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NUCLEIC ACID VACCINES FOR PREVENTION
OF FLAVIVIRUS INFECTION

This application is a continuation-in-part of, and claims the benefit of, U.S.
application Serial No. 09/826,1135, filed April 4, 2001, which status is pending and
which is continuation-in-part of, and claims the benefit of U.S. application Serial No.
09/701,536, filed November 29, 2000, which status is pending and which iz a national
stage application of international application Serial No. PCT/US99/12298, filed June 3,
1999 from, and which claims the benefit of, U.S. provisional application Serial No.
60/087,908, filed June 4, 1998, which applications are hereby incorporated herein in
their entirety by reference.

Fleld of the Invention

This invention relates to novel vaccines, diagnostics and methods of using both
in the treatment and prevention of the discases caused by flaviviruses. In particular,
the vaccines are recombinant nucleic acids which contain genes for structural proteins
of flaviviruses, such as Japanese encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV) or
related flaviviruses. These vaccines serve as a transcriptional unit for the biosynthesis
of the virus protein antigens when administered in vivo. The diagnoatics are
compositions containing antigens produced from the recombinant nucleic acids that can
be used to detect flavivirus infection.

Background of the Invention
Flaviviruses are members of the genus Flavivirus, which is classified within the
family Flaviviridee. The flaviviruses are largely pathogenic to humans and other
mammals. Flaviviruses that inflict disease upon humans and animals include Alfuy,
Apoi, Aroa, Bagaza, Banzi, Batu Cave, Bouboui, Bukalasa bat, Bussuquara,
Cacipacore, Carey Island, Cowbone Ridge, Dakar bat, Dengue (serotypes 1, 2, 3 and 4),
Edge Hill, Entebbe bat, Gadgets Gully, Iguape, Dheus, Ierael turkey

1
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meningoencephalitis, Japanese encephalitis, Jugra, Jutiapa, Kadam, Karshi, Kedougou,
Kokobera, Koutango, Kunjin, Kyasanur Forest disease, Langat, Meaban, Modoc,
Montana myotis leukoencephalitis, Murray Valley encephalitis, Naranjal, Negishi,
Ntaya, Omsk hemorrhagic fever, Phnom Penh bat, Potiskum, Powassan, Rio Bravo,
Rocio, Royal Farm, Russian spring summer encephalitis, Saboya, Sal Vieja, San
Perlita, Saumarez Reef, Sepik, Sokuluk, Spondweni, St. Louis encephalitis, Stratford,
Tick-borne encephalitis - central European subtype, Tick-borne encephalititis - far
eastern subtype, Tembusu, THCAr, Tyuleniy, Uganda S, Usutu, West Nile, Yaounde,
Yellow fever, Yokose, Ziki, Cell fusing agent and other related flaviviruses, as listed in
Kuno et al. (J. Virol. 72: 73-83 (1998)).

The flaviviruses contain the following three structural proteins: prM/M, the
premembrane and membrane protein; E, the envelope protein; and C, the capsid
protein. (Monath, in Virology (Ficlds, ed.), Raven Press, New York, 1990, pp. 763-
814; Heinz and Roehrig, in Inmunochemistry of Viruses IG The Basis for
Serodiagnosis and Yaccines (van Regenmortel and Neurath, eds.), Elsevier,
Amsterdam, 1990, pp. 289-305). M has a molecular weight (MW) of about 7-8
kilodaltons (kDa) and E has a MW of about 55-60 kDa. M is synthesized as a larger
precursor termed prM. The pr portion of prM is removed when prM is processed to
form M protein in mature virions. M and E are located in the membrane of the
flavivirus particle, and 80 have long been considered to constitute important
immumogenic components of the viruses. .

The flaviviruses are RNA viruses comprising single stranded RNA having a
length, among the various species, of about 10 kilobases (kb). The C protein, with a
MW of 12-14 kDa, complexes with the RNA to form a nucleocapsid complex. Several
nonstructural proteins are also encoded by the RNA genome which are termed NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5. The genome is translated within the host
cell as a polyprotein, then processed co- or post-translationally into the individual gene
products by viral- or host-specific proteases (Figure 1).
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The nucleotide sequences of the genomes of severa! flaviviruses are known, as
summarized in U. S. Patent No. 5,494,671. That for JEV is provided by Sumiyoshi et
al. (Virology 161: 497-510 (1987)) and Hashimoto et al. (Virus Genes 1: 305-317
(1988)). The nucleotide sequences of the virulent strain SA-14 of JEV and the
5 attenuated strain SA-14-14-2, used as a vaccine in the People's Republic of China, are
compared in the work of Nitayaphan et al. (Virology 177: 541-552 (1990)).

Nucleotide sequences encoding the structural proteins of other flavivirus species
are also kmown. In many cases, the sequences for the complete genomes have been
reported. The sequences available include dengue serotype 1 virus, dengue serotype 2

10  virus (Deubel et al., Virology 155: 365-377 (1986); Gruenberg et al., J. Gen. Virol. 69:
1391-1398 (1988); Hahn et al. Virology 162: 167-180 (1988)), dengue serotype 3 virus
(Osatomi et al., Virus Genes 2: 99-108 (1988)), dengue serotype 4 virus (Mackow et al.,
Virology 159: 217-228 (1987), Zhao et al., Virology 155: 77-88 (1986)), West Nile
virus (Lanciotti et al., Science 286: 2331-2333 (1999)), Powassan virus (Mandl et al.,

15 Virology 194: 173-184 (1993)) and yellow fever virus (YFV) (Rice et al., Science 229:
726-733 (1985)).

Many flaviviruses, including St. Louis encephalitis virus (SLEV), WNV and
JEV, are transmitted to humans and other host animals by mosquitoes. They therefore
occur over widespread areas and their transmission is not easily interrupted or

20 prevented.

West Nile fever is a mosquito-bome flaviviral infection that is transmitted to
vertebrates primarily by various species of Culex mosquitoes. Like other members of
the Japanese encephalitis (JE) antigenic complex of flaviviruses, including JE, SLE and
Murray Valley encephalitis (MVE) viruses, WNV is maintained in a natural cycie

25 between arthropod vectors and birds. The virus was first isolated from a febrile human
in the West Nile district of Uganda in 1937 (Smithbum et al., Am. J. Trop. Med. Hyg.
20: 471-492 (1940)). It was soon recognized as one of the most widely distributed
flaviviruses, with its geographic range including Africa, the Middle East, Western Asia,
Europe and Australia (Hubalck et al., Emerg. Infect. Dis. 5: 643-50 (1999)). Clinically,

3
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Wezt Nile fever in humans is a self-limited acute febrile illncss accompanied by
headache, myalgia, polyarthropathy, rash and lymphadenopathy (Monath and Tsai, in
Clinical Virology, (Richman, Whitley and Hayden eds.), Churchill-Livingtone, New
York, 1997, pp. 1133-1186). Acute hepatitis or pancreatis has been reported on
occasion and cases of WNV infection in eldexly patients are sometimes complicated by
encephalitis or meningitis (Asnis et al., Clin, Infect. Dis. 30: 413-418 (2000)). Thus,
infection by WNYV is a serious health concern in many regions of the world.

The geographical spread of the discase, particularly the introduction of WNV
into the U.S. in 1999, hes greatly increased awareness of the human and animal health
concerns of this discase. Between late August and early September 1999, New York
City and surrounding arcas experienced an outbresk of viral encephalitis, with 62
confirmed cascs, resulting in seven deaths. Concurrent with this outbreak, local health
officials observed increased mortality among birds {(especially crows) and horses. The
outbreak was subsequently shown to be caused by WNV, based on monoclonal
antibody (Mab) mapping and detection of gonomic sequences in human, avian and
mosquito specimens (Anderson et al., Science 286: 2331-2333 (1999); Jia et al., Lancet
354: 1971-1972 (1999); Lanciotti et al., Science 286: 2333-2337 (1999)). Virus sctivity
detected during the ensuing winter months indicated that the virus had established itself
in North America (Morb. Mortal. Wkly. Rep. 49: 178-179 (2000); Asnis et al., Clin.
Infect. Dis. 30: 413-418 (2000); Garmendia et al., J. Clin. Micro. 38: 3110-3111
(2000)). Surveillance data reported from the northeastern and mid-Atlantic states
during the year 2000 confirmed an intensified epizootic/epidemic transmission and a
geographic expansion of the virus with documentation of numerous cases of infection
in birds, mosqguitocs and horses, as well as cases in humans (Morb. Mortal. Wkly. Rep.
49: 820-822 (2000)).

Currently, no human or veterinary vaccine is available to prevent WNV
infection and mosquito control is the only practical strategy to combat the spread of the
discase.




WO 027081754 PCTUS02/10764

10

15

009019

Japanese encephalitis virus (JEV) infects adults and children and there is & high
mortality rate among infants, children and the elderly in areas of tropical and
subtropical Asia (Teni ot al., in Yaccines (Plotkin, ed)) W.B. Saunders, Philadelphia,
Pa, 1999, pp. 672-710). Among survivors, there are serious neurological consequences,
related to the symptoms of encephelitis, that persist after infection. In more developed
countries of this region, such aa Japan, the Republic of China (Tajwan) and Korea, JRV
has been largely controlled by use of a vaccine of inactivated JEV. Novertheiess, it is
still prevalent in other countries of the region.

Vaccines gvailable for use aguinst JEV infection include live virus inactivated
by such methods as formalin trestment, as well as artenuated virug (Tsai et al,, in
Vacsings (Plotkin, ed.) W.B. Saundezs, Philadelphia, Pa, 1994, pp. 671-713). Whale
virus vaccines, although effective, do have cartain problems and/or disadvantages. The
viruses are cultivated in mouse brain or in cell culture using mammalian cells as the
host. Such culture methods are cumbersome and expensive. Furthermore, there is the
attendant risk of incorporating antigens from the host cells, i.e., the brain or other host,
into the final vaccine product, potentially leading to unintended end undesired allergic
responses in the vaccine recipients. There is also the risk of inadvertent infection
among workers involved in vaccine production. Finally, there is the risk that the virus
may not be fully or completely inactivated or attenuated and thus, the vaccine may
actually cause discase.

Dengue fever and dengue hemorrhagic fever (DF/DHF) are caused by dengue
virus, which is also a mosquito-bomne flavivirus. There are four antigenically related,
but distinct, dengue virus serotypes, (DEN-1, DEN-2, DEN-3 and DEN-4), all of which
can cause DF/DHF. Symptoms of DF, the mild form of dengue-related disease, include
fever, resh, severe headache and joint pain. Mortality among those subjects suffering
from DF is low; however, among those subjects suffering from DHF, mortality can be
as high as 5%. From available evidence, more then 3 million cases of DHF and 58,000

"deaths have been attributed to DHE over the past 40 years, making DHF a major

emerging disease (Halstead, in Dengue and Dengue Hamarrhagic Fever (QGubler and
Kuno, eds.) CAB Intemational, New York, NY, (1997) pp 23-44). Nevertheless,
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despite decades of effort, safe and effective vaccines to protect against dengue virus
infection are not yet available.

Yellow fever is prevalent in tropical regions of South America and sub-Saharan
Africa and is transmitted by mosquitos. Infection leads to fever, chills, severe headache
and other pains, anorexia, nausea and vomiting, with the emergence of jaundice. A live
virus vaccine, 17D, grown in infected chicken embryos, is considered safe and
effective. Nevertheless, there remains a need for a vaccine that is stable under adverse
conditions, such as are commonly encountered in the tropical regions of Africa and the
Americas where the vaccine is most necded.

A recombinant flavivirus which is a chimera between two flaviviruses is
disclosed in PCT publication WO 9306214, The chimera is a construct fusing non-
structural proteins from one “type,” ar sexotype, of dengue virus or a flavivirus, with
structural proteins from a different “type,” or serotype, of dengue virus or other
flavivirus.

Several recombinant subunit and viral vaccines have been devised in recent
years. U.S. Patent No, 4,810,492 describea the production of the B glyeoprotein of JEV
for use as the antigen in 2 vaccine. The comresponding DNA is cloned into an
expression system in order to express the antigen protein in & suitable host cell such as
E. coli, yeast, or a higher arganism cell culture. U. S. Patent No. §,229,293 discloses
recombinant baculovirus harboring the gene for JEV E protein. The virus is used to
infect insect cells in culture such that the E protein is produced and recovered for use as
a vaccine.

U.S, Patent No. 5,021,347 discloses a recombinant vaccinia virus genome into
which the gene for JEV E protein has been incorpomted. The live recombinant
vaccinia virus is used as the vaccine to immunize against JEV. Recombinant vaccinia
viruses and baculoviruses in which the viruses incorporate a gene for a C-terminal
truncation of the E protein of dengue serotype 2, dengue serotype 4 and JEV are
disclosed in U.S. Patent 5,494,671, U.S. Patent 5,514,375 discloses various
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recombinant vaccinia viruses which express portions of the JEV open reading frame
extending from prM to NS2B. These pox viruses induced formation of extracellular
particles that contain the processed M protein and the E protein. Two recombinant
viruses encoding these JEV proteins produced high titers of neutralizing end
hemagglutinin-inhibiting antibodies, and protective immunity, in mice. The extent of
these effects was grester after two immunization treatments than after only one.
Recombinant vaccinia virus containing genes for the priM/M and E proteins of JEV
conferred protecti ve immunity when sdministered to mice (Konishi et al., Virology 180:
401-410 (1991)). Hela cells infected with recombinant vaccinia virus bearing genes
for prM and E from JEV were shown to produce subviral particles (Konishi et al.,
Virology 188: 714-720 (1992)). Dmitriev et al. reported immunization of mice with a
recombinant vaccinia virus encoding structural and certain nonstructural proteins from
tick-borme encephalitis virus {J. Biotechnology 44: 97-103 (1996)).

Recombinant virus vectors have also been prepared to serve as virus vaccines
for dengue fever. Zhao et sl. (J. Virol. 61: 4019-4022 (1987)) prepared recombinant
vaccinia virus bearing structural proteins and NS1 from dengue serotype 4 and achieved
expreasion after infecting mammalian cells with the recombinant virus. Similar
expression was obtained using recombinant baculovirus to infect target insect cells
(Zhang et al., J. Virol. 62: 3027-3031(1988)). Bray et al. (J. Virol. 63: 2853-2856
(1989)) also reported a recombinant vaccinia dengue vaccine based on the E protein
gene that confers protective immunity to mice against dengue encephalitis when
challenged. Palgout et al. (J. Virol 63: 1852-1860 (1989)) and Falgout et al. (J. Virol.
64: 4356-4363 (1950)) reported similar results. Zhang ot al. (J. Virol 62; 3027-3031
{1988)) showed that recombinant baculovirus encoding dengue E and NS1 proteins
likewise protected mice against dengue encephalitis when challenged. Other
combinations in which structural and nonstructural genes were incorporated into
recombinant virus vaccines failed to produce significant immunity (Bray et al., J. Virol
63: 2853-2856 (1989)). Also, monkeys failed to develop fully protective immunity 10
dengue virus challenge when immunized with recombinant baculovirus expressing the
E protein (Lai et al. (1990) pp. 119-124 in P. Brown, R. M. Chancack, H. S. Ginsberg
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Immunization using recombinant DNA preparutions has been reported for
SLEV end dengue-2 virus, using weanling mice as the model (Phillpotts et al., Arch.
Virol. 141: 743-749 (1996); Kochel et al., Vaccine 15: 547-552 (1997)). Plasmid DNA
encoding the prM and E genes of SLEV provided partial protection against SLEV
challenge with a single or double dose of DNA immunization. In these experiments,
control mice exhibited about 25% survival and no protective antibody was detected in
the DNA-immunized mice (Phillpotts et al., Arch. Virol. 141: 743-749 (1996)). In mice
that received three intradermal injections of recombinant dengue-2 plasmid DNA
contzining prM, 100% developed anti-dengue-2 neutralizing antibodies and 92% of
those receiving the corresponding E gene likewise developed neatralizing antibodies
(Kochel et al., Vaccine 15: 547-552 (1997)). Challenge experiments using a two-dose
achedule, however, failed to protect mice against lethal dengue-2 virus challenge.

The vaccines developed to date for immunizing against infection by JEV,
SLEYV, dengue virus and other flaviviruses have a number of disadvantages and
problems attending their use. Inactivated vaccine is costly and inconvenient to prepare,
In addition, sny such vaccine entails the risk of allergic reaction originating from
proteins of the host cell used in preparing the virus. Furthermore, such vaccines present
considerable risk to the workers employed in their production. Candidate attenuated
JEV vaccines are undergoing clinical trials, but as of 1996 have not found wide
acceptance outside of the People’s Republic of China (Hennessy et al., Lancet 347:
1583-1586 (1996)).

