgatcac taattccaaa 2340
cccacceget ttttatagta agtttttcac ccataaataa taaatacaat aattaatttc 2400
tcgtaaaagt agaaaatata ttctaattta ttgcacggta aggaagtaga atcataaaga 2460
acagtgacat ggatccegte gttttacaac gtcgtgactg ggaaaaccet ggegttacee 2520
aacttaatcg cettgcagea catccecctt tegecagetg gegtaatage gaagaggeee 2580
geaccgateg cccttcecaa cagttgegea gectgaatgg cgaatggege tttgeetggt 2640
ttccggeace agaageggtg ccggaaaget ggetggagtg cgatcttect gaggeegata 2700
ctgtegtegt ccectecaaac tggeagatge acggttacga tgcg_cccatc tacaccaacg 2760
taacctatce cattacggte aatccgeegt ttgttcccac ggagaateeg acgggttgtt 2820
actcgetcac atttaatgtt gatgaaaget ggetacagga aggecagacg cgaattattt 2880
ttgatggegt taacteggeg ttteatctgt ggtgcaacgg gegetgggte ggttacggee 2940
aggacagtcg tttgecgtet gaatttgace tgagegcatt tttacgegee ggagaaaace 3000
gectegeggt gatggtgetg cgttggagtg acggeagtta tetggaagat caggatatgt 3060

ggeggatgag cggeatttte cgtgacgtcet cgttgetgea taaaccgact acacaaatca 3120



gegatttcea tgttgecact cgetttaatg atgatttcag ccgegetgta ctggaggctg 3180
aagttcagat gtgeggegag ttgegtgact acctacgggt aacagtttet ttatggcagg 3240
gtgaaacgcea ggtegeecage ggeaccgege cttteggegg tgaaattate gatgagegtg 3300
gtggttatge cgatcgegte acactacgtc tcaaggtega aaaccegaaa ctgtggageg 3360
ccgaaatcee gaatetctat cgtgeggtgg ttgaactgea caccgeegac ggcacgetga 3420
ttgaagcaga ageetgegat gteggtttce gegaggtgeg gattgaaaat ggtetgetge 3480
tgetgaacgg caageogttg ctgattcgag gegttaaceg teacgageat catcctetge 3540
atggtcaggt catggatgag cagacgatgg tgeaggatat cetgetgatg aageagaaca 3600
actttaacgc cgtgegetgt tegeattate cgaaccatee getgtggtac acgctgtgeg 3660
accgcetacgg cctgtatgtg gtggatgaag Ccaatattga aacccacgge atggtgecaa 3720
tcaatcgtet gaccgatgat cegegetgge taceggegat gagcgaacge gtaacgcgaa 3780
tggtgeageg cgategtaat cacccgagtg tgatcatctg gtegetggge aatgaatcag 3840
gecacggege taatcacgac gegetgtate getggatcaa atctgtegat ccttecegee 3900
cggtgeagta tgaaggegge ggagecgaca ccacggecac cyatattatt tgcecgatgt 3960
acgecgcegegt gegatgaagac cageccttee cggcetgtgee gaaatggtee atcaaaaaat 4020
ggcttteget acctggagag acgegeeege tgatectitg cgaatacgee cacgcgatgg 4080
gtaacagtct tggeggtttc getaaatact ggeaggegtt tegtcagtat cceegtttac 4140
agggeggett cgtetgggac tggatggate agtegetgat taaatatgat gaaaacggca 4200
acccgtggte ggettacgge ggtgattttg gcgatacgee gaacgatege cagttetgta 4260
tgaacggtct ggtetttgee gacegeacge cgeatecage gctgacggaa gecaaaacace 4320
agceageagtt titccagttc cgtttatceg ggeaaaccat cgaagtgace agegaatace 4380
tgticcgtca tagegataac gagetectge actggatggt ggegcetggat ggtaagecge 4440
tggcaagegg tgaagtgect ctggatgteg Ctccacaagg taaacagttg attgaactge 4500
ctgaactacc gcagecggag agegeeggge aactetgget cecagtacge gtagtgeaac 4560