Recombinant vaccines based on the use of only certain proteina of flaviviruses,
such as JEV, produced by biosynthetic expression in cell culture with subsequent
purification or treatment of antigens, do not induce high antibody titers. Also, like the
whole virus preparations, theso vaccines carry the risk of adverse allergic reaction to
antigens from the host or to the vector. Vaccine development against dengue virus end
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WNYV is less advanced and such virus-based or recombinant protein-based vaccines
face problems similar to those aliuded to above.

There is therefore a need for vaccines or improved vaccines directed against
flaviviruses such as yellow fever virus, dengue virus, JEV, SLEV and WNV which are
inexpensive to prepare, present little risk to workers involved in their manufacture,
carry minimal risk of adverse immunological reactions due to impurities or adventitious
immunogenic components and are highly effective in eliciting neutralizing antibodics
end protective immunity. There is furthermore a need for a vaccine against JEV, WNV
and related flaviviruses that minimizes the number of immunizing doses required.

Many of the shartcomings of the-current art as described in detsil for the
production of vaccines also apply to the production of antipens and antibodies to be
used for the production of immunodiagnostics. Particularly, the concurrent risks and
costs involved in the production of antigens from viruses and the failure of most
currently available recombinantly expressed antigens to elicit effective immune
responses are pamalicled in the field of immunodiagnostics by the same risks, high costs
and a corresponding lack of sensitivity. Thus, because of the high costs, risk of
accidental infection with live virus and the lower than desired levela of sensitivity of
the previously available tests, there exists & necd for rapid, simple and highly sensitive
diagnostic tests for detecting flavivirus infection and/or contamination.

The present invention meets these needs by providing highly immunogenic
recombinant antigens for use in diagnostic assays for the detection of antibodies to
selected flavivirusea. The present invention further provides for the use of recombinant
antigens derived from flaviviruses, flavivirus genea or mimetica thereof in
immumodiagnostic assays for the detection of antibodies to flavivirus proteins.

Summary of the Invention
The present invention provides a nucleic acid molecule which contains
trenscriptional unit (TU) for an immunogenic flavivirus antigen. The TU directs a host
9
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cell, after being incorporated within the cell, to synthesize the antigen. In an important
aspect of the invention, the flavivirus can be yellow fever virus (YFV), dengue serotype
1 virus (DEN-1), dengue serotype 2 virus (DEN-2), dengue serotype 3 virus (DEN-3),
dengue serotype 4 virus (DEN-4), St. Louis encephalitis virus (SLEV), Japanese
encephalitis virus (JEV), West Nile virus (WNV), Powassan virug or any other
flavivirus. In important embodiments of the present invention, the antigen can be the
flavivirus prM/M protein, the B protein, or both. In important embodiments of the
prosent invention, the antigsn can be a chimeric flaviviros protein. In particular, when
the TU includes both the prM/M and E proteins, the host cell secretes subviral panticles
containing the prM/M and B antigens. In a fusther important aspect of the invention,
the nucleic acid is a DNA molecule. In additional significant embodiments, the nucleic
acid TU includes a control sequence disposed appropriately such that it operably
controls the expression of the priM/M and E antigens and this control sequence can be
the cytomegalovirus immediate carly promoter. In an additionat embodiment, the
nucleotide sequence of the TU is engineered to optimize cukaryotic translation by
minimizing lerge hairpin structures in the 5'-end untranslated region of an mRNA
produced by the TU and/or the inclusion of a Kozak consensus sequence at the
translational start site of an mRNA produced by the TU. In an additional embodiment,
the transcriptional unit also includes a poly-A terminator.

The present invention further provides a host cell comprising a nucleic acid
molecule which includes a transcriptional unit for an immunogenic flavivirus antigen
that directs the host cell to synthesizs the immunogenic antigen. The flavivirus may be
YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, SLEV, JEV, WNV, Powassan virus or other
flavivirus. In important embodiments, the antigen may be the prM/M protein, the E
protein, or both the prM/M and the B proteins, In the laiter case, the cell secrotes

_ subviral particles containing the prM/M and E antigens.

Additionally, the invention provides & composition for vaccinating a subject
against a flavivirus containing & nucleic acid malecule that includes a transcriptional
unit for an immunogenic flaviviral antigen. The trunscriptional unit directs a cell
within the body of the subject, after being incorporated therein, to synthesize the

10
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immunogenic antigen. The composition further includes a pharmaceutically acceptable
carrier. In significant embodiments, the flavivirus may be YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-
3, DEN-4, SLEV, JEV, WNV, Powassan virus or other flavivirus. Furthermore, the
antigen may be the priv/M protein, the E protein, or both the prM/M and the E proteins.
In the latter instance, the cell secretes subviral particles comprising the flavivirus
prM/M snd E antigens. These subviral pasticles are also referred to as noninfectious
recombinant antigen (NRA). In important embodiments, the nucleic acid molecule is a
DNA molecule. In further significant embodiments, the transcriptional unit
additionally contains a control sequence disposed appropriately such that it operably
controls the synthesis of the prM/M and E antigens when the nucleic acid is introduced
into the cell of the subject. This control sequence can be the cytomegalovirua
immediate exrly promoter. In a still further embodiment, the transcriptional unit can
also include a poly-A terminator.

The compositions provided by the present invention for vaccinating a subject
against a flavivirus cen include a nucleic acid molecule, or molecules, that include
transcriptional units for more than one immunogenic flaviviral antigen. The more than
one immunogenic flaviviral antigen can be from different flavivirus species, strains or
isolates in any combination. In significant embodiments, the flaviviruses included can
be two or more, three or more, four or more, five or mare, or seven or more
flaviviruses. Examples of such flaviviruses include, but are not limited to YFV, DEN-
1, DEN-2, DEN-3, DEN4, SLEV, JEV, WNV, Powassan virus or other flaviviruses.
Combination vaccines can be formulated to confer immunity to flavivirus disease
common to particular geographical regiona. In a particular embodiment directed
toward tropical and subtropical Asia, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, WN, and JE
viruses can be aclected. In a particular embodiment directed to Africa, DEN-1, DEN-2,
DEN-3, DEN-4, WN and YF can be selected. In a particular embodiment direcied to
Latin America, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN4, Rocio and YF viruses can be seiected.

The invention provides still further a method of immunizing a subject against
infection by a flavivirus. The method involves administering to the subject an effective
smount of a vaccinating composition that contains a nucleic acid molecule which

11
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includes a transcriptional unit for an immunogenic flavivirus antigen. The
transcriptional unit directs a cell within the body of the subject, after being taken up by
the cell, to synthesize the immunogenic antigen. The composition additionally includes
a pharmaceutically acceptable carrier. In significant embodiments of the method, the
flavivirus may be YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, SLEV, JEV, WNV,
Powassan virus or other flavivirus. In yet other important aspecis of the method, the
sntigen may be the prVi/M protein, the E protein, or both the priM/M and the B proteins.
When the antigen is both the prM/M and the B proteins, the cell within the body of the
subject, sfter incorporating the nucleic acid within it, secretes subviral particles
comprising the flaviviral prM/M and E antigens. Additionally, in significant
embodiments of the method, the vaccinating composition is administered to the subject
in a single dose, via a parenteral route. In yet a further aspect of the method, the nucleic
acid is a DNA molecule. In yet additional embodiments of the method, the
transcriptional unit further includes a control sequence disposed appropriately such that
it operably controls the synthesis of the prM/M and E antigens and in a significant
aspect of this embodiment, the control sequence is the cytomegalovirns immediste carly
promoter. Purthermore, the transcriptional unit may include a poly-A terminator.

These aspects and embodiments of the mvention are the basis for its distinct
attributes and advantages. Being a nucleic acid construct involving only portions of the
flavivirus genome rather than the sequence encompassing the complete genome, the
nucieic acid TU-containing vaccine is completely nonviable. It therefore poses no
danger of infection by the flavivirus to those involved in its manufacture or to subjects
recejving the vaccine, The nucleic acid vaccine is oasy to prepare and casy to
administer and is stable in storage prior to use. Unexpectedly it has been found that the
nucleic acid vaccine of the invention is csscntially 100% successful in conferring
protective immunity in mammals after administering only a single dose. A further
unexpected result is that the nucleic acid TU is able to engender immunity to a
flavivirus in & female mammal which can be transmitted to its progeny through the
milk, Without wishing to be limited by theory, the inventar believes that a possible
mechanism for the success of the nucleic acid in conferring protective immunity is that
2 host cell harboring the nucleic acid, such as the cell of a subject to whom the vaccine

12
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is administered, produces subviral particles containing the flaviviral prM/M and E
antigens. These particles mimic the immunogenic attributes of native flaviviros
virions.

.The present invention also provides noninfectious antigenic polypeptides,

5 antigenic polypeptide fragments and NRA comprising the piM/M and/or E proteins of
flaviviruses, wherein the tranamembrane signal sequence is derived from a first
flavivirus and the M end/or E proteina are derived from a second flavivirus, Purther,
the prM/M protein can comprise amino acid sequences from both the first and the
second flaviviruses. Further, the B protein can comprise amino acid sequences from

10  both the first and second flaviviruses. “Chimeric” as used herein means any protein or
nucleic acid comprising sequence from more than one flavivirus. As used herein, “non-
virulent” means the antigen or vaccine of this invention is incapable of causing disease.
More particularly, the recombinant protein antigens are free of contaminating genomic
material from flaviviruses that is necessary for flavivirus infection, replication and

15 pathogenesis.

The polypeptides of the present invention can comprise the amino acid
sequences defined herein, of that are known in the art, of the prM, M and/or E proteins
of selected flaviviruses. The nucleic acids of this invention can comprise nucleotide
sequence that encodes the priM, M and/or B proteins of selected flaviviruses.

20 The antigens of the present invention can be unconjugated, or they can be
conjugated to a carrier molecule that facilitates placement of the antigen on s solid
phase. A camier molecule is ono to which antigens can be conjugated and which will
not react with antibodies in human serum. An example of such a carrier is bovine
serum albumin (BSA).

25 The antigens of the present invention can also be recombinant proteins obtained
by expressing nucleic acids encoding the antigen in an expression system capable of

producing the antigen.

13
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The amino acid sequences of the present antigens can contain an
immunoreactive portion of the priM, M and/or E antigen. These antigens may further be
attached to sequences designed to provide for some additional propexty, such as to
remove/add amino acids capable of disulfide bonding to increase the reactivity of an
epitope by providing a more rigid secondary structure, to increase its bio-longevity or to
alter its cytotoxicity or to prevent infoction. In any case, the antigen must possess
immunoreactivity and/or immunogenicity.

Brief Description of the Drawings

Figure 1 is a schematic representation of flaviviral polyprotein processing. The
central horizontal region provides a schematic representation of the viral genome. The
lines denote the 5' and 3' non-translated regions and the boxed regions represent the
open reading frame for structural (left and top) and non-structural (right and bottom)
proteins. Cleavage by host cell signalase occurs simulteneously with translation at the
E protein C-terminus, scparating structural and non-structural.regions. A subtilase-like
cellular enzyme, furin, may be responsible for prM cleavage. Potential transmembrane
domaing of viral polyprotein ere indicated by shaded areas.

Figure 2 is a map of the JEV genome (top) and the DNA sequence of
oligonucleotides used in a reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)
{center) to construct the transcription unit for the expression of prM-E protein coding
regions (bottom). Potential transmcmbrane domains of viral polyprotein are indicated
by shaded arcas.

Figure 3 shows a schematic representation of the plasmid vectors, pPCDNA3,
pCBamp, and pCIBamp, and the relationship between them. These plasmids include
the CMV (cytomegalovirus) promoter/enhancer element, BGHp(A) (bovine growth
hormone polyadenylation signal and transcription termination sequence), ampicillin
resistance gene and ColEL origin of replication for selection and maintenance in E. coli.
The f1 origin of replication for single-stranded rescue in E. coli cells, SV40 origin of
replication (SV40 ORI), neomycin resistance coding region and SV40p(A) sequences

14
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were deleted from pCDNA3 to generute pCBamp. An intron sequence was inserted in

the Neol-Kpnl site of pCBamp to generate plasmid pCIBamp.

Figure 4 shows SDS-PAGE-immunoblot analyses of the sucrose gradient
purified subviral particles from JE-4B COS-1 culture fluid (4B, right Iane of each pair).
‘The density gradient purified JB virion from JEV infected C6/36 cell culture was used
as 2 positive control (JEV, left lane of each pair). JE HIAF (hyperimmune sscitic
fluid); 4G2, anti-E monoclonal antibody; JMD1, anti-M monoclonal antibody, NMAF
(normal mouse ascitic fluid).

Figure 5 shows a profile of the E antigen in a rate zonal sucrose gredient
analysis prepared from the PBG precipitate of JE-4B cell culture medivm with or
without Triton X-100 treatment.

E—

15

Figure 6 shaws signal peptide probability of the pCBIEL-14 (pCBJE) predicted
by the SignalP-HMM program (A). The signal peptide probability is improved by
altering the c-region sequence at -4 and -2 positions (C-4G end G-28) (panel B, JE-
LSS-M), by shertening the n-region (panel C, JE-SS-ORI), or by a combination of both
modifications (pane! D, JE-SS-M).

Figure 7 shows schematic representations of plasmid veciors pCBD2-14-16
(100% DEN-2 E), pCBD2-1J-4-3 (30% DEN-2 E : 10% JEV E), and pCBED2-2)-2.9-1
(80% DEN-2 E : 20% JEV E). These plasmids includs the human cytomegalovirus
(CMY) carly gene promoter; JE virus signal sequence; DEN-2 virus prM and E gene
region (amino terminal 100%, 90%, or 80%, respectively); JE virus E gene region
(none, 10% or 20%, respectively); and bovine growth hormone poly A signal (BGH).

Figure 8 shows a comparison of secreted and membrans-bound recombinant
protein by westem blot. (A) Analysis of secroted recombinant antigsn following PEG-
precipitation and ethanol extraction of culture fluid for DEN-2 plesmids pCB8D2-2J-2-
9-1, pCB9D2-1J-4-3, pCBD2-14-16, and control plasmid pEGFP. Lane 1(V), purified
DEN-2 virus stained by Gold Blot (Ow] Separation Systems, Portsmouth, NH).

15
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Reactivity of secreted, recombinant antigen from each plasmid with a, anti-envelope
(E) specific Mab 1A6A-8; b, a mixture of MAB 1AG6A-8, anti-capsid (C) specific Mab
1A2A-1, enti-serum specific for DEN-2 virus premembrane (prM) protain; ande, °
normal mouse ascites. (B) Analysis of recombinant plasmid-transformed cell
$ hydrophobic membrane proteins. Lane 1 (V), purified DEN-2 virus stained by Gold

Blot; iane 2 (V), reactivity of purified DEN-2 virus with a mixture of Mab 1A6A-8,
Mab 1A2A-1, anti-serum specific for DBN-2 virus M protein, and anti-serum for DEN-
2 virus prM protein. Reactivity of isolated hydrophobic membrane proteins from each
plasmid-transformed cell line with s, Mab 1A6A-8; b, a mixture of Mab 1AGA-8, Mab

10 1A2A-1, anti-serum specific for DEN-2 virus M protein, and antj-aerum for DEN-2
virus prM protein; and ¢, normal mouse sscites.

Detalled Description of the Invention
The invention encompasses nucleic acid transcriptional units which encode

flaviviral antigenic proteins, such as the prM/M and E protein antigens. The nucleic
15 acids function to express the priM/M and E protein antigens when the nucleic acid is

taken up by an appropriate cell, especially when the cell is the cell of a subject. The

invention also encompasses a vaccine whose active agent is the nucleic acid

transcriptional unit (TU). The invention further encompesses cells containing a TU.

The invention in addition encompasses a method of immunizing a subject ageinat
20 flaviviral infection by administering to the subject an effective amount of a vaccine

containing the nucleic acid TU molecules,

The invention provides an isolated nucleic acid comprising & transcriptional unit
encoding a signal sequance of a structural protein of a first flavivirus and an
immunogenic flavivirus antigen of a second flavivirus, wherein the transcriptional unit

25 directs the synthesis of the antigen. The invention further encompasses the use of the
nucleic acid tranacriptional unit (TU) to generate flaviviral antigens and the flaviviml
antigens produced by the nucleic acid TU, The flaviviral antigens encompassed by the
present invention include chimeric flavivirus antigens incorporating amino acid
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sequence from a first flavivirus and at least one further flavivirus. The invention still
further encompasses the use of the flaviviral antigens encoded by the TU of the
invention to produce flavivirus-specific antibodies and to detect the presence of
flavivirus-specific antibodies.