cgaacgegac cgcatggtea gaageeggge acatcagege ctggeageag tggegtetgg 4620
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cggaaaacct cagigtgacg ctececgeeg cgteccacge catcecgeat ctgaccacca 4680
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gcgaaatgga titttgeate gagetgggta ataagegttg geaatttaac cgecagtcag 4740
getttettte acagatgtgg attggegata aaaaacaact getgacgeeg ctgegegate 4800

agttcacceg tgeaccgetg gataacgaca ttggegtaag tgaagcgacc cgeattgace 4860

ctaacgectg ggtegaacge tggaaggegg cgggccatta ccaggecgaa geagegttet 4920

tgeagtgeac ggeagataca cttgotgatg cggtgetgat tacgacceggt cacgegtgge 4980
ageatcaggg gaaaacctta tttatcagce ggaaaaccta ceggattgat ggtagtggte 5040
aaatggcgat taccgttgat gttgaagtgg cgagegatac accgeateeg gegeggattg 5100
gectgaactg cecagetggeg caggtageag agegggtaaa ctggctcgga ttagggcege 5160
aagaaaacta tccegaccge cttactgeeg cetgttttga cegetgggat ctgecattgt 5220
cagacatgta tacccegtac gtettccega gegaaaacgg tetgegetge gggacgegeg 5280
aattgaatta tggcccacac cagtggegeg gegactteea gttcaacate agecgcetaca 5340
gtcaacagca actgatggaa accagecate gecatetget geacgeggaa gaaggeacat 5400
ggctgaatat cgacggttte catatgggga ttggtgecga cgactcétgg agccegtcag 5460
tatcggegga éttccagctg agegcecgttc getaceatta ccagitggte tggtgtcaaa 5520
aataaggatc ctcgatacca acaacggtag aaagtettac aataictact acaaaatata 5580
Caactagtga ctttatagag atatttggca ttgtttcact aattttatta ttggeegtgg 5640
cgatttictg tattatatat tatttctgta gtggacggte tcgtaaacaa gaaacaaata 5700
tattatagat tttaactcag ataaatgtct ggaataatta aatctatcgt tttgagcgga 5760
ccatctggtt ccggeaagac agetatagtc aggagactct tacaagatta tggaaatata 5820
tttggatttg tggtatccea taccactaga tttectegte ctatggaacg agaaggtgtc 5880
glctaccatt acgttaacag agaggecatt tggaagggaa tagcegetgg aaacttgeta 5940
gaacatacag agtttttggg aaatatttat gggacttcta aaacatccat gaacacagct 6000
getattaata atcgtatatg tgttatggat ttaaacattg acggagttag gagtcttaaa 6060

aacacatact tgatgectta ctetgtttat ataagaccta catctctaa aatggtagaa 6120



actgeatgec ctgatgeggt attttetect tacgcatetg tgeggtattt cacaccgeat 6180 gon l ?ﬂ
atggtgcact ctcagtacaa tctgetctga tgcegeatag ttaagecage cecgacacce 6240
gecaacacee getgacgege cetgacgggc tigtetgete ceggeateeg cttacagaca 6300
agetgtgace gtetccggga gctgcatgtg tcagaggttt tcaccgtcat caccgaaacg 6360
cgcegagacga aagggcecteg tgatacgect atttttatag gttaatgtca tgataataat 6420
ggtitettag acgtcaggtg geacttttcg gggaaatgtg cgeggaacee ctatttgttt 6480
atttttctaa atacattcaa ata‘;gtatcc gcteatgaga caataacect gataaatget 6540
tcaataatat tgaaaaagga agagtatgag tattcaacat ttcc gtateg cecttattece 6600
ctittttgeg geattttgec ttectgttit tgetcaceca gaaacgetgg tgaaagtaaa 6660
agatgctgaa gatcagttgg gtecacgagt gggttacate gaactggate tcaacagegg 6720
taagatcett gagagttttc gecececgaaga acgtttteea atgatgagea cttttaaagt 6780
tetgetatgt ggegeggtat tatceegtat tgacgecggg caagagcaac tcggtcgecg 6840
catacactat tctcagaatg acttggttga gtactcacca gtcacagaaa agcatcttac 6900
ggatggeatg acagtaagag aattatgcag tgetgecata accatgagtg ataacactge 6960
ggccaactta cttctgacaa cgatcggagg accgaaggag ctaaccgett ttttgcacaa 7020
catgggggat catgtaactc gecttgateg ttgggaaccg gagctgaatg aagecatace 7080
aaacgacgag cgtgacacca cgatgeetgt agcaatggea acaacgttge gcaaactatt 7140
aactggcgaa ctacttactc tagettcecg geaacaatta atagactgga tggaggcgga 7200
taaagttgea ggaccacttc tgegetegge cetteegget ggcetzgttta ttgetgataa 7260
atctggagcec ggtgagegtg ggtctegegg tatcattgea geactgggec cagatggtaa 7320
geecteeegt atcgtagtta tctacacgacl ggggagtcag geaactatgg atgaacgaaa 7380
tagacagatc getgagatag gtgecteact gattaageat tggtaactgt cagaccaagt 7440
ttactcatat atactttaga ttgatttaaa aéttcatttt taatttaaaa ggatctaggt 7500
gaagatcctt tttgataatc tcatgaccaa aatcccttaa cgtgagtttt cgttecactg 7560

agegtcagac ccogtagaaa agatcaaagg atcttcttga gatecttttt ttetgegegt 7620



aatctgetge tigcaaacaa aaaaaccace getaccageg gtggtttgtt tgecggatca 7680
00n17;
agagctacca actctttttc cgaaggtaac tggettcage agagegcaga taccaaatac 7740
tgttcticta gtgtageegt agttaggceca ceacttcaag aactctgtag caccgectac 7800
atacctcgct ctgetaatec tgttaccagt ggctgctgcc agtggcgata agtegtgtet 7860
taccgggttg gactcaagac gatagttace ggataaggeg cageggtegg getgaacggg 7920
gggttegtge acacagecca gettggageg aacgacctac accgaactga gatacctaca 7980
gcgtgageta tgagaaageg ceacgettec cgaagggaga aaggcggaca ggtatccggt 8040
aageggceagg gtcggaacag gagagegeac gagggagett ccagggggaa acgectggta 8100
fetttatagt cctgtegggt ttcgecacct ctgacttgag cgtegatttt tgtgatgete 8160
gtecagggggg cggagectat ggaaaaacge cageaacgeg gectttttac ggttectgge 8220
ctittgetgg cettttgete acatgtictt teetgegtta teccctgatt ctgtggataa 8280
ccgtattace gectttgagt gagetgatac cgetcgecge agecegaacga ccgagegeag 8340
cgagtcagtg agcgaggaag cggaagagag ctc 8373
<210> 5
<211> 702

<212> ADN
<213> Circovirus porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1).(702)

<223> Circovirus porcino tipo 2A ORF2

<400> 5
atgacgtatc caaggaggcg ttaccgecaga agaagacace geeeecgeag ceatettgge 60

cagatcctee geegeegecce ctggetegte cacceecgee accgetaceg ttggagaagg 120
aaaaatggcea tettcaacac cegectetec cgeacctteg gatatactgt caaggctacc 180
acagtcagaa cgeccteetg ggeggtggac atgatgagat ttaatattga cgactttgtt 240
ceecegggag gegggaccaa caaaatetet atacectttg aatactacag aataagaaag 300

gttaaggttg aattctggee ctgeteeece atcacccagg gtgatagggo agtgggactce 360



actgetgtta ttctagatga taactttgta acaaaggeca cagcectaac ctatgaccca 420
tatgtaaact actccteecg ccatacaate écccaaccct tetectacca cteeegttac 480
ttcacaccca aacctgttet tgactccace attgattact tccaaccaaa taacaaaagg 540
aatcagcttt ggatgagget acaaacctct agaaatgtgg accacgtagg ccteggecact 600
gegttcgaaa acagtatata cgaccaggac tacaatatce gtgtaaccat gtatgtacaa 660
ttcagagaat ttaatcttaa agacccccea cttaaaccct aa 702