In one embodiment, the isolated nucleic acid of this invention can comprise a
transcriptional unit encoding & Japenese encephalitis viros signal sequence.

In another embodiment, the transcriptional unit of this invention can encode an
immunogenic flavivirus antigen which can be from one or mare of the following
flaviviruses; yellow fever virus, dengue scrotype 1 virus, dengue serotype 2 virus,
dengue serotype 3 virus, dengue sexotype 4 virus, Japanese encephalitis virus,
Powassan virus and West Nile virus.

In another embodiment, the transcriptional unit of this invention can encode an
immunogenic chimeric flavivirus antigen which can include sequence from more than
one of the following flaviviruses: yellow fever virus, dengue serotype 1 virus, dengue
serotype 2 virus, dengue serotype 3 virus, dengue serotype 4 virus, Japancse
encephalitis virus, Powassan virus and West Nile virus.

In a particular embodiment, the nucleic acid of this invention can encode a
signal sequence of Japaness encephalitis virus and an M protein and an E protein of
West Nile virus, SLEV, YFV and/or Powassan virus. The nucleic acid can also encods
an immunogenic antigen which can be an M protein of a flavivirus, an E protein of &
flavivirus, both an M protein and an E protein of a flavivirus, a portion of an M protein
of a flavivirus, a portion of an E protein of a flavivirus and/or both & portion of an M
protein of a flavivirus and a portion of an E protein of s flavivirus. In a preferred
embodiment, the isolated nucleic acid encodes both the M protein and the B protein of
the flavivirus. Further, the nucleic acid of the invention can be DNA and can comprise
nuclectide sequence SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:23
or SEQ ID NO: 42.

17
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In another particular embodiment, the nucleic acid of this invention can encode

8 signal sequence of Japanese encephalitis virus, an M protein of a second virus and a
chimeric B protein formed by from substitution of a portion of the nucleic acid
encoding the second virus® E protein with nucleic acid encoding the corresponding
5 portion of the JEV E protein. Alternatively, the portion of sequence corresponding to

the deleted portion of the second virus' E protein can be substituted by other sequence
sclected from a third virus or it can be a non-viral sequence. The second protein can be
West Nile virus, SLEV, YFV, Powassan and/or a serotype of Dengue virus . Chimeric
E proteins can include those where the carboxy terminal portion can be from one

10 flavivirus and the remainder of the chimeric E protein is from another flavivirus. The
carboxy terminal portion can be, for example, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 60,
or 75% of the chimeric E protein. The nucleic acid of the invention can be DNA and
can comprise the protsin-encoding sequence from nucleotide sequence SEQ ID NO:44
or SEQ ID NO:46. The nucleic acid of the invention can comprise nucleatide sequence

15 SEQID NO:44 or SEQ ID NO:46.

' The transcriptional unit of this invention can also comprise a control sequence
disposed eppropriately so that it operably controls the syntheais of the antigen. The
contro] sequence can be, for example, the cytomegalovirus immediate early promoter.
The nucleic acid of this invention can also comprise a Kozak consensus sequence

20 located at a transiational start site for a polypeptide comprising the antigen encoded by
the transcriptional unit. The transcriptional unit of this invention can also comprisc a
poly-A m';lﬁnator.

The present inveation further provides a cell comprising the nucleic acid of this
invention.

25 Also provided is a composition comprising a pharmaceutically acceptable
carrier and nucleic acid or cell or antigen of this invention. The preasnt invention
additionally provides s method of immunizing a subject against infection by a
flavivirus, comprising administering to the subject an effective amount of &
composition of this invention. In a particular embodiment, the composition used to
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immunize a subject directs the synthesis of both the M protein and the E protein of a
flavivirus and a cell within the body of the subject, after incarporating the nucleic acid
within it, secretes subviral particles comprising the M protein and the E protein.
Altcrmatively, the composition can comprise an M protein and/or E protein of a
flavivirus or subviral particles comprising the M protein and E protein. In the methods
of this invention, the immunizing composition can be administered to the subject in a
single dose and can be administered via a parenteral route.

This invention further provides the antigens produced from the isolated nucleic
ecids of this invention. As an example, the antigen from the second flavivirus encoded
by the nucleotide sequence of TU can be the M protein which can be, for example, from
West Nile virus. The antigen can also be protein from dengue virus, St. Louis
encephalitis virus, Japanese encephalitis virus, Powassan virus and/or yellow fever
virus. In a further embodiment, the antigen comprises a prM/M protein comprising the
transmembrene signal sequence from a first flavivirus and further amino acid sequence
comprising the remainder of the piM/M protein from a second flavivirus, which can be
from SLEV, JEV, YFV, WNYV and/or Powassan virus. The transmembrene signal
sequence from a first flavivirus can be an improved or modificd signal sequence
wherein tho signal sequence imparts desired characteristics such as a high signal
sequence probability. Accomplishing these goals by design or salection can be with the
use of machine-leaming computer programs including, but not limited to, those using a
hidden Markov model.

The antigen encoded by the nucleotide sequence of the TU can be Weat Nile
virus antigen, dengue virus antigen, St. Louls encephalitis virus antigen, Japaness
encephalitis viros antigen, Powassan virus sntigen and/or yellow fever virus antigen.

The antigen encoded by the nucleotide sequence of the TU can also b the E
protein, which can be the B protein from West Nile virus, dengue virus, St. Louis
encephalitis virus, Japanesc encephalitis virus, Powassan virus and/or yellow fover
virus. The antigen encoded can also be a chimeric B protein comprising amino acid
sequence selected from more than one flavivirus.

19
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Additionally, the antigen encoded by the nucleotide sequence of the TU can be
the M protein and the E protein, which can be from West Nile virus, dengue virus, St
Louis encephalitis virus, Japanese encephalitis virus, Powassan virus and/or yellow
fever virus,

As used herein, “M protein” or “p/M protein” or “prM/M protein” mesns a
flavivirus M protein or flavivirus prM protein. Examples include, but are not limited
to, prM proteins comprising amino acid sequence from one or more flavivirus prM
proteins, M proteins comprising no additional amino acid sequence and proteins
comprising additionat amino acid sequences which are processed in vitro or in vivo to
generate the mature M protein.

As used herein, "nucleic acid transcriptional unit” or "nucleic acid
transcriptional unit molecule™ means a nucleic acid encoding one or more specified
proteins. The TU has biological activity such thas, after having been introduced into a
suitable cell, the nucleic acid induces the synthesis of one or mare specified gene
products encoded by the nucleic acid. The gene product(s) is(are) other biological
macromolecules, such as proteins, not chemically related to the TU. The nucleic acid
TU induces the cell to employ its cellular components to produce the specific gene
product or products encoded by the nucleic acid of the TU. 'Alvhough any nucleic acid
may serve 48 & TU, in & prefemmed embodiment, the TU is the DNA of & plasmid or
similar vector, wheroin the plasmid or vector comprises coding sequences of marker
genes or other sequence constructions that facilitate use of the TU for experimentation
and biosynthesis.

As used herein, a "control sequence” is a regulatory nucleotide sequence
incorporated within & TU which interacts with appropriste cellular components of the
cell and lesds to enhanced or ectivated biosynthesis of the gene products encoded by
the TU. Thus a suitable control sequence is one with which the components of the cell
have the capability to interact, resulting in synthesis of the gene product. When
operably disposed in & nucleic acid with respect to a specified coding sequence, a
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control sequence effectively controls expression of the specified nucleic acid to produce

the gene product.

As used herein, a “promoter” is a nucleotide sequence in a TU which serves as a
control sequence.

As used herein, 2 “Kozsk sequence” or “Kozak consensus sequence” is 2
nucleotide sequence at the translational stast site which optimizes translation of
eukaryotic mRNAs (Kozak, Mol. Cell. Biology 9: 5134-5142 (1989)) .

As used herein, a "terminator” is an extended nucleotide sequencs which acts to
induce polyadenylation at the 3' end of a mature mRNA. A tarminator sequence is
found after, or downstream from, a particular coding sequence.

As used herein, a "cell” is a prokaryotic or eukaryotic cell comprising a TU
coding for one or more gene products, or into which such a TU has been introduced.
Thus, a cell harbors a foreign or heterologous substance, the TU, which is not naturally
or endogenously found in the cell as a component. A suitable cell is ons which has the
capability for the biosynthesis of the gene products as a consequence of the introduction
of the TU. In particular, a suitable cell is one which reaponds to a control sequence and
to a terminator sequence, if any, that may be included within the TU. In important
embodiments of the present invention, the cell is 8 mammalian coll. In particularly
important embodiments of this invention, the cell is a naturally occurring cell in the
body of a human or nonhuman subject to whom (which) the TU has been administered
as a component of a vaccine. Altematively, in analytical, or diagnostic applications,
including preparation of antigen for use as a vaccine or in immunodiagnostic assays, or
for demonstrative purposes, the cell may be a human or nonhuman cell cultured in
vitro.

As used herein, a "vaccine” or a "composition for vaccinating a subject” specific
for a particular pathogen means a preparation, which, when administered to & subject,
leads to an immunogenic response in & subject. As used herein, an "immunogenic”

21




033927

WO 02/081754 PCT/US02/10764

10

15

25

30

responss is one that confers upon the subject protective immunity against the pathogen.
Without wishing to be bound by theory, it is believed that an immunogenic response
may arise from the generstion of neutralizing antibodies (i.e., 8 humoral immune
responae) or from cytotoxic cells of the immune system (i.c., a cellular immmune
response) or both. As used herein, an "immunogenic antigen” is an antigen which
induces an immunogenic response when it is introduced into a subject, or when itis
synthosized within the cells of a host or a subject. As used hereim, an "effective
amount” of a vaccine or vaccinating composition is an amount which, when
adminisisred to a subject, is sufficient to confer protective immunity upon the subject.
Historically, a vaccine has been understood to contain as an active principle one or
more specific molecular components or structures which comprise the pathogen,
especially its surface. Such structures may include surface components such as
proteins, complex carbohydrates, and/or complex lipids which commonly are found in
pathogenic organisms.

As used herein, however, it is 1o be stressed that the terms “vaccine™ or
"composition for vaccinating a subject” extend the conventional meaning summarized
in the preceding paragraph. As used herein, these terms also relute to the TU of the
instant invention or to compositions containing the TU. The TU induces the
biosynthesis of one or more apecified gene products encoded by the TU within the cells
of the subject, wherein the gene products are specified antigens of a pathogen. The
biosynthetic antigens then serve as an immunogen. As already noted, the TU, and
hence the vaccine, may be any nucleic acid that encodes the specified immunogenic
entigens. In a preferred embodiment of this invention, the TU of the vaccine is DNA.
The TU can include a plasmid or vector incorpomting additional genes or particular
sequences for the convenience of the skilled worker in the fields of molecular biology,
cell biology and viral immunology (See Molegular Cloning: A Labomatory Manual, 2nd
Ed., Sembrook, Fritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Haxbor, NY, 1989; and Cyrrent Protncols in Molecular Biglogy, Ausubel et al., John
Wiley and Sons, New York 1987 (updated quarterly), which are incorporated herein by
reference).
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The TU molecules of the instant invention comprise nucleic acids, or
derivatives of nucleic acids, having nucleotide sequences that encode specific gene
products related to antigens of flaviviruses such as, but not limited to, WNV, JBV,
dengue virus, yellow fever virus and SLEV. Although any nucleic acid may serve as a

5 TU, in an important embodiment, the TU is DNA. Alternatively, the nucleic acids may
be RNA molecules. They may also be any one of scveral derivatives of DNA or RNA
having a backbone of phosphodicster bonds that have been chemically modified to
increase the stability of the TU as a pharmaceutical agent. Modifications so envisioned
include, but are not limited to, phosphorothioate desivatives or phosphonate derivatives,

10 These and other examples of derivatives are well known to persons skdlled in the field
of nucleic acid chemistry.

The genome of JEV has been characterized and sequenced (Figures 1 and 2).

The M structural protein is expressed as a portion of the polyprotein which includes &
pre-M sequence (pr). This pr sequence, immediately amino terminal to the M pﬂlmin

15 sequence, prevents conformational problems in the processing of the polyprotein. In
particular, the presence of the pr sequence is important in preventing misfolding of the
E protein. Thus, the presence of prM allows for assembly of JEV particles. Once the
virion or particle is formed, the pr sequence can be cleaved from the prM protein to
yield mature virus particles containing M proteins, although cleavage of the prM

20 protein to yield M protein is not necessary to produce infectious particles. The prM
sequences from rniny different, relatod flaviviruses are cleaved to but a low extent, but
the flaviviruses themselves are nonctheless, infectious. Examples of such related
flaviviruses with similar genomic structures and functions include, but are not limited
to WNV, YFV, dengue virus and SLEV.

25 In one embodiment, the TU encoding flaviviral M and B proteins in the instant
invention is DNA. In accord with the discussion in the preceding paragraph, this DNA
comprises & nucleotide sequence which encodes the M protein, comprising the pre-M
sequence, and a nucleotide sequence encoding the E protein. In this way, the intended
gone products are enabled to form subviral particles within the cell, The pre-M

23




WO 02081754

10

15

sequence can then be cleaved in a fashion analogous to that which occurs with respect
to replete virions.

In order to function effectively in vivo as a vaccine, it is advantageous to include
within the TU a control sequence that has the effect of enhancing or promoting the
trapscription of the nucleotide sequences encoding the antigens. Use of such promoters
is well known to those of skill in the fields of molecular biology, cell biology and virul
immunology (See Molccular Cloning: A Laboratory Manual, 2nd Ed., Sambrook,
Fritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989;
and Cunrent Protocols in Molecular Bialogy, Au_subel ot al., John Wiley and Sons, New
York 1987 (updated quarterly)). When the TU is used as a vaccine in a mammalian
host, the promoter to be employed ia preferably one which operatés effectively in
mammalian cells. Such a promoter is disposed with respect to the coding sequences
from which transcription is to be promoted, at a position at which it may operably
promote such transcription. In a significant embodiment of the instant invention, this
promoter is the cytomegalovirus early promoter. In addition, in a further preferred
embodiment of the invention, the coding sequences are followed, in the TU nucleic
acid, by & terminator sequence (Sambrook et al.). Particular embodiments of the
invention relate to both prokaryotic and eukaryotic cells. Many promoter sequences arc
known that are useful in either prokaryotic or eukaryotic-cells. (See Sambrook et al.)

The nucleic acids of the invention may further include DNA sequences known
to those of skill in the art to act as immunostimulatory clements. Exampies of such
clements include, but are not limited to, certain CpG motifs in bactorial DNA (Sato et
al., Science 273: 352-354 (1996); Klinman et al., Vaccine 17: 19-25 (1998)).

Preparation of the TU of the invention is readily accomplished by methods well
known to workers of skill in the field of molecular biology. Procedures involved are
set forth, for example, in Moleculsr Cloning: A Laborstory Mangal, 2nd Ed.,
Sambrook, Pritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor,
NY, 1989 and Cyurrent Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., John Wiley and
Sons, New York 1987 (updated quarterly). The flaviviral RNA malecule may be

os—1 1l
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isolated from a sample of live virus by methods widely Kknown among virologists
familiar with flaviviruses, for example, and with other groups of viruses as well.
Methods used with JEV are summarized in Kuno et al. (J. Virol. 72: 73-83 (1998)).
The RNA is used as a template for the synthesis of cDNA using reverse trunscriptase.

S From the cDNA, a fragment containing the pre-M through E coding region (Figure 2) is
obtained by digestion with restriction nucleascs known to cleave the cDNA
appropriately to provide such fragments. Examples of restriction digestion of JEV are
provided in Nitayaphan et al. (1990) end Konishi et al. (1991). Incorporation of
promoters, such as the cytomegalovirus promoter, sequences to promots efficient

10 translation, such as the Kozak sequence, and of the polyadenylation signal, is likewise
well known to skilled practitioners in moleculer biology and recombinant DNA
engineering (Kozak, Mol. Cell Blology 9: 5134-5142 (1989); Azevedo et al., Braz. J.
Med. Blol. Res. 32: 147-153 (1999)). When a nucleic acid comprising & TU containing
the desired coding sequences and control sequences is prepared, it may be abtained in

15 larger quantities by methods that amplify nucleic acids. Such methods are widely
known t0 workers skilled in molecular biology and recombinant DNA engineering.

ﬁnmples of theae methods include incorporation of the nucleic acid into a plasmid for
replication by culturing in & cell such as a prokaryotic cell and harvesting the plasmid
after completing the culture, as well as amplification of the nucleic acid by methods

20 such as PCR and other amplification protocols, as are well known in the art. These
examples are noi intended to limit the ways in which the nucleic acid containing the TU
may be obtained.

The TU-containing nucleic acid molecules of the instant invention may be
introduced into appropriats cells in many ways well known to skilled workers in the
25 fields of molecular biology and viral immunology. By way of exampie, these include,
but are not limited to, incorporation into a plaxmid or similar nucleic acid vector which
is taken up by the cells, or encapsulation within vesicular lipid structures such as
liposomes, especially liposomes comprising cationic lipids, or adsorption to particles
that are incorporated into the cell by endocytosis.
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In general, a cell of this imvention is a prokaryotic or eukaryotic cell comprising
a TU, or into which a TU has been introduced. The TU of the present invention
induces the intracellular biosynthesis of the encoded prM/M and E antigens. A suitable
cell is one which has the capability for the biosynthesis of the gene products as a
consequence of the introduction of the nucleic acid. In particular embodiments of the
invention, a suitable cell is one which responda to a control sequence and to a
terminator sequence, if any, which may be included within the TU. In order to respond
i this fashion, such a cell contains within it components which interact with a control
sequence and with a terminator and ect to carry out the respective promoting and
tecminating functions. When the cell is cultured in vitro, it may be a prokaryote, a
single-cell eukaryote or a multicellular eukaryote cell. In particular embodiments of the
present invention, the cell is a mammalien cell. In these cases, the synthesized prM/M
and E proiein gene products are available for use in analytical, or diagnoatic
spplications, including preparation of antigen for use as a vaccine or in
immunodiagnostic assays, or for demonstrative purposes.

In some circumstances, such as when the cell is a cultured mammalian cell, the
prM/M and E antigens are secreted in the form of subviral particles. These are
aggregates of prM/M and E proteins resembling live virus in surface ultrastructural
morphology and immunogenic properties. Since the TU of the invention does not
include the remainder of the flaviviral genome, however, there is no capaid
incorporated, and most importantly, no infectious viral RNA.

In another important embodiment of this invention, the cell is a natural cellular
component of the subject to whom ths TU has been administered as a vaccine, The
TU, when administered to the subject, i3 taken up by the cells of the subject. The
subject’s cells have the capsbility of responding to any promoter sequences, and
terminator, if present. In any case, the TU induces the subject’s cells 10 synthesize
flaviviral prM/M and E gene products. Without wishing to be constrained by
thearetical considerations, it is believed that the subject’s cells produce subviral
particles in vivo consisting of the prM/M and E antigens, just as has been found to
occur with cultored mammalian cells in vitro. Such subviral particles, it is believed,
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then serve as the in vivo immunogen, stimulating the immune system of the subject to
generate immunological responses which confer protective immunity on the subject.
Agsin without wishing to be limited by theory, the resulling protective immunity may
arige via either humoral or cellular immunity, i.., via either an MHC class II- or class I-
restricted mechanism, respectively, or by both mechaniams.

According to the invention, subjects are immunized against infection by
flaviviruses, such as JEV, YFV, dengue virus, SLEV, WNV or other flaviviruses by
administering to them an effective amount of a TU comprising nucleic acid which
encodes the prM and/or E antigens. The nucleic acid, after being incorporated into the
cells of the subject, leads to the aynthesis of the flaviviral prM/M and/or E antigens,

In order to administer the TU to the subject, it is incorporated into a
composition which comprises a pharmaceutically acceptable carrier. The term
"pharmaceutically acceptable” means a material that is not biologically or atherwise
undesirabls, i.e., the material may be administered to an subject along with the
immunogenic material (i.e., recombinant flavivirus protein antigens or portions thereof)
without causing any undesirable biological effects or interacting in a deleterious manner
with any of the other componeats of the vaccine in which it is contained. Examples of
pharmaceutically acceptable carriers, or components thereof, include water,
physiological saline and common physiological buffers (for further examples, sce
Amon, R. (E4.) Synthetic Vaccines I: pp. 83-92, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida,
1987).

It is understood by those skilled in the art that the critical value in describing 2
vaccination dose is the total amount of immunogen needed to elicit a protective
respanse in a host which is subject to infectious discase caused by virulent or wild-type
flavivirus infection. The number end volume of doses used can be varied and are
determined by the practitioner based on such parameters as, ags, weight, gender,
species, type of vaccine to be administered, mode of administration, overall condition
of the subject, et cetera, as well as other important factors recognized by those of skill
in the art.
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The TU may be administered to a subject orally, parenterally (e.g.,
intravenously), by intramuscular injection, by intraperitoneal injection, transdermally,
extrcorporeally, intranasally, topically or the like. Delivery can also be directly to any
area of the respiratory system (e.g., lungs) via intubation. The exact amount of the TU
required will vary from subject to subject, depending on the species, age, weight and
general condition of the subject, the immunogenicity of the vaccine used, the strain or
species of flavivirus againgt which the subject is being immunized, the mode of
administration and the like. Thus, it is not possible to specify an exact amount for
every embodiment of the present invention. However, an appropriste amount can be
determined by one of ordinary skill in the art using only routine experimentation given
the teachings herein and what is available in the art.

Parenteral administration of the vaccine of the present invention, if used, is
generally characterized by injection. Injectables can be prepared in conventional forms,
either as liquid solutions or suspensions, solid forms suitable for solution or suspension
in liquid prior to injection, or as emulsions. A more recently revised approach for
parenteral administration involves use of a slow release or sustained release system
such that a constant dosage is maintained. See, 8.g., U.S. Patent No. 3,610,795, which
is incorporated by reference herein.

For solid compositions, conventional nontoxic solid carriers include, for
example, pharmaceutical grades of mannitol, lactose, starch, magnosium stearate,
sodinm saccharin, talc, cellulose, glucose, sucrose, magnesium cerbonate, and the like.
Liquid pharmaceutically administrable compositions can, for example, be prepared by
dissolving, dispersing, etc. an active compound as described herein and optional
pharmacsutical adjuvants in an excipient, such as, for enmpl;. water, saline, aqueous
dextross, glycerol, sthanol, and the like, to thereby form a solution or suspension. If
desired, the pharmaceutical compoesition to be administered may also contain minor
amounts of nontoxic auxiliary substances such ss wetting or emulsifying agents, pH
buffering agents and the like, for example, sodium acetate, sorbitan monolsurate,
triethanolamine sodium acetate, tricthanolamine oleate, etc. Actual methods of
preparing such dosage forms are known, or will be apparent, to those skilled in this ut;
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for example, see Remington'’s Pharmaceutical Sciences (Martin, EW. (ed.), latest
edition, Mack Publishing Co., Easton, PA).

In one embodiment, the TU of this invention can be administered to the subject
by the use of electrotransfer mediated in vivo gene delivery, wherein immediately
following sdminiatration of the TU to the subject, transcutaneous electric pulses are
applied to the subject, providing greater efficiency and reproducibility of in vive nucleic
acid transfer to tissue in the subject (Mir et al., Proc. Nat. Acad. Sci USA 96: 4262-
4267 (1999)).

In the methods of the present invention which describe the immunization of a
subject by administering a vaccine of this invention to a subject, the efficacy of the
immunization can be monitored according the clinical protocols well known in the art
for monitoring the immune status of a subject.

An cffective amount of a vaccinating composition is readily detarmined by
those of skill in the art to be an amount which, when administered to a subject, confers
protective immunity upon the subject. In order to undertake such a determination, the
skilled artisan can asseas the ability to induce flaviviral priM/M- and E-specific
sntibodies snd/or flaviviral prM/M- and E-specific cytotoxic T lymphocytes present in
the blood of a subject to whom the vaccine has been administered. One can also
determine the level of protective immunity conferred upon an expetimental subject by
challenge with live flavivirus corresponding to the antigenic compogition used to
immunize the experimental subject. Such challenge experiments are well known to
those of akill in the art.

In general, in order to immunize a subject againat infection by WNV, JEV,
YFV, dengue virus, SLEV, or other flaviviruses according to the present invention, and
recognizing that the TUs employed in such methods may have differing overall sizes,
doses ranging from about 0.1 pg/kg body weight to about 50 pg/kg body weight can be
used.
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It has unexpectedly been found that a TU of the present invention which is &
DNA confers protective imumunity at & level of effectiveness approximating 100% after
administration of only a single effective dose of the TU by i.m. injection or by
electrotransfer. This is in contrast to many immunization methods carried out using
conventional vaccines (as described above), which regilire one or more booster
vaccinations and which may not confer protective immunity to an effectiveness near
100%.

It has further been found unexpectedly that protective immunity may be
transmitted from a vaccinated female subject to the offspring of the subject. A
significant propartion of neanata} mice was shown to be protected against viml
challenge after the mothers were vaccinated using the TU DNA of the invention.
Without wishing to be limited by theory, it is known that passive immunity may be
conferred on neonatal mammals dus to the presence in matermnal milk of neutralizing
antibodies specific for various pathogens. It is possible that the protective immunity
against JEV found within the neonates was transmitted to them in this way.

In another embodiment of the invention, the TU encodes a signal sequence of a
structural protein of a first flavivirus and an immunogenic flavivirus antigen of a
second flavivirus. Thus, in onc embodiment, for example, the zignal sequence of
structural protein of a first flavivirus is replaced by a signal sequence of structural
protein of a second flavivirus, which results in proper folding of the nascent
polypeptide, proper processing in a host, and/or proper folding of the processed protein.

In another embodiment of the invention, the TU may encode an immunogenic
flavivirus antigen wherein the antigen comprises sequence from one or more than one
flavivirus.{ The signal sequence can be an improved signal peptide. Improvement of
signal sequences, or selection of more optimal signal sequences, can be accomplished
by application of the principles and techniques taught in Example 18 and references
cited therein, each of which are incorporated herein by refeyence for the express
teachings in each related to the selection, identification and design of signal sequences
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with desired properties and functions. Generally, these desired properties and functions
will include a high signal sequence probability.

In another embodiment of the invention, more than one TU or a TU encoding an
immunogenic flavivirus ant-im from more than one flavivirus are included in a single
composition, Thus, in one embodiment, for example, a TU can encode a nascent
polypeptide or polypeptides thet are processed into proteins from more than one
flavivirus. Preferably, the processed proteins form subviral particles that clicit an
immunclogical response agsinst the proteins, The subviral particles can be formed
from processed proteins derived from the sequence of the same flavivirus, &
combination of flaviviruses, or chimeric flavivirug proteins. Combination vaccines,
comprising more than one TU or a TU encoding an immunogenic flavivirus antigen
from more than one flavivirus can be tailored for use in particular geographical regions
by inclusion of proteins from flaviviruses endemic to the region or otharwise likely to
be encountered. For example, a vaccine for tropical and subtropical Asia can include
TU(s) that encode proteins from the four serotypes of DEN, WN and JE virus vaccines.
Similarly useful vaccines for Africa and Latin America could include TU(s) that encode
proteins from the four serotypes of DEN, WN and YF viruses and the four serotypes of
DEN, Rocio and YF viruses, respectively.

In another embodiment, the TU encodes a signal sequence of s structural protein
of a first flavivirus and an immunogenic chimeric flavivirus antigen that includes amino
acid sequence from more than one flavivirus. The signal sequence can be a Japanese
oncephalitis virus signal sequence. The chimeric flavivirus antigen can include
sequence from a Japancse encephalitis virus antigen. In certain embodiments, the
chimeric antigen is en B protsin. The carboxy terminal portion of the B protein can be
E protein sequence from the Japanese encephalitis virus. The carboxy terminal portion
can be, for example, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50 or 75% of the chimeric B protein. Ina
preferred embodiment, the TU encodes a signal sequence of a structural protein of
Japancse encephalitis virus, a prM protein of 8 Dongue virus and a chimeric E protein
containing sequence from both the Japanese encephalitis virus and the Dengue virus,
The chimeric protein can be an E protein wherein the carboxy termina! portion
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comprises Japanese encephalitis virus sequence. Examples of TUs include nucleic acid
sequences shown in SEQ ID NO:44 and SEQ ID NO:46 that can direct the synthesis of
flavivirus antigens such as those shown in SEQ ID NO:435 and SEQ ID NO:47.

The present invention further provides immunogenic compositions comprising
the polypeptides of this invention in a pharmaceutical acceptable carrier for use as a

" protein vaccine. Antigens produced from the transcriptional units of the present
, invention can be used to elicit effective immune responses in a subject. Antigens for

this purpose can comprise flavivirus prM protein, flavivirus M protein, flavivirus B
protein or any combination thereof, including immunogenic fragments of the proteins.
A particularly prefermred cmbodiment is the use of the NRA described herein. A further
preferred embodiment is a chimeric protein comprising the signal aequonce of one
flavivirus and the structural protein(s) of ane or mare different flaviviruses. Ina
particularly preferred embodiment, the signal sequence of the antigen is the Japanese
encephalitis virus signal sequence. ‘In other preferred embodiments, the signal
sequence is a &n improved signal peptide. Improvement of signal sequences, or
selection of more optimal signal sequences, can be accomplished by application of the
principles and techniques taught in Example 18 and references cited therein each of
which are incorporated herein by reference for the express teachings in each related to
the selection, identification and design of signal sequences with desired properties and
function. Generully, these desired properties and function will include a high signal
sequence probability.

~ In other embodiments, the protein vaccine of this invention further comprises a
sujtable adjuvant. As used herein, sn “adjuvant” is a potentiator or enhancer of the
immune response. The tomm “suitable ™ is meant to inclnde any substance which can be
used in combination with the vaccine immunogen (1.e., flavivirus prM protein,
flavivirus M protein, flavivirus B protein, or any combination thereof) to sugment the
immune response, without producing adverse reactions in the vaccinated subject.
Effective amounts of a specific adjuvant may be readily dotermined so as to optimize
the potentiation effect of the adjuvant on the immune response of a vaccinated subject.
In a preferred embodiment, adjuvanting of the vaccines of this invention is a 2 - stage
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process, utilizing first a 2% aluminum hydroxide solution and then a minersl oil. In
specific embodiments, suitable adjuvants can be chosen from the following group:
mineral, vegetable or fish o0il with water emulsions, incomplete Preond's adjuvant, E
coli 15, dextran sulfate, iron oxide, sodium alginate, Bacto-Adjuvant, certain synthetic
polymens such as Carbopol (BF Goodrich Company, Cleveland, Ohio), poly-amino
acids and co-polymers of amino scids, saponin, carmageenan, REGRESSIN
(Vetrepharm, Athens, GA), AVRIDINE (N, N-dioctadecyl-N',N"-bis(2-hydroxyethyl)-
propanediamine), long chain polydispersed 8 (1,4) linked mannan polymers
interspersed with O-acetylated groups (e.5. ACEMANNAN), deproteinized highly
purified cell wall extracts derived from non-pathogenic strain of Mycobacterium
species (e.g. EQUIMUNE, Vetrepharm Research Inc., Athens GA), Mannite
monooleate, paraffin oil and muramyl dipeptide.

In enother aspect, this invention provides a method for immunizing subjects
with immunogenic amounts of the protein vaccine of the invention to elicit an effective
immune responie in the subject. Inununization can be carried out orally, parentemily,
intranasally, intratracheally, intramuscularly, intramammerily, subcutaneously,
intravenously and/or intradermally. The vaccine conteining the flaviviros prM protein,
flavivirus M protein and/or the flavivirus B protein can be administered by injection, by
inhalation, by ingestion, or by infosion. A aingle dose can be given and/or repeated
doses of the vaccine preparations, i.e. “boosters,” can be administered at periodic time
intervals to enhance the initial immune response or after a long period of time since the
last dose. The time interval between vaccinations can vary, depending on the age and
condition of the subject.

The term “ immunogenic amount™ means an amount of an immunogen, or a
portion thereof, which is sufficient to induce an immune responac in 8 vaccinated
subject and which protects the subject agninat dissase caused by wild-type or virulent
flavivirus infections upon exposure thereto or which has a therapeutic or commercially
beneficial effect that lessens the effect of flavivirus infection on the vaccinated subject.
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The invention further provides an entibody produced in response to
immunization by the antigen of this invention. The antibodies of the present invention
can include polyclonal and monoclonal antibodies which can be intact imnwmoglobulin
molecules, chimeric immunoglobulin molecules, “humanized antibodies,” or Fab or
F{ab'), fragments. Such antibodies and antibody fragments can be produced by
techniques well kmown in the art which include those described in Harlow and Lane
(Antibodies: A Lsboratory Menugl. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring
Harbor, NY, 1989) and Kohler ct al. (Nature 256:495-97, 1975) and U.S. Putents
5,545,806, 5,569,825 and 5,625,126, incorporated herein by reference. The antibodies
can be of any isotype IgG, IgA, IgD, IgE and IgM.