<210> 6

<211> 702

<212> ADN
<213> Circovirus porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(702)

<223> Circovirus porcino tipo 2B ORF2

<400> 6
atgacgtatc caaggaggcg ttaccgaaga agaagacacc geeeccgeag ceatettgge 60

cagatcctee geegeegeee ctggetegte cacceecgee accgttaccg ctggagaagg 120
aaaaatggea tettcaacac cegectetee cgeacctteg gatatactgt caagcgaace 180
acagtcagaa cgeectectg ggeggtggac atgatgagat tcaatattaa tgactttctt 240
ccceeaggag ggggctcaaa ceeecgetet gtgecctttg aatactacag aataagaaag 300
gttaaggttg aattctggee ctgeteceeg atcacccagg gtgacagggg agtgggctce 360
agtgetgtta ttctagatga taactttgta acaaaggeca cagecctcac ctatgacccc 420
tatgtaaact actceteccg ceataccata acccagcecct tetectacea cteceggtac 480
tttaccceca aacctgtect agattceact attgattact tecaaccaaa caacaaaaga 540
aaccagcetgt ggetgagact acaaactget ggaaatgtag accacgtagg cctecggeact 600
gegticgaaa acagtatata cgaccaggaa tacaatatcc gtgtaaccat gtatgtacaa 660

ttcagagaat ttaattttaa agacccceca cttaaccectt aa 702
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<210> 7

<211> 765

<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(765)

<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino strain ISU12
ORF3

<400> 7
atggctaata getgtacatt cctecatatt tteetetgtt geagettett gtactetttt 60

tgtigtgctg tggttgeggg ttccaatget acgtactgtt tttggtttee getggttagg 120
gcaattttt ctttcgaact cacggtgaac tacacggtgt gecegeettg cetcaccegg 180
caagcageceg cagaggecta cgaacceggt aggteecttt ggtgcaggat agggceatgat 240
cgatgtggeg aggacgatca tgatgaacta gggtttgtgg tgccgectgg ccetetecage 300
gaaggcceact tgaccagtge ttacgeetgg ttggegttee tgtecttcag ctatacggee 360
cagttccatc ccgagatatt cgggataggg aatgtgagte gagtctatgt tgacatcaag 420
caccaattca tttgcgetgt tcatgatggg cagaacacca cettgeecca ccatgacaac 480
atttcageeg tgtttcagac ctattaccag catcaggtcg acggeggcaa ttggtttcac 540
ctagaatggc tgegteccett cttttectet tggttggttt taaatgtete ttggtttcte 600
aggegttcge ctgeaageca tgtttcagtt cgagtetttc agacatcaag accaacacca 660
ccgeagegge aggctttget gteetccaag acatcagttg cettaggeat cgcaactegg 720
cetetgagge gattegeaaa gteecteagt gecgeacgge gatag 765
<210> 8
<211> 537

<212> ADN
<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(537)

WD
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<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino strain ISU12

ORF4 00017¢

<400> 8
atggetgegt cecttetttt cetettggtt ggttttaaat gtetettggt ttctcaggeg 60

ttcgectgea agecatgttt cagttcgagt ctttcagaca tcaagaccaa caccaccgca 120
geggeaggcet ttgetgtect ccaagacate agttgectta ggeategeaa cteggectet 180
gaggcegatic gecaaagtcee teagtgecge acggegatag ggacacccgt gtatatcact 240
gtcacagcecea atgttaccga tgagaattat ttgeattect ctgatcttct catgcttict 300
tettgecettt tetatgette tgagatgagt gaaaagggat ttaaggtggt atttggcaat 360
gtgtcaggea tegtggeagt gtgcgtcaac ttcaccagtt acgtecaaca tgtcaaggaa 420
tttacccaac gttcettggt agttgaccat gtgeggetge tecattteat gacgeecgag 480

accatgaggt gggcaactgt tttagectgt ctttttgeca ttetgttgge aatttga 537

<210> 9
211> 603
<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(603)