The present invention can also include single chain antibodies (ScFv),
comprising linked V, and V, domains and which retain the conformation and specific
binding activity of the native idiotype of the entibody. Such singls chain antibodies are
well known in the art and can be produced by standard methods. (see, .., Alvarez et
al., Hum. Gens Ther. B: 229-242 (1997)).

Antibodies can be produced against the antigens of this invention which are
synthesized from nucleic acid sequences encoding immunogenic amino acid sequences
of the prM, M and/or E antigens of one or more flaviviruses and the signal sequence of
a different flavivirus (e.g., JEV). Immunogenic peptidss synthesized from the use of
these chimeric constructs can casily be identified by use of methods well known in the
art for identifying immunogenic regions in an amino acid sequence and used to produce
the antibodies of this invention.

Conditions whereby an antigen/antibody complex can form, as well as assays
for the detection of the formation of an antigen/antibody complex and quantitation of
the detected protein, arc standard in the art. Such asssys can include, but are not
limited to, Western blotting, immumoprecipitation, immunofluorescence,
immunocytochemisiry, immunohistochenistry, fluorescence activated cell sorting
(PACS), fluorescence in situ hybridization (FISH), immunomagnetic assays, ELISA,
ELISPOT (Coligan ¢t al., eds. 1995. Current Protocols in Immunology. Wiley, New
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York.), agglutination assays, flocculation assays, cell panning, etc., as are well known
to the artisan.

As used herein, the term "bind"™ means the well characterized binding of
antibody to antigen as well as other norrandom association with an antigen.
5 "Specifically bind" as used herein describes sn antibody or other ligand that does not
cross react substantially with any antigen other than the one specified, which in this
case, is an antigen of this invention.

The antibody or ligand of this invention can be bound to & substrate (e.g., beads,

tubes, slides, plates, nitrocellulose sheets, etc.) or conjugated with a detectable moiety

10  or both bound and conjugated. The detactable moieties contemplated for the present
invention can include, but are not limited to, an immunofluorcacent moiety (0.g.,
fluoreacein, thodamire), & radioactive moiety (e.g., P, 'P1, ¥'S), an enzyme moiety
(c.g., horseradish peroxidase, alkaline phosphatase), a colloidal gold moiety and a
biotin moiety. Such conjugation techniques are standard in the art (for example,

15 Harlow and Lane, Antibodies: A Laboratory Manual Cold Spring Harbor Laboratory,

" Cold Spring Harbor, NY (1989); Yang et al., Nature 382: 319-324 (1996)).

The presont invention further provides a method of detecting flavivirus antibody
in & sample, comprising contacting the sample with the flavivirus antigen of the present
invention, under conditions whercby an antigen/antibody complex can form; and

20 detecting formation of the complex, thereby detecting flavivirus antibody in the sample.

The present invention further provides a method of detecting flavivirus antigen
in a sample, comprising contacting the sample with an antibody of this invention under
conditions whereby an antigen/antibody complex can form; and detecting formation of
the complex, thereby detecting flavivirus antigen in the sample.

25 The method of detecting flavivirus antigen in a sample can be performed, for
example, by contacting a fluid or tissue samiple from a subject with an antibody of this
invention and detecting binding of the antibody to the antigen. It is contemplated that
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the antigen will be on an intact flavivirus virion, will be a flavivirus-encoded protein
displayed on the surface of a flavivirus-infected cell expressing the antigen, or will be a
fragment of the antigen. A fluid sample of this method can comprise any biological
fluid which could contain the antigen or a cell containing the antigen, such as

5 cercbrospinal fluid, blood, bile, plasma, serum, saliva and urine. Other possible
exsmples of body fluids include sputum, mucus and the like.

The method of detecting flavivirus antibody in a sample can be performed, for
example, by contacting a fluid or tissue sample from a subject with an antigen of this
invention and detecting the binding of the antigen to the antibody. A fluid sample of

10 this method can comprise eny biological ftuid which could contain the antibody, such
as cerebrospinal fluid, blood, bile, plasma, serum, saliva and urine. Other possible
examples of body fluids include sputum, mucus and the like.

Bnzyme immunoassays such as immunoflucrescence assays (IFA), enzymeo

15 linked immunosorbent assays (ELISA) and immumoblotting can be readily adapted to
accomplish the detection of flavivirus antibodies according to the methods of this
invention. An ELISA method effective for the detection of the antibodies can, for
example, be as follows: (1) bind the antigen to a substrate; (2) contact the bound
antigen with a fluid or tissue sample containing the antibody; (3) contact the above with

20 a secondary antibody bound to a detectable moiety which is reactive with the bound
antibody (¢.g., h&%mdi:h %ﬁm or alkaline phosphatase enzyme); (4)
contact the above with the substrate for the enzyme; (5) contact the above with a coler
reagent; and (6) observe/measure color change or development.

Ancther immunologic tochnigue that can be useful in the detection of flavivirus
25 antibodies uses monoclonal mtibodiss (MAbs) for detection of antibodies specifically
reactive with flavivirus antigens in a competitive inhibition assay. Briefly, sample is
contected with an antigen of this invention which is bound to a substrate (o.g., an
ELISA 96-well plate). Exceas sample is thoroughly washed away. A labeled (o.g.,
enzyme-linked, fluorescent, radicactive, etc.) monoclonal antibody is then contacted
30 with any previously formed antigen-sntibody complexes and the amount of monoclonal
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antibody binding is measured. The amount of inhibition of monoclonal antibody
binding is measured relative to a control (no antibody), allowing for detection and
measurement of antibody in the sample, The degree of monoclonal antibody inhibition
can be & very specific assay for detecting a particular flavivirus variety or strain, when
based on monoclonal mt:lbodybindingvpedﬂcilyfonpuﬁcuhnﬁayormlin of
flavivirus. MAbs can also be used for direct detection of flavivirus entigens in cells
by, for example, immunofluorescence assay (IFA) accarding to standard methods,

As a further example, a micro-agglutination test can be used to detect the
presence of flavivirus antibodies in a sample. Briefly, latex beads, red blood cells or
other agglutinable particies are coated with the antigen of this invention and mixed with
a sermple, such that antibodies in the sample that are specifically reactive with the
antigen crosslink with the antigen, causing agglutination. The agglutinated antigen-
antibody complexcs form a precipitate, visible with the naked eye or measurable by
spectrophotometer. In a modification of the above teat, antibodies of this invention can
be bound to the agglutinable particles and entigen in the sample thereby detected.

The present invention further provides a method of diagnosing a flavivirus
infection in a subject, comprising contacting a sample from the subject with the antigen
of this invention under conditions whereby an antigen/entibody complex can form; and
detecting antigen/antibody complex formation, thereby dizgnosing a flavivirus infection
in a subject.

The present invention furthey provides a method of diagnosing a flavivirus
infection in a subject, comprising contacting a ssmple from the subject with the
antibody of this invention under conditions whereby an antigen/antibody complex can
form; and detecting antigen/antibody complex formation, thereby diagnosing s
flavivirus infection in a subject.

In the diagnostic methods taught herein, the antigen of this inveation can be
bound to a substrate and contacted with a fluid sample such as blood, serum, urine or
saliva. This sample can be taken directly from the patient or in a partially purified
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form. In this manner, antibodies specific for the antigen (the primary antibody) will
specifically react with the bound antigen. Thereafier, a secondary antibody bound to, or
labeted with, a detectable moiety can be added to enhance the detection of the primary
antibody. Generally, the secondary entibody or other ligand, which is reactive, cither

5 specifically with a different epitope of the antigen or nonspecifically with the ligand or
reacted sntibody, will be sclected for its ability to react with multiple sites on the
primary antibody. Thus, for example, several molecules of the secondary antibody can
react with each primary antibody, making the primary antibody more detectable.

™ The detectable moicty allows for visual detection of a precipitate ar a color
10 change, visual detection by microscopy, or automated detection by spectrometry,
radiometric measurement or the liks. Examples of detectable moieties include
fluorescein and rhodamine (for fluorescence microscopy), harseradish peroxidase (for
either light or electron microscopy and biochemical detection), biotin-streptavidin (for
light or electron microscopy) and alkaline phosphatase (for biochemical detection by
15 color change).

Particular embodiments of the present invention are set forth in the examples
which follow. These examples are not intended to limit the scope of the invention as
disclosed in this specification,

Examples
20 General methods utilizing molecular biology and recombinant DNA techniques
related to preparing and expressing the nucleic acid TU molecules of the invention are
sct forth in, for example, Current Protacols in Molecular Biglogy, Ausubel et al., John
Wiley and Sons, New York 1987 (updated quarterly), snd Molecular Cloning: A
Labomatory Manual 2nd Ed., Sambrook, Fritsch and Maniatis, Cold Spring Harbor
25 Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989.

mnﬂﬁndm&wmm GmmRNAwexmwdﬁomlwuLof
JEV strain SA 14 virus seed grown from mouse brain using a QIAamp™ Viral RNA
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Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA). RNA, adsorbed on a silica membrane, was eluted in
80 pL of nuclcase-free water, and used as a template for the amplification of JEV priM
and E gene coding sequences. Primer sequences were obtsined from the work of
Nitayaphan et al. (Virology 177: 541-552 (1990)). A single cDNA fragment containing
5 the genomic nucleotide region 389-2478 was amplified by the reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Restriction sites Kpnl end Xbal, the consensus
Kozak ribosomal binding sequence, and the translation initiation site were engineered
at the 5' terminus of the cDNA by smplimer 14DV389 (nucleotide sequence, SEQ ID
NO:1; amino acid sequence, SEQ ID NO:2). An in-frame translation termination

10 codon, followed by a NotI restriction site, was introduced st the 3' terminus of the
cDNA by amplimer c14DV2453 (SEQ ID NO:3) (Figure 2). One-tube RT-PCR was
performed using & Titan RT-PCR Kit (Boehringer Mennheim, Indianapolis, IN). 10 gL
of viral RNA was mixed with 1 gL each of 14DV389 (50 M) and c14DV2453 (!;0
#M) and 18 AL of nuclease-free water and the mixture was heated at 85°C for S min

15 and then cooled to 4°C. 75 uL of reaction mix [20 L 5x buffer, 2 4L of ANTP
mixture (10 mM each), 5 pL of dithiothreitol (0.1 mM), 0.5 gL of RNasin™ (40 U/uL,
Boehringer Mannheim), 2 aL of polymerase mixture, and 45.5 gL of nuclease-free
water} was added and RT-PCR performed as follows: 1 cycle (50°C for 30 min, 94°C
for 3 min, 50°C for 30 s, 68°C for 2.5 min), 9 cycles (94°C for 30 s, 50°C for 30 3,

20 68°C for 2.5 min), 20 cycles (94°C for 30 s, 50°C for 30 s, 68°C for 2.5 min in the
first cycle, with an increment of § s per cycle thereafter), and a final extension at 68°C
for 15 min. The RT-PCR product was purified by a QIAquick™ PCR Purification Kit
(Qiagen) and cluted with 50 gL of 1 mM Tris-HCI, pH 7.5.

All vector constructions and analyses were carried out by using standard
25 techniques (Sambrook et al., 1989). RT-PCR amplificd cDNA, digested with Kpnl and
NotI nucleases, was inserted into the KpnI-Notl site of eukaryotic expression plasmid
vector (pCDNA3, Invitrogen, Carisbad, CA). Electroporation-competent Escherichia
coli XL1-Blue cells (Stratagene, La Jolla, CA) were transformed by electroporation
(Gene Pulser™, Bio-Rad, Hercules, CA) and plated onto LB agar plates containing 100
30 pg/mL carbenicillin (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Clones were picked and
inoculated into 3 mL LB broth containing 100 ug/mL carbenicillin. Plasmid DNA was
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extracted from a 14 h culture using a QIAprep™ Spin Miniprep Kit (Qiagen).
Automated DNA sequencing was performed as recommended (Applied
Biosystema/Perkin Elmer, Foster City, CA). Both strands of the cDNA were sequenced
and shown to be identical to the sequence for the original SA14 strain (Nitayaphan et
5 al., 1990).

The fragment of plasmid pCDNA3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) from nucleotide

(nt) 1289 to nt 3455, containing f1 ori, SV40 ori, the neomycin resistance gene, and
S$V40 poly(A) elements wes deleted by Pvull digestion and then ligated to generate the
pCBamp plasmid. The vector pClBamp, containing a chimeric intron insertion at the

10 Ncol/Kpnl site of the pCBamp was constructed by excising the intron sequence from
pClI (Promega, Madison, WI) by digestion with Ncol and Kpnl. The resulting S66-bp
fragment was cloned into pCBamp by digesting with Ncol-Kpnl to replece its 289-bp
fragment. Figure 3 presents the relationships between the plasmids pCDA3, pCBamp,
and pCIBamp.

15 Plasmids containing the transcriptional unit encoding JEV prM and E proteins
were prepared from these plaamids. The cDNA fragment containing the JEV prM and
E coding regions in the recombinant plasmid pCDJE2-7 (nuclectide sequence, SEQ ID
NO:10; amino acid sequence, SEQ ID NO:11), derived from the pCDNA3 vector, was
excised by digestion with Notl and Kpnl or Xbal and cloned into the Kpnl-Nodl site of

20 pCBamp, pCIBamp, pCEP4 (Invitrogen, Carlsbad, CA), or pREP4 (Invitrogen,
Carlsbad, CA), or into the Spel-Notl site of pRc/RSV (Invitrogen, Carlsbad, CA)
expression vector to create pCBJE]-14 (nucleotide sequence, SEQ ID NO:17; amino
acid sequence, SEQ ID NO:18), pCIBJES14, pCEJE, pREFE, and pRCIE, respectively.
Both strands of the cDNA from clones of each plasmid were sequenced and

25 recombinant clones with the comrect nucieotide sequence were identified. Plasmid
DNA for use in the in vitro transformation of mammalian cells or mouse immunization
experiments was purified by anion exchange chromatography using an EndoFree™
Plasmid Maxi Kit (Qisgen).
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plasmids was evaluated in transiently transfected cell lines of COS-1, COS-7 and SV-
T2 (ATCC, Rockville MD; 1650-CRL, 1651-CRL, and 163.1-CCL, respectively) by
indirect immunofiuorescent antibody assay (IRA). The SV-T2 cell line was excluded
from further testing since a preliminary result showed only 1-2% of transformed SV-T2
cells were JEV sntigen positive. ‘For transformation, cells were grown to 75%
confluence in 150 cm? culture ﬂm‘? tk'winizcd. and resuspended at 4°C in phosphate
buffered saline (PBS) to a final cell count § x 10° per mL. 10 zg of plasmid DNA was
electroporated into 300 AL of cell suspension using a BioRad Gene Pulse™ (Bio-Rad)
set at 150 V, 960 uF and 100 (2 resistance. Five minutes after electroporation, cells
were diluted with 25 mL fresh medium and sceded into 8 75 cm? flask. 48 h after
transformation the medium was removed from the cells, and the cells were trypsinized
and resuspended in 3 mL PBS with 3% normal goat sesum. 10 zL aliquots were
spotted onto slides, air dried and fixed with acetone at -20°C for 20 min. IFA wes
performed with acetone-fixed plasmid-transformed cells using flucrescein
isothiocyanate-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin G (Sigma Chemical Co.)
and JEV HIAF.

To determine the influence of various promoter and poly(A) elements on the
JEV prM and E protain expreasion, COS-1 and COS-7 cell lincs were transiently
transformed by an equal amount of pCDJE2-7 (SEQ ID NO:10), pCEIE, pREIE, or
pRCIJE plasmid DNA. JEV antigens were expressed in both cell lines transformed by
all four recombinant plasmids, thus confirming that the CMV or RSV (rous sarcoma
virus) promoter and BGH or SV40 poly(A) clements were functionally active.
However, the percentage of transfarmed cells and the level of JEV antigens expressed,
as determined by the number of IPA positive cells and IFA intensity, reapoctively,
differed greatly among the various plasmids (Table 1). A significantly high percentage
of COS-1 cells transformed by pCDJE2-7 (SEQ ID NO:10), pCBJE1-14 (SEQ ID
NO:17) and pCIBJES14 expressed the JEV antigens, and the level of the expressed
proteins was compatible with JEV-infected celis. Cells transfected with pCEIJE,
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PREIE, or pRCIE vectors, on the other hand, had a low percentage of antigen-
oxpressing cells, as well as a low intensity of fluarescence, indicating weak expression
of the antigens.