<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino strain ISU12
ORFS

<400> 9
atgttgggga aatgettgac cgegggetgt tgctegeaat tgettitttt gtogtotatc 60

gtgeegtett gttttgttge getegteage gecaacggga acageagete aaatttacag 120
ctgatttaca acttgacgct atgtgagetg aatggcacag attggctagc taataaattt 180
gactgggeag tggagtgttt tgteattttt cetgtgttga cteacatigt ctcttétggt 240
gecectcacta ctagecattt cettgacaca gtcggtetgg tecactgtgte taccgetggg 300
tttgttcacg ggeggtatgt tctgagtagc atctacgegg tetgtecect ggetgegttg 360

atttgetteg tcattagget tgegaagaat tgcatgtect ggegetacte atgtaccaga 420



tataccaact ttcttctgga cactaaggge agactctate gttggeggte gectgteate 480
atagagaaaa ggggcaaagt tgaggtcgaa ggtcacctga tcgecctcaa aagagttgtg 540
cttgatggtt ccgeggetac ceetgtaace agagtttcag cggaacaatg gggtegtect 600
tag 603

<210> 10

<211> 525
<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(525)

<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino starin ISU12
ORF6

<400> 10
atggggtegt ccttagatga cttctgteat gatageacgg ctecacaaaa ggtgctettg 60

gegttticta ttacctacac gecagtgatg atatatgece taaaggigag tcgeggeega 120
ctgetaggge ttctgeacct tttgatctte ctgaattgtg ctitcacctt cgggtacatg 180
acattcgtge actttcagag tacaaataag gtcgegetea ctatgzgage agtagttgca 240
cteetitggg gggtgtactc agecatagaa acctggaaat teatcaccte cagatgeegt 300
ttgtgettge taggecgeaa gtacattetg geecctgece accacgttga aagtgecgea 360
getttcate cgattgegge aaatgataac cacgeatttg tegtecggeg teceggetee 420
actacggica acggeacatt ggtgeceggg ttaaaaagee tegtgttggg tggcagaaaa 480

getgttaaac agggagtggt aaaccttgte aaatatgeca aataa 525

<210> 11
<211> 372
<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>
<221> misc_caracteristica
<222> (1)..(372)



<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino strain ISU12
ORF7
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<400> 11
atgccaaata acaacggeaa geageagaag agaaagaagg ggatggeca gecagtcaat 60

cagetgtgee agatgetggg taagatcate getcageaaa accagtccag aggcaaggga 120
CCgggaaaga aaaataagaa gaaaaacceg gagaageecce attteectet agegactgaa 180
gatgatgtca gacatcactt tacccetagt gagcggcaat tgtgtctgte gtcaatccag 240
accgccttta atcaaggege tgggacttge accctgteag attcagggag gataagttac 300

actgtggagt ttagtttgce tacgeatcat actgtgegec tgatcegegt cacagcatca 360 |

ccctcageat ga 372

<210> 12
<211> 606
<212> ADN

<213> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino

<220>

<221> misc_caracteristica

<222> (1)..(606)

<223> Virus del sindrome reproductivo y respiratorio porcino strain Olot91
ORF5

<400> 12
atgagatgtt ctcacaaatt ggggcegtttc ttgactectce actcttgett ctggtggett 60

titttgetgt gtaccggctt gtectggtec tttgtegetg gcageggeag cagetcgaca 120
taccaataca tatataactt aacgatatge gagctgaatg ggaccgactg gttgtccaac 180
cattttgatt gggeagtega gacctttgtg ctttaccegg ttgecactea tatcetetca 240
ctgggttttc tcacaacaag ccattttttt gacgegceteg gteteggege tgtgtccact 300
acaggatitg ttggegggcg gtatgtacte ageagegtgt acggegcettg tgetttcgca 360
gegcetegtat gttttgteat cegtgctgtt aaaaattgea tggettgeeg ctatgeecac 420
acccggttta ccaactteat tgtggacgac cgggggagaa tccatcggtg gaagtctcca 480

atagtggtag agaaattggg caaagetgaa gteggtggceg accttgteac catcaaacat 540



glegteeteg aaggggttaa agetcaacce ttgacgagga ctteggetga gcaatgggaa 600

gectag 606 t ‘l} ) 7 7
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B bR g SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N* de solicitud: (5) IntCl: C12N 15/86
22) Fecha de solicitud: (7")Solicitante(s)  WYETH LLC
(30) Prioridad  (31) No. 32) Fecha (33) Pais
60/932,421 30.05.2007 us

(72) Inventor(es) WU, Stephen, Qitu;
GILL, Michael, A.; Y OTRO

(74) Apoderado:  ALVARO CORREA ORDONEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional: ~ 30.12.2009 (87) - Publicacién internacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 05.03.2009
Fecha de presentacion de la solicitud: 28.05.2008 N° publicacién: W0/2009/029130

No. de solicitud PCT/US2008/006735

(54) Titulo:  POXVIRUS DE MAPACHE QUE EXPRESA GENES DE VIRUS PORCINO

Reivindicacion(es):

1. Un vector poxvirus recombinante de mapache (rRCPV) que comprende una o mas moléculas de acido nucleico exogenas
que codifican una proteina del virus del sindrome reproductivo y respiratorio de porcinos (PRRSV), en donde:

(a) por {o menos una molécula de acido nucleico se inserta en el sitio de la hemaglutinina o en el sitio de la timidina quinasa de!
genoma de poxvirus de mapache; o

(b) por lo menos dos moléculas de 4cido nucleico se insertan en el sitio de Ia hemaglutinina o en el sitio de Ia timidina quinasa
del genoma del poxvirus de mapache; o

(c) por lo menos una molécula de acido nucleico se inserta en el sitio.de la hemaglutinina y por lo menos una molécula de acido

nucleico se inserta en el sitio de la timidina quinasa del genoma del poxvirus de mapache
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{72) Inventor(es) WU, Stephen, Qitu; GILL, Michael, A.; CHU, Hsien-Jue.
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(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT : Fecha:  05.03.2009
Fecha de presentacion de la solicitud: 28:05.2008 N° pubficacion: WO/2009/029130

No. de solicitud P:CT/U82008/006735

(54) Titulo: POXVIRUS DE MAPACHE QUE EXPRESA GENES DE VIRUS PORCINO




007180

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio TARJETA ARCHIVO TEMATICO - )
SUPERINTENDENCIA PATENTE DE INVENCION PCT__X MODELODE UTILIDAD ____ DISENO INDUSTRIAL
(21} N° de solicitud: f (22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacion Internacional : C12N 15/86 e T g
(71)Solicitante(s) WYETH LLC o e

(72) Inventor(es) WU, Stephen, Qitu; GILL, Michael, A.; CHU, Hsien-Jue.