In order to ascertain whether the enhanced expreasion of JEV proteins by
5 pCDIE2-7 (SEQ ID NO:10) was influenced by the SV40-encoded eukaryotic origin of

replication, the plasmid pCBJEI-14 (SEQ ID NO:17) was conatructed so that a 2166-
bp fragment, containing f1 ori, $Y40 ori, the neomycin resistance genc and SV40
poly(a) clements from pCDJE2-7, was deleted. A chimeric intron was then inserted
into pCBJE!-14 to generate pCIBJES14. The pCIBJES14 plasmid was used to

10  determine if the expression of JEV proteins could be enhanced by the intron sequence.
Following transformation, cells hatboring both pCBIE1-14 and pCIBJES 14 vectors
expressed a level of JEY antigens similar to that observed with pCDJE2-7 (Table 1).
‘This result indicates that expression of JEV prM and E antigens by recombinant vectors
is influenced only by the transcriptional regulatory elements. Neither the eukaryotic

15 origin of replication nor the intron sequence enhanced JEV antigen expression in the
cells used. Vectors containing the CMV promoter and BGH poly(A) (Figure 3) were
selected for further analysis.

Hx

med, st onstiutivel

i . COS-1 cells were transformed with 10 ug of

20 pCDIE2-7 DNA by electroporation as described in the previous axample. After a 24 hr
incubation in non-selective culture medium, cells were treated with neomycin (0.5
mg/mL, Sigma Chemical Co.). Neomycin-rosistant colonies, which became visible
after 2-3 wecks, were cloned by limited dilution in neomycin-containing medium.,
Expression of vector-encoded JEV gene products was initially screened by IFA using

25 JEV HIAF. One JEV-IFA positive clone (JE-4B) and one negative clone (JE-5A) were
sclected for further analysis and maintained in medium contsining 200 pg/mL

neomycin.

Hl-A% I

Authenticity of the JBV E protein expressed by the JE-4B clone was
demonstrated by epitope mapping by TPA using a panel of JEV E-specific murine
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monoclonal antibodies (Mab) (Kimura-Kuroda et al., J. Virol 45: 124-132 (1983);

-

Kimura-Kuroda et al., J. Gen. Virol 67: 2663-2672 (1986); Zhang et al., J. Med. Virol.
29: 133.138 (1989); and Roehrig et al., Virol 128: 118-126 (1983)). JEV HIAF and

normal mouse serum were used as positivo and negative antibody contruols, respectively.
Four JEV-specific, six flavivirus-subgroup specific, and two flavivirus-group reactive
Mabs reacted similarly with the 4B clone or JEV-infected COS-1 cells (Table 2).

4. Preparation of subviral particles, JE-4B COS-1 cells were grown and
maintained in medium containing 200 zg/mL of neomycin. The cultured medium was
routinely harvested and stored at 4°C, and replenighed twice weekly, and the cells were
split 1:5 every 7-10 days. Culture medium was clasified by centrifugation st 10,000
rpm for 30 min in a Sorvall F16/250 rotor at 4°C, and centrifuged further for 4 hr at
39,000 rpm in a Sorvall TH641 rotor at 4°C through a 5% sucrose cushion (w/w,
prepared with 10 mM Tris HCI, pH 7.5, 100 mM NaCl (TN buffer)). The pelict
containing subviral particles was resuspended in TN buffer and stored at 4°C.
Altemngtively, 7% or 10% PEG-8000 (w/v) was added to the clarified culture medium.
‘The mixture was stirred at 4°C for at leant 2 hr, and the precipitated pacticles were
collected by centrifugation at 10,000 spm for 30 min. The precipitate was resuspended
in TN buffer and stored at 4°C. The subviral particles were purified from both pelleted
and PEG-precipitated prepenations by rate zonal centrifugation in a 5-25% continuous
sucrose gradient in TN at 38,000 rpm at 4°C for 90 min. 1-mL fractions were collected
from the top of the gradient, tested by antigen capture ELISA (sce below), and the
positive frections losded onto a 25-50% aucrose gradient in TN. This was centrifuged
ovemight in an equilibrium density centrifugation at 35,000 rpm st 4°C. 0.9-mL
fractions from the equilibrivm gradients were collected from the bottom. They were
iested by antigen-capture ELISA and assessed for hemagglutination (HA) activity at pH
6.6. An aliquot of 100 sL of each fraction was weighed precisely to determine its
density. The ELISA-positive fractions were pooled and pelleted at 39,000 rpm at 4°C
for 3-4 hr and the pellet resuspended in TN buffer. Antigen-capture ELISA and HA
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titers were determined on the pelleted samples. JEV-infected COS-1 cell supematant
was also subjected to similar purification protocols as detsiled above and usedas a
positive control for the gradient snalysis, JE virions were also purified from infected
C6/36 cells 5-6 days postinfection by sedimentation in a glycerol/tartrate equilibrium
gradient.

b. Westemn blots of subviral particles, Gradient-purified samples of the subviral
particles were mixed with electrophoresis sample buffer and run on 10 or 12.5%
sodium dodecyl sulfate-containing polyscrylamide gels (SDS-PAGE) as described by
Laemmli (Nasure 277: 680-685 (1970)). Proteins were transferred to a nitrocellulose
membrane and immunochemically detected with polyclonal JEV HIAF, flavivirus
cross-reactive anti-E Mab 4G2 (Henchal et al., Amer. J. Trap. Med. Hyg. 31: 830-836
(1982)), or mouse anti-prM peptide hyperimmune serum (JMO01). Figure 4 shows a
comparison of the M and B proteins produced by JEV infected C6/36 and JE-4B COS-1
cells. Some nonspecific reactivity to E protein was observed in the normal mouse
ascitic fluid and Jmol anti-peptide serum, Proteins identical in size to M and E were
secreted in the subviral particles and could be detected by E-specific Msb 4G2 and
prM-specific JMO1 antiserum, respectively.

A'H_-.\ Ill_L' ik SRt hiet "JI Jil)s LU ' ’, 'I i U4 ll".‘ " FOf
ELISA, antigen-capture sntibody (4G2) was diluted in 0.1 M sodium carbonats buffer,
PH 9.6, and used Lo coat 96-well microtiter plates (Immulon 1, Dynatech. Chantilly,
VA) by overnight incubation at 4° C. After blocking with 3% normal goat serum in
PBS, two-fold serially-diluted sampies were added to the 402-coated plate and
incubated 1.5 hours at 37°C. Captured antigen was detected by horseradish peroxidase-
conjugated 6B6C-1 Mag, and incubated for 1 hour at 37°C. The enzyme activity on the
solid phase was then detected with TMB (3,3',5,5-tetramethylbenzidine)-BLISA (Life
Technologies, Orand Island, NY).

Approximately 500 mL of cell culture medium from 15 X 150 cm® flasks of
JE-4B cells was collected four days after cells were seeded. PEG-precipitated subviral
particles were resuspended in 2 mL of TN buffer, pH 7.5; a 0.7 mL aliquot of this
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resuspended pellet was loaded onto a 5-25% sucrose gradient. Triton X-100, which
disrupts subviral particles, was added to another 0.7 mL aliquot to a final concentration
of 0.1% and this was loaded onto a 5-25% sucrose gradient prepared in TN baffer
containing 0.1% Triton X-100. A definite opaque band was observed approximately
5 2.5 cm from the top of the gradient containing Triton X-100, but not in the gradient

without detergent. Practions (1 mL) were collected from top to bottom for cach
gradient (Figure 5). Bach collected fraction was analyzed by antigen capture ELISA.
Antigen was detected in fractions 4-6, indicating relatively rapid sedimentation
characteristic of subviral particles. Treatment of the PEG precipitate from JE4B

10  culture medium with Triton X-100 shified the position of ELISA-reactive material to
the top of the gradient. Thus trestment with Triton X-100 produces only slow-
scdimenting molecules. A similar finding was reported by Konishi et al. (Virol. 188:
714-720 (1992)). These results show that rapidly sedimenting subviral particles
containing prM/M and E could be diarupted by detergent treatment.

15

Hemagglutination (HA) activity was determined in the pH range from 6.1 to 7.0

by the method of Clarke and Casals (Amer. J. Trop. Med. Hyz. 7. 561-573 (1958)).
The subviral particle secreted by JE-4B cells and the virion particle produced by JEV
infected COS-1 cells had a similar HA profile with the optimum pH determined to be

20 6.6.

pCDIE2-7 nucleic acid vaccine of the invention and commercial JEV veccine. Groups

of five 3-week-old female, ICR outbred mice wers injected intramuscularly in the left

and right quadriceps with 100 g of pCDJE2-7 plasmid in 100 4L of dHO or were

25 given doscs of JE-VAX (manufactured by the Research Foundation for Microbial
Disease of Osaka University and distributed by Connaught Leboratories, Swiftwater,
PA.) subcutanegusly that are one-fifth the dose given to humans. The plasmid
pCDNAJ/CAT (Invitrogen), which encodes and oxpresses an unrelated protein, was
used as the negative vaccination control. Except for one group of pCDIE2-7-

30 veccinated mice, all animals were boosted 3 weeks later with an additional doss of
plasmid or JB-VAX. Mice were bled from the retroorbital sinus at 3, 6, 9, 23, 40 and
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60 weeks after inoculation. JEV antibody titers were determined by enzyme-linked
imunosorbent assay (ELISA) ageinst purified JEV or by plaque reduction neutralization
tests (PRNT) (Roehrig et al., ViroL 171: 49-60 (1989); and Hunt and Calisher, Amer. J.
Trop. Med. Hyg. 28: 740-749 (1979)).

The pCDJE2-7 nucleic acid vaccine and JE-VAX provided 100%
seroconversion within three weeks after the first vaccination in all three groups of mice
(Table 3). The JEV ELISA and PRNT antibody titers reached the highest level at week
6 and week 9, respectively, after immunization. Mice receiving 1 dose of DNA vaccine
had similar antibody responses as those receiving 2 doses. Comparable ELISA
antibody titers were maintained in DNA-vaccinated groups up to 60 weeks, after which
the experiment was terminated. However, only one of four mice in the JE-VAX group
was JEV antibody positive at 60 weeks post-inoculation. The pCDNA3J/CAT control
group did not have any measursble JEV antibody. These results demonstrate thet o
single dose of JEV-gpecific nucleic acid vaccine is more effective in maintaining JEV
antibody in mice than the commercial, FDA-approved JE-VAX vaccine.

ages. A similar level of JHV protein was expressed by COS-1 cells tranaformed by
either pCDJE2-7, pCBJE1-14, or pCIBJES 14, JEV antibody induction by these nucleic
acid constructs was compared to JE-VAX commercial vaccine at two different agos at
vaccination. Three-day (mixed sex) or 3-week-old (female) ICR outbred mice, 10 per
group, were vaccinated intramuacularly with 50 or 100 ug of plasmid DNA, or
subcutanecusly with doses of JE-VAX that are one-tenth or one-fifth the dose given to
humans. Serum specimens were collected at 3 and 7 weeks after immunization and
tested at a 1:1600 dilution by ELISA using purified JEV as an antigen. Resulty aro
shown in Table 4.

. . . .
nvention and comnmercial JEY YAcCIng § O

Plasmid pCBJE1-14 provided the highest extent of seroconversion, i.e.,
antibody titer greater than 1:1600, achieving 80-100% at both ages of vaccination.
Administration of pCDJE2-7 or pCIBJES 14 provided moderato seroconversion by 7
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weeks when 3-day old mice were vaccinated (60% for each), but weaker
, seroconversion (40% and 10%, respectively) when measured 3 weeks after vaccination.

When these plasmids were administered at the age of 3 weeks, however,
seroconversions of 90% or 100% were attained at both 3 weeks and 7 weeks after

5 vaccination. In contrast, the commercial vaccine, JB-VAX, conferred no
seroconversion when administered at 3 days of age, and 100% when given at 3 weeks
of age. Thus the nucleic acid TU"s for JEV prM and E provided an extent of
seroconversion better than a very high dose of the commercial vaccine, and
unexpectedly high scroconversion in both young and more mature animals.

invention. Three-day old vaccinated groups fmmExnmpled wuechallenpd?weeh
after vaccination by intraperitoneal injection of 50,000 pfu/100 gL of the mouse-
adapted JEV strain SA14 and observed for 3 weeks. 100% protection was achieved in
groups that received various nucleic acid TU-containing vaccine constructs for up to 21
15 days (Table 5). In contrast, 60% of the JE-VAX-vaccinated mice, as well as 70% of the
pCDNA3/CAT-veccinated negative controls, did not survive virus challenge by 21
days. These results indicate that the nucleic acid TU"s of the invention confer
unexpectedly effective protection on vaccinated mice. This suggests the possibility of
employing the nucleic acid vaccine of the invention as an early childhood vaccine for
20 humm/ In contrast, JE-VAX, the inactivated human vaccine currently used, does not
appear to be effective in young animals.

antibody titer. WelﬂkmwnﬂnmdSMwmvmanthdﬂmm
dose or two doses spaced two days apart of pCDJE2-7 plasmid DNA, at 100 sg/100

25  uL, or with two doses of JE-VAX that were one-fifth the dose given to humans. The
negative control group received two doses of 100 ug/100 uL. of pCDNA-3/CAT
plasmid. Passive protection by maternal antibody was evaluated in pups resulting from
matings of experimental females with non-immunized male mice that occurred nine
weoks following the first vaccination or 6 weeks following the second vaccination.

30 Pups were challonged between 3-15 days after birth by intraperitoneal adminisiration of
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5,000 pfu/100 gL of mouse-adapted SA 14 virus and observed daily for 3 weeks (Table
6). The survival rates correlated with the maternal neutralizing sntibody titers. 100%
of pups nursed by mothers with a PRNT of 1:80 survived viral infection, whereas none
of the pupa from the control mother survived (Table 6). Partial protection of 45% and
75% was observed in older pups that were nursed by mothers with a PRNT titer of 1:20
and 1:40, respectively. The survival rates alao correlsted with the length of time that
pups were niursed by the immune mother, As just indicated, 13-15 day old pups had
high survival rates. None of the 3-4 day old pups, however, survived virus challenge
when the mother had a PRNT titer of 1:20 or 1:40. Thus maternal antibody provides
partial to complete protective immunity to the offapring. In addition, JEV antibody was
detected by ELISA in the sera of 97% (29/30) of the post-challenge pups.

"Mice were inoculated intramuscularly with 1 or 2, 100 ug doses of plasmid
DNA, or subcutaneously with two, 1/5 human doses of JE-VAX vaccine, Sera were
collected 9 weeks post-vaccination for PRNT testing prior to mating with non-immune

male.

nmm;;mmm Genomic RNA was extracted from 150 uL of
Vero cell culture medium infected with NY 99-6480 strain, an strain isolated from the
outbreak.in New York 1999, using the QlAamp ™ Vimi RNA Kit (Qiagen, Santa
Clarita, CA). Extracted RNA was eluted and suspended in 80 ul of nuclease-free
water, and used as a template for the amplification of WNV prM and E gene coding
sequences. Primer sequsnces were obtained from the work of Lanciotti et al. (Science
286: 2333-2337 (1999)). A cDNA fragment containing the genomic nucleotide region
was amplified by the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR).
Rextriction sites BamBI and Kas] were engineered at the 5' terminus of the cDNA by
using amplimer WN466 (nucleotide sequence, SEQ ID NO:12). An in-frame
translation termination codon , followed by a Not! restriction sits was introduced at the
3’ terminus of the cDNA by using amplimer cWN2444 (SEQ ID NO:13). The RT-PCR
product was purified by a QIAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen).
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The double-stranded amplicon produced by use of the two smplimers above
(SEQ ID NO:12 and SEQ ID NO:13) was digested with Kasl and Notl enzymes to
generate a 998 bp (nt-1470 to 2468) fragment of DNA was inserted into the Kaal and
Not! sites of 8 pCBJESS vector to form an intermediate plasmid, pCBINT. The

5 pCBIESS was derived from the pCBamp plasmid, thar contained the cytomegalovirus
early gene promoter and transiational control element and an ongineered JE signal
sequence element (Chang et al., J. Virol, 74: 4244-4252 (2000)). The JE signal
sequence element comprises the JE signal sequence (SEQ ID NO:14).

The cDNA amplicon was subsequently digested with BamBI and Kas I enzymes
10 and the remaining 1003 bp fragment (nt-466 to 1470) was inserted in to the Kasl site of
pCBINT to form pCBWN (nucleic acid sequence, SEQ ID NO:15; amino acid
sequence, SEQ ID NQ:16). Autamated DNA sequencing using an ABI prism 377
Sequencer (Applied Biosystema/Perkin Elmer, Foster City, CA) was used to confirm
that the recombinant plasmid had a correct prM and E sequence as defined by Lanciotti
15 et al, (Science 286: 2333-2337 (1999)).

Plasmid DNA for use in the in vitro transformation of mammalian cells or
mouse immunization experiments was purified by enion exchange chromatography as
deacribed in Example 1.

20 and E proteing expressed by p)CBWN. WNV specific gene products encoded by the
pCBWN plasmid were expressed in COS-1 cells. Cells were clectroparated and
transformed with pCBWN plasmid acconting to Chang et al. {J. Virol. 74: 4244-4252
(2000)). Electroporated cells were seedod onto 75 cm’ culture flasks or a 12-well tissue

culture dish containing one sterile coverslip/well. All flaska and 12-well plates were

25 keptat 37°C, 5% CO, incubator. Forty hours following electroporation, covenlips
containing adherent cells were removed from the wells, washed briefly with PBS, fixed
with acetone for 2 minutes at room temperature, and allowed to air dry.

Protein expression was detected using indirect immunofluorescence antibody
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assay (IFA), as described in Example 2. Flavivirus E-protein specific monoclonal
antibody (Mab) 4G2, WNV mouse hyperimmune ascitic fluid (HIAF) and normal
mouse serum (NMS) at 1:200 dilution in PBS wmundumepﬁmuymﬁbod'ym
detect protein expression (Henchal et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 31: 830-836 (1982)).

Tissue culture medium was harvested 40 and 80 hours following
electroporation. Antigen-capture (Ag-capture) ELISA was used to detect secreted WN
virus antigen in the culture medium of transiently transformed COS-1 cells. The Mab
4G2 and horseradish peroxidase-conjugated Mab 6B6C-1 were used to capture the WN
virus antigens and detect captured antigen, respectively (Chang et al., J. ViroL 74:
4244-4452 (2000); Henchal et al., Am. J. Trop, Med. Hyg. 31: 830-836 (1983); Rochrig
et al., Virology 128; 118-126 (1983)).

WN virus antigen in the medium was concentrated by precipitation with 10 %
polyethylenc glycol (PEG)-8000. The precipitant was resuspended in TNE buffer (50
mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7.5), clarified by centrifugation, and
stored at 4°C. Alternatively, the precipitant was resuspended in a Iyophilization buffer
(0.1 M TRIZMA and 0.4% bovine serum albumin in borate saline buffer, pH 9.0),
lyophilized and stored at 4°C. Lyophilized proparstions were used as antigen for the
evaluation in MAC- and indirect IgG ELISAs.

WN virus-specific protein was detected by IFA on the transiently transformed
COS-1 cells. E, prM and M proteins expressed in these cells wers secreted into the
culture medium. WN virus antigen concentrated by PEG precipitation was extracted
with 7.0 % ethanol to remove residual PEG (Aizawa et al., Appl. Enviro. Micro. 39: 54-
57 (1980)). Ethanol extracted antigens and gradient-purified WN virions were analyzed
on a NuPAGE, 4-12% gradient Bis-Tris Gel in a Excel Plua Electrophoresis Apparatus
(Invitrogen Corp., Carlsbad,CA) snd followed by electroblotting onto nitrocellulose
membrwnes using a8 Excel Plus Blot Unit (Invitrogen Corp.). WN virus-specific
proteins produced by the transiently ransformed COS-1 cells were detected by WN
virus specific mouse HIAF or flavivirus E protein reactive Mab 4G2 in a Western blot
analysis, using NMS a3 a negative setum control. The proteins displayed similar
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reactivity and identical molecular weights to the comresponding gradient purified virion
E, prM snd M protein derived from WN virus infected suckling mouse brain (SMB).

In analysis of the NRA as sn antigen for diagnostic ELISA, one vial of
lyophilized NRA, representing antigen harvested from 40 ml of tissue culture fluid, was
5 reconstitated in 1.0 ml of distilled water and compared with the reconstituted WN virus
infected suckling mouse brain (SMB) antigen provided as lyophilized as p-.
propiolactone-inactivated sucrose-acetone extracts (Clarks et al., Am. J, Trop. Med.
Hyg. T: 561-573 (1958)). All recombinant proteins, prM, M and E , had a similar
reactivity to that of the gradient-purified virion E, prM and M proteins,

10 Coded human specimens were tested concurrently with antigens in the same test
at the developmental stage. The MAC- and IgG ELISA protocols employed were
identical to the published methods (Johnson et al,, J. Clin, Microbiol. 38: 1827-1831
(2000); Mastin et al., J. Clin. Microbiol. 38: 1823-1826. (2000)). Human serum
specimens were obtained from the serum bank in our facility, which consists of

15 specimens sent to the DVBID for WN virus confinnation testing during the 1999
outbresk In these tests, a screening MAC- and IgQ ELISA were performed on a 1:400
specimen dilution. Specimens yielding positive/negative (P/N) OD matios between 2
and 3 were considered suspect positives. Suspect serum specimens were subject to
confirmation as positives by both ELISA end-point titration and plaque-reduction

20 neutralization test (PRNT). All specimens yiclding P/N OD ratios greater than 3.0 were
considered positives without further confirmatory testing.

An Ag-capture ELISA employing flavivirus-group reactive, anti-B Mab, 4G2
and 6B6C-1, was used to detect NRA secreted into culture fluid of pCBWN
transformed COS-1 cells. The antigen could be detected in the medium one day

25 following transformation; and the maximum ELISA titer (1:32-1:64) in the culture fluid
without further concentration was observed between day two and day foar. NRA was
concentrated by PEG precipitation, resuspended in a lyophilization buffer, and
lyophilized for preservation. For diagnostic test dovelopment, one vial of lyophilized
NRA was reconstituted with 1.0 ml distilled water and titrated in the MAC- or indirect
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1gG ELISA using WN virus positive and negative reference human scra (Johnaon et al.,
J. Clin. Microbiol. 38: 1827-1831 (2000); Maztin et al., /. Clin. Microbiol 38: 1823-
1826 (2000)). Dilutions 1:320 and 1:160 of the NRA were found to be the optimal
concentrations for use in MAC- and IgG ELISA, respectively. These dilutions resulted

5 inaP/N ODy450 ratio of 4.19 and 4.54, respectively, for MAC- and IgG test. The WN
virus SMB antigens produced by NY-6480 and Eg10! strains were used at 1:320 and
1:640 dilution for MAC-ELISA, and 1:120 and 1:320 for IgG ELISA, respectively.
'The negative control antigens, PEG precipitates of the culture medium of normal COS-
1 cells end normal SMB antigen, were used at the same dilutions as for the reapective

10 NRA and SMB antigen. Human serum specimens, diluted at 1:400, were tested
concurrently in triplicate with virus-specific and nogative control antigens. For the
positive test result to be valid, the OD4sg for the test serum reacted with viral antigen
(P) had to be at least two-fold greater than the carresponding optical denaity value of
the same serum reacted with negative control antigen (N).

15 The reactivity of NRA and NY-06480, EglO1 and SLE virus SMBs were
compared by the MAC- and IgG ELISAs using 21 coded human serum specimens. Of
the 21 specimens, 19 had similar resuits on all three antigens (8 ncgatives and 11
suspect positives or positives). Bighteen specimena were also tested separately using
SLE SMB antigen. Only three of 13 Eg-101-SMB pasitive specimens were positive in

20 the SLE MAC-ELISA (Table 1). None of WN antigen negative specimens was positive
by SLE MAC-ELISA. This result confirmed a previous observation that anti-WN virus
1gM did not cross-react significantly with other flaviviruses (Tardei et al., J. Clin.
Microbiol. 38: 2232-2239 (1940)) end was specific to diagnose acute WN virus
infection regardless of whether NRA or SMB antigen was used in the test. All of the

25 specimens were also tested concurrently by indirect IgG ELISA. Ten of 21 specimens
were positive using any of the three antigens.

The two discrepant serum specimens (7 and 9) both from the same patient,
collected on day-4 and 44 after onset of disease, respectively, were IgM-negative with
NRA and SMB NY antigen and IgM-positive using Eg-101 SMB antigen in the initial

30 test. To investigate these two discordant specimens further, six sequentially collected
52



gugoss

WO 02081754 PCT/US02/10764

10

15

specimens from this paticnt were retested by end-point MAC- and IgG ELISAs. A
greater than 32-fold serial increase shown in the MAC-ELISA titer between day-3 and
day-15 could be demonstrated with al) antigens used. Cerebrospinal fluid collected on
day-9 after onset of disease also confirmed that this patient indeed was infected by WN
shortly prior to taking the sample. The cerebrospinal fluid had IgM P/N reading of
13.71 and 2.04 against Eg-101- and SLE-SMB antigens, respectively. Day-31 and day-
44 specimens were negative (<1:400) by using NY-SMB antigen but positive by using
NRA and Egl01-SMB. Compatible IgG titers were observed with all three antigens
used in the test.

HXamn YR 01” ") |‘.”” e TEEDONA ' ,||... _\-_,.‘n;-. .‘_'
pCBWN. Groups of ten, three-wk-old female ICR mice were used in the study. Mice
were injected intramuscularly (i.m.) with a single dose of pPCBWN or a green
fluorescent protein expressing plasmid (PEGFP) DNA (Clonetech, San Francisco, CA.).
The pCBWN plazmid DNA was purified from XL-1 blue cells with EndolFree Plasmid
Giga Kits (Qiagen) and resuspended in PBS, pH 7.5, st a concentration of 1.0 pg/ul.
Mice that received 100 ug of pEGFP were used as unvaccinated controls. Mice were
injected with the pCBWN plasmid at a dose of 100, 10, 1.0, or 0.1 ug in a volume of
100 ). Groups that received 10, 1.0, or 0.1 ug of pPCBWN were vaccinated by the
electrotransfer mediated in vivo gene delivery protocol using the EMC-830 square wave
electroporator (Genetronics Inc. San Diego, CA.). The electrotransfer protocol was
based on the method of Mir et al., (Proc. Natl Acad. Sci. USA 96: 4262-4267.(1999)).
Immediately following DNA injection, transcutaneous electric pulses were applied by
two stainless steel plaie electrodes, placed 4.5-5.5 mm apart, at each side of the leg.
Electrical contact with the leg skin was ensured by completely wetting the leg with -
PBS. Two scts of four pulses of 40 volts/mm of 25 msec duration with a 200 msec
interval between pulses were applied. The polarity of the electrode was reversed
between the set of pulses to enhance electrotransfer efficiency.

Mice were bled every 3 wia following injection. The WN virus specific
antibody response was evaluated by Ag-capturc ELISA and plaque reduction
neutralization test (PRNT). Individua] sera were tested by IgG-ELISA, and pooled sera
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from 10 mice of each group were assayed by PRNT. All the mice vaccinated with

pCBWN had IgG ELISA titers mnging from 1:640 to 1:1280 three wks after

vaccination. The pooled sera collected at three and six wks had a Nt antibody titer of

1:80. None of the serum specimens from pEGFP control mice displayed any ELISA or
5 Nttiter to WN virus.

To determine if the single i.m. vaccination of pPCBWN could protect mice from

WN virus infection, mice were challenged with NY-6480 virus either by intraperitoneal
injection or by exposure to the bite of virus-infected Culex mosquitoes. Half of the
mouse groups were challenged intraperitoneally (ip) at 6 wks post vaccination with

10 1,000 LDsq (1,025 PFU/100 ul) of NY99-6480 virus. The remaining mice were each
exposed to the bites of three Culex triteeniorhynchus moequitoes that has been infected
with NY99-6480 virus 7 days prior to the challenge experiment. Mosquitoes were
allowed to feed on mice until they were fully engorged. Mice were observed twice
daily for three wks after challenge.

15 It was evident that the presence of Nt entibodies correlated with protective
immunity, since all mice immunized with WN virus DNA remained healthy after virus
challenge while all control mice developed symptoms of CNS infection 4-6 days
following virus challenge and died on an average of 6.9 and 7.4 days after
intraperitoneal or infective mosquito challenge, respectively. In the vaccinated group,

20 the pooled sera collected three wks after virus challenge (9-wk post immunization) had
Nt antibody titers of 1:640 or 1:320. Pooled vaccinated mouse sera reacted only with B
protein in the Western blot analysis.

Groups of ten mice were immunized with 10.0 to 0.1 ug of pCBWN per animal
25 by use of electrotransfer. All groups that received pPCBWN were completely protected
from visus challenge. At 6 wks after immunization al} groups of electrotransfor mice
had Nt titer less than four-fold different than animals receiving 100 pg of pPCBWN by
conventional i.m. injection without electrotransfer. Both thess resulta evidencing
cffective immunization suggest that the electrotransfer protocol enhances the
30 immunogenicity and protective efficacy of the DNA vaccine of the invention (when
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carried out as described in (Mir et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA. 96; 4262-
4267.(1999))).

Mixed-bred mares and geldings of various ages used in this study were shown
to be WN virus and SLE virus entibody-negative by ELISA dnd PRNT. Four horses
5 wereinjected i.m. with a single dose (1,000 s g/1,000 ul in PBS, pH 7.5) of p)CBWN
plasmid. Serum specimens were collected every other day for 38 days prior to virus
challenge, and the WN virus specific antibody response was evaluated by MAC- or IgG
ELISA and PRNT.

‘Two days prior to virus challenge, 12 horses (4 vaccinated and 8 control) were
10 relocated into a bio-safety lsvel (BSL)-3 containment building at the Colorado State
University. The cight unvaccinated control horses were the subset of a study that was
designed to investigate WN virus induced pathogenesis in horses and the potential of
horses to serve as amplifying hosts. Hormes were each challenped by the bite of 14 or
15 Aedes albopictus mosquitoes that had been infected by NY99-6425 or BC787 virus
15 12 days prior to horse challenge. Mosquitoes were allowed to feed on horses for a
pesiod of 10 min. Horses were examined for signs of disease twice daily. Body
temperature was recorded, and serum specimens collected twice daily from days 0 (day
of infection) to 10, then once daily through day 14. Pulse and respiration were recorded
daily after challenge. The collected serum samples were tested by plague titrasion for
20 detection of viremia, and by MAC- or IgG ELISA snd PRNT for antibody response.

No systemic or local reaction was observed in any vaccinated horse, Individua!

horse sera were tested by PRNT. Vaccinated horses developed Nt antibody greater than

or equal to 1:5 between days 14 and 31. End point titers for vaccinated horses, #5, #6,

#17, and #8, on day-37 (two days prior to mosquito challenge) were 1:40, 115, 1:20,and
'25  1:20, respectively. Horses vaccinated with the pCBWN plasmid remained healthy after

virus challenge. None of them developed a detectible viremia or fever from days 1 1o

14. All unvaccinated control horses became infectod with WN virus after sxposure to -

infected mosquito bites. Seven of the eight unvaccinated horses developed viremia that

appeared during the first 6 days after virus challenge. Viremic horses developed Nt

55



0409861

W 02081754 PCT/UB02/10764

antibody between day-7 and day-9 after virus challenge. The only horse from the entire
study to display clinical signs of disease was horse #11, which became febrile and
showed neurologic signs beginning 8 days after infection. This horse progressed to
severe clinical discase within 24 hours and was cuthanized on day 9. Four representing

5 horses, #9, 10, 14 and 15, presenting viremia for 0, 2, 4, or 6 days, were selected and
used as examples in this example. Virus titers ranged from 10'® PFU/m of serum (in
horss #10), the lowest level detectable in our assay, to 10*/m] (in horse #9). Horse #14
did not develop a detectible viremia during the test period. However, this horse was
infected by the vivus, as evidenced by Nt antibody detected after day 12,

10 Anamnestic Nt antibody response was not obsorved in vaccinated horses as
evidenced by the gmdual increase in Nt titer chrring the experiment. Pre-existing Nt
antibody in the vaccinated horss prior to moaquito challenge could suppress initial virus
infection and replication. Without virus replication, the challenge virus antigen
provided by infected mosquitocs may not contain a sufficient antigen mass to stimulate

IS anammestic immune response in the vaccinated homse. All vaccinated horses were
euthanized at 14 days after virus challenge. Gross pathological and histopathological
lesions indicative of WN viral infection were not observed.