74) Apoderado: ALVARO CORREA ORDONEZ

(30) Prioridad ! (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pais
: 60/932,421 30.05.2007 us
(85) Fecha limite inicio fa:se nacional: 30.12.2009 .1(87) Publicacion internacional:
“’_86) Datos relativos a la presentacion de la solic. PCT Fecha: 05.03.2009
‘ Fecha de presentacion de la solicitud: 28.05.2008 No. Publicacién : W0/2009/029130
No. de solicitud PCT/US2008/006735

': (54) Titulo: POXVIRUS DE MAPACHE QUE EXPRESA GENES DE VIRUS PORCINO

(57) Resumen: La presete invencion se relaciona con una nueva vacuna del vector poxvirus recombinante de mapache en el que el vector expresa
una o mas proteinas antigénicas codificadas por multiples cuadros de lectura abiertos, preferiblemente el ORFS, ORF6, y/o ORF3/ORF4/ORF7, de
una o mas de las cepas; del virus del sindrome reproductivo y respiratorio de porcino solo o en combinacion con un cuadro de lectura abierto del
circovirus porcino tipo 2 (PCV-2), preferiblemente ORF2, en los sitios de la hemaglutinina (ha) y/o timidina quinasa (tk)
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT o

PATENTE DE INVENCION u/ MODELO DE UTILIDAD [ ]

¢ Indicacion de que se solicita la concesién de una patente Zﬁ/
€ Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [W/ '
€ Descripcion de la invencion /
4 Dibujos de ser estos pertinentes [

4 Comprobante de pago de las tasas establecidas . [
COMPLETA [ | INCOMPLETA [ ]

DISENO INDUSTRIAL [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de Disefio Industrial [ ]
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
Representacion grafica y fotografica del Disefio Industrial 0 muestra del

* S0

material que incorpora el disefio L]
Comprobante de pago de las tasas establecidas [ ]
- COMPLETA [ ] | | INCOMPLETA[ 1

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

¢ Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado

4 Datos de identificacion def solicitante o de la persona que presenta la solicitud’
4 Representacion grafica del esquema trazado

¢ Comprobante de pago de las tasas establecidas

e, e e
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TA [ ] | X INCOMPLETA [ ]
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BCENTENARIO
Bogotad,
2020

Doctor (a)
CORREA ORDONEZ ALVARO

REFERENCIA Radicacidén No. 9 134464
Solicitud internacional PCT/US2008/006735
Fecha inicio fase nacional 30/12/2009
Tramite 11
Evento 378
Actuacidn 430

Oficio No.
i 294
Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la Decisidén 486 de la Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene el poder debidamente otorgado, con el lleno de los
requisitos exigidos por los articulos 63 y subsiguientes del Cédigo de
Procedimiento Civil. Adicionalmente, deberd presentar el documento que acredita la
existencia y representacidén legal de la sociedad solicitante, cuando ésta fuere
persona juridica.

¢ %

2. La solicitud no contiene 1la copia del documento en gue consta la cesidn del
derecho a la patente del inventor al sclicitante o a su causante, conforme a 1o
establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisibén 486 de la Comisidn de la
Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos
deberan legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del
cédigo de Procedimiento Civil. Cuando se trate de las declaraciones a que hace
referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperacidén en Materia de Patentes
PCT., el alcance de 1las tales declaraciones se determinard segin indiquen
claramente una cesién de derechos del inventor al solicitante o su causante, de
conformidad con lo dispuesto en el numeral 5.2.15 del Capitulo Quinto, Titulo X de
la Circular OUnica de Superintendencia de Industria y Comercio.

‘ En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisidn 486, se le
7 requiere para que dentro del término de dos meses siguientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormente enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se

' considerard abandonada y perderd su prelacidn.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal
e), del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica No.10 de 2001.

Continua en la p&gina siguiente...

Al contestar favor indique el ntmero : Sede Cantro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacién consignado en el rdtulo S=de CAN: Av. Carrera 50 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070
call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogoté D.C. Colombia
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Radicacidén No.:9 134464

.

JESUS FERNEL GARCIA GARCIA
Director de Nuevas Creaciones (E)

El anterior requerimiento fue notificado por fijacidén en lista de
fecha

adpall G 8 ENE. zaw

Al contestar favor indique el nimero Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
de radicacién consignado en el rétulo Sede CAN: Av. Carrera S0 No. 26 - 55 int.2. Tel 5880070
Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.gov.co e-mail: info@sic.gov.co
Bogotd D.C. Colombia