20 proteins- A stratogy similar to constructing the pCDJE2-7 recombinant plasmid was
used to prepare YFV and SLEV recombinant plasmids. Genomic RNA was extracted
from 150 gL of YFV strain TRI-788379 or SLE strain 78V-6507 virus seeds using
QlAamp™ Viral RNA Kit (Qiegen, Santa Clarita, CA.). The viral RNA was usedasa
templats for amplification of YFV or SLEV prM and E gene coding regions. Primers

25 YFDV389 (nucleotide sequence, SEQ ID NO:4; amino acid sequence, SEQ ID NO:5),
cYFDV2452 (SEQ ID NO:6), SLEDV410 (nucleotide sequence, SEQ ID NO:7; amino
acid sequence, SEQ ID NO:8) and cSLEDV2449 (SEQ ID NO:9) were used to generate
the corresponding recombinant nucleic acids as described above for the preparation of
the JEV and WNYV recombinant plasmids. RT-PCR amplified cDNA, digested with

30 Kpnl and Notl enzymes, was inserted into the Kpnl-NotI site of & eukaryotic expression
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plasmid vectar, pPCDNA3 (Invitrogen). Both strands of the cDNA were sequenced and
verified for identity to sequences from YFV strain TRI-788379 or SLEV strain 78V-
6507. Recombinant plaamids pCDYF2 and pCDSLEA-3, which contained the
nucleotide sequences of the prM and E coding regions for YFV or SLEV, respectively,
were purified using an EndoFrec™ Plasmid Maxi Kit (Qiagen), and used for in vitro
transformation or mouse immunization,

YFV or SLEYV specific antigens were expressed in COS-1 cells transformed by
pCDYF2 or pCDSLE4-3, respectively. The level of expressed proteins waa similar toa
YFV- or SLEV-infected COS-1 cell control. As in the JEV model, COS-1 cell lines
transformed by vectors bearing genes for the viral antigens were obtained which
constitutively express YFV or SLEV antigenic proteins. Epitope mapping by IPA using
a panel of YFV or SLEV E-specific Mabe indicated that the authentic E protein was
expreased by the pCDYF2- or pCDSLEA-3-transformed COS-1 cells. A preliminary
study indicated that 100% of three week-old female, ICR mice seroconverted after
intramuscular inoculation with a single dose of 100 zg/100 ul. of pCDSLEA4-3 plasmid

* in deionized water.

for S 1is encephalitis virus poM and E antigens with JEV signal sequence.
Genomic RNA was extracted from 150 gL of Vero cell culture medium infected with
MSI-7 strain of St. Louis encephalitis virus using the QLAamp™ Viral RNA Kit
(Qiagen, Santa Clarita, CA). Extracted RNA was cluted and suspended in 80 ul of
nuclease-free water, and used as a template for the amplification of St. Louvis
encephalitis virus prM and B genp coding sequences. Primer sequences were obtained
from the work of Trent et al. (Virology 156: 293-304 (1987)). A cDNA fragment
containing the genomic nucleotide region was amplified by the reverse transcriptase-
polymerase chain reaction (RT-PCR). Restriction site Afel was engineered at the §'
terminus of the cDNA by using amplimer SLE463 (SEQ ID NO:30). An in-frame
translation termination codon , followed by a Notl restriction site was introduced at the
3' terminus of the cDNA by using amplimer ¢SLE2447 (SEQ ID NO:31). The RT-PCR
product was purified by 8 QLAquick™ PCR Purification Kit (Qiagen).
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The double-stranded amplicon, produced by use of the two amplimers above
(SEQ ID NO:30 and SEQ ID NO:31), was digested with Afel end Notl enzymes to
generate 2 2004 fragment of DNA (463 10 2466nt), and inserted into the Afel and Notl
sites of 2 pCBJESS-M vector to form pCBSLE (nucleotide sequence, SEQ ID NO:21;
amino acid sequence, SEQ ID NO:22). The pCBJESS-M was derived from the
pCBamp piasmid, that contained the cytomegalovirus esrly gene promoter and
translationel control element and an enginecred, modified JB signal sequence element
(SEQ ID NO:27). The JE signal sequence element comprises the modified JE signal

sequence at 4 (Cys to Gly) and -2 (Gly to Ser) position in the original pCBJESS

plasmid.

Automated DNA sequencing using an AB] prism 377 Sequencer (Applied
Biosystems/Perkin Elmer, Foster City, CA) was used to confirm that the recombinant
plasmid had a correct prM and E sequence as defined by Trent et al. (Virology 156:
293-304 (1987)).

strain of yellow fever virus using the QIAamp™ Viral RNA Kit (Qiagen, Santa Clarita,
CA). Extracted RNA was eluted and suspended in 80 4l of nuclease-free water, and
usex as a template for the amplification of yellow fever virus priM and E gene coding
sequences. Primer sequences were obtained from the work of dos Santos et al. (Virus
Research 35: 35-41 (1995)). A cDNA fragment containing the genomic nucleotide
region was amplified by the reverss transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR).
Restriction site Afel was engineered at the §' terminus of the cDNA by using amplimer
YF482 (SEQ ID NO:28). An in-frame translation termination codon, followed by &
Notl restriction site wes introduced at the 3' terminus of the cDNA by using amplimer
cYF2433 (SEQ ID NO:29). The RT-PCR product was purified by a QIlAquick™ PCR
Purification Kit (Qisgen).

The double-stranded amplicon, produced by use of the two amplimers above
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(SEQ ID NO:28 and SEQ ID NO:29), was digested with Afel and Notl enzymes to
generate a 1971 fragment of DNA (482 to 2452nt), and inserted into the Afel and Notl
sites of s pCBIESS-M vector to form pCBYF (nucleotide sequence, SEQ ID NO:23;
amino acid sequence, SEQ ID NO:24). The pCBIESS-M was derived from the

5 pCBamp plasmid, that contained the cytomegalovirus early gene promoter and
trunslational control element and an engineered JE signal sequence element (SEQ ID
NO:27). The JE signal sequence element comprises the modified JE signal sequence at
-4 (Cys to Gly) and -2 (Gly to Ser) position of JESS in the pCBJESS plagmid.

Automated DNA sequencing using an ABI prism 377 Sequencer (Applied
10 Biosystems/Perkin Elmer, Foster City, CA) was used to confirm that the recombinant
plasmid had & correct prM and E sequence as defined by dos Santos et al. (Virus
Research 35: 35-41 (1995)).

15
Powassan virus using the QIAamp™ Viral RNA Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA).
Extracted RNA was eluted and suspended in 80 p of nuclease-free water, and usod as 8
temnplate for the amplification of Powassan virus prM and E gene coding sequences.
Primer sequences were obtained from the work of Mandl et al. (Virology 194: 173-184

20 (1993)). A cDNA fragment containing the genomic nucleotide region was amplified by
the reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR). Restriction site Afel
was engineered at the §' terminus of the cDNA by uaing amplimer POW454 (SEQ ID
NO:25). An in-frame translation termination codon, followed by a Not] reatriction site
was introduced at the 3' terminus of the cDNA by using amplimer cPOW2417 (SEQ ID

25 NO:26). The RT-PCR product was purified by a QIAquick™ PCR Purification Kit
(Qiagen).

The double-stranded amplicon, produced by use of the two amplimers above
(SEQ ID NO:25 and SEQ ID NO:26), was digested with Afel and Notl enzymes to
generute 8 1983 bp fragment of DNA (454 to 2436nt), and inserted into the Afel and
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Notl sites of a pCBJESS-M vector to form pCBPOW (nucleotide sequence, SEQ ID
NO:19; amino acid sequence, SEQ ID NO:20). The pCBIESS-M was derived from the
pCBamp plasmid, that contained the cytomegalovirus early gene promoter and
translational control element and an engincered JE signal seguence element (SEQ ID
NO:27). The JE signal sequence element comprises the modified JE signal scquence at
-4 (Cys to Gly) end -2 (Gly to Ser) position of JESS in the pCBIESS plasmid.

Automated DNA sequencing using an ABI prism 377 Sequencer (Applied
Biosystema/Perkin Elmer, Foster City, CA) was used to confirm that the recombinant
plasmid had a correct prM snd B sequence as defined by Mandl et al. (Virology
194:173-184, (1993)).

X amE 5. Prenamation of plasmids contmining cading sequences for d
serotype 2 structural proteing. Procedures such as those carried out for other
flaviviruses (see Examples 1, 9 and 12-15) are to be followed to prepare vectors
including nucleic ecid TU’s for dengue serotype 2 antigens. According to the
examples, the amplimers used for construction of the vectors may be chosen to engineer
the normal dengue virus signal sequence or they may be chosen 30 as to engineer a
signal sequence from another flavivirus, such as a modified Japanese encephalitis virus
signal sequence.

A plasmid containing the dengue serotype 2 gene region from prM to B is to be
constructed. The dengue serotype 2 pfM and E genes (Deubel et al., Virology 155:365-
377 (1986); Gruenberg et al., J. Gen. Virol. 69: 1301-1398 (1988); Hahn et al.,
Virology 162;167-180 (1988)) are to be ligated into a plasmid such as pCDNA3, and
then excised snd cloned into vectors such as pCBamp, pCEP4, pREP4, or pRc/RSV
{supplicd by Invitrogen, CIﬂMCA_) to enable sxpression. If nccessary, » dengue
serotype 2 virus-specific sequence encoded in a cDNA sequence may be amplified
using & procedure such as the polymemase chain reaction (PCR). Alternatively, if the
viral RNA is the source of the gene region, a DNA sequence may be amplified by a RT-
PCR procedure. A DNA fragment including an initistion codon at the 5’ end, end »
termination codon at the 3' end is to be cloned into an expression vector at an
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appropriate restriction nuclease-specific site, in such a way that the cytomegalovirus
(CMV) immediate early (IE) promoter, sn injtiation codon, and a terminator, are
operbly linked to the dengue serotype 2 virus sequence.

Example ceination of mice using & dengue serotype 2 DNA vaccine
dengue serotype 2 nucleic TU vaccine encoding the gene region from piM to B
prepared in Example 16 is to be suspended in a suitable pharmaceutical carrier, such as
water for injection or buffered physiological saline, and injected intramuacularly into
groups of weanling mice. Control groups receive a comparable plasmid preparation
lacking the dengue serotype 2 specific genes. The generation of dengue serotype 2-
specific antibodies, mdlorofdmguuemtypez-lp.eciﬁc immune system cytotoxic
cells, is to be asscased at fixed intervals theresfter, for example at weekly intervals, At
about two to four months sfter administration of the nucleic acid TU vaccine, mice are
to be chellenged with dengue serotype 2 virus. Levels of viremia are to be asscssed at
appropriate intervals m. such as every second day. Passive protection by
maternal antibody is to be assessed s indicated in Example 8.

sample 18, Deaign and construction of Improved Sienal Peptides. Signal peptides can
determine the translocation and orientation of inserted protein, hence, the topalogy of
prM and E proteins. The most common feature of signal peptides of eukaryotes
consists of an 8 to 12 streich of hydrophobic amino acids called the h-region (von
Heijne, "Signal sequences. The limits of variation” J. Mol. Biol. 184: 99-105 (1985)).
‘The region between the initiator Met and the h-region, which is mown as the n-region,
usually has one to five amino acids, and normally carries positively charged amino
acids. Between the h-region and the cleavage aite is the c-region, which consists of
three to seven polar but mostly uncharged amino acid residucs. During viral
polyprotein synthesis, modulation of the signaiase cleavage site from a cryptic to
cleavable conformation at the junction of C and prM proteine depends on prior removal
of the C protein by the viral protease complex, NS2B/NS3 (Lobigs, "Flavivirus
premembrane protein cleavage and spike heterodimer secretion require the function of
the viral proteinase NS3," Proc. Natl. Acad. Sci. U § A, 90: 6218-6222 (1993)). Thus,
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it is critical to consider the effectiveness of the viral signal sequence when pdM and B
proteins are to be expressed alone by an expression plasmid.

Signal peptide differences in various plasmid constructs can account, at least in
part, for the difference in proiein translocation, cleavage site presentation and correct
5 topology, thus, prM and E secretion and VLP formation. The modulation or
optimization of these attributes can be improved by sclection or use of aignel sequences
with properties that impart the desired charactexistics. This can be accomplished by use
of machine-leamning computer programa uging, for example, a hidden Markov model
(HMM) trained on eukaryotes (sec Henrik Niclsen et al., “Prediction of signal peptides
10 and signal anchors by s hidden Markov model,” In Proceedings of the Sixth
International Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology (ISMB 6),
AAAI Press, Menlo Park, California, pp. 122—130 (1998); Nielsen et al., "Machine
learning approaches to the prediction of signal peptides and other protein sorting
signals,” Protein Engineering 12: 3-9 (1999); Nielsen et al., “A neural network method
15 for identification of prokaryotic and eukaryctic signal peptides and prediction of their
cleavage sites,” Int. J. Neural Sys. 8: 581-599 (1997); “From sequence to sorting:
Prediction of signal peptides,” Henrik Nielsen, Ph.D. thesis. Defended at Department of
Biochemistry, Stockholm University, Sweden (May 25 1999); each of which ia
incorporated herein by reference, particularly for the teaching related to the
20 optimization of signal sequences using computer-enabled algorithms).

An example of the type of program used is that found at
htip:/www.chs dtn.di/services/SignalP-2.0/ as of April 3, 2002, The HMM described
in the referred to and incorporated references was applied to calculate the signal peptide
probability of the prM signal peptide sequences in different plasmid constructs (Table
25 7). SignalP-HMM searches carrectly predicted the signal peptidase cleavage sites in all
constructs,. However, considerable differences in cleavage probability (ranging
between 0.164 and 1.000) and in signal peptide probability (ranging between 0.165 to
1.00) were observed (Table 7). This is not surprising, as the cleavage site and signal
peptide probability are kmown to also be influenced by the positively charged amino
30 xcids in the n-region, the length of the hydrophobic amino acid in the h-region and
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amino acid composition in the c-region in the constructs (Chang et al,, “Flavivirus
DINA vaccines: current status and poteatial,” Annals of NY Acad. Sci. 951: 272-285
(2001); Sekaguchi et al., Punctions of Signal and Signal-Anchor Sequences ro
Determined by the Balance Between the Hydrophobic Segment and the N-Terminal
Chage,” Proc. Nail. Acad. Sci. USA 89: 16-19 (1992)).

Three JE virus plasmid constructs, each derived from different strain of JE
virus, showed different vaccine potentials (Lin et al., "DNA immunization with
Jupanese encephalitis virus nonstructural protein NS) elicits protective immunity in
mice,” J. Virol. 72: 191-200 (1998); Konishi et al., “Induction of protactive immunity
against Japanese encephalitis in mice by immunization with a plaamid encoding
Japanese encephalitis virus premembrane and envelope genes,” J. Virol 72: 4925-4530
(1998); Chang et al., "A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice,” J. Virol. 74:
4244-4252 (2000)). The signal peptide sequences in these constructs are different in
the length of n-region which may or may not contain charged amino acids (Table 7).
'The n-region containing positively charged amino acids forms a short loop in the
cytoplasmic side that ceuses the h-region (transmembrane helix) to be inserted in & tail
orientation, exposing the signalase cleavage site. In our study, secreted VLPs
containing prM/M and E proteins could be purified from culture medium of the
pCDJE2-7 transformed coll lino, JB4B, or pCBJE1-14 transiently transformed COS-1
cells. The gradient-purified VLPs and virions have identical immunological and
biochemical properties. Processing efficiency from prM to mature M protein, the
hallmark of flavivirus morphogenesis, is also similar between VLPs and virion
particles. Thus, prM and E proteins expressed by pCDJE2-7 and pCBJE1-14 can be
exprossed as type I transmembrane proteins in the orientation aimilar to that of virion
prM and B (Chang et al., "A single intramuscular injection of recombinant plasmid

. DNA induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice,” J.

Virol. 74: 4244-4252 (2000)). Tn contrast, the prM protein of pcDNAEME could be
expressed as a type I membrane protein with its transmembrane h-region inserted in a
head orientation becauss of the absence of positively charged amino acids in its n-

region (Konishi et al., “Induction of protective immunity against Japanese encephalitis
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in mice by immunization with a plasmid encoding Japanese encephalitis virus
premembrane and envelope genes,” J. Virol 72: 4925-4930 (1998)). Efficient protein
synthesis in combination with the expressed protein having the correct topology,
particularly of the expressed prM and E, can enhance VLP formation and secretion, and

5 thus promote the immunogenicity of the DNA vaccine (Chang et al., "A single
intramuscular injection of recombinant plasmid DNA induces protective immunity and
prevents Japanese encephalitis in mice,” J. Virol, 74: 4244-4252 (2000)).

The use of computer-based computations, as described above, has been applied

t optimize the design of expression plasmid. In particular, the predictive power of the

10 SignalP-HMM program was applied to design the WN virus expression plasmid (Table
2) (Davis et al., "West Nile virus recombinant DNA veccine protects mouse and horse
from virus challenge and expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen thst
can be used in enzyme-linked immunosorbent assays,” J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)).
The pCBWN plasmid consists of a short version of JE virus signa! peptide followed by

15 WN virus prM-E gene sequence. Vaccine potential of this construct was amply
demonstrated, as a single i.m. injection of pPCBWN DNA not only inducex a protective
immunity but also prevented WN virus infection in mice and horses.

As discussed earlier, and as demonstrated in Examples 13-15, virus-encoded

signal sequence from the same virus as the antigen-coding regions is not neceasarily the

20 optimal signal peptide available. Purther, non-modified signal sequence is not
necessarily optimal. For example, the signal peptide encoded in the pCBIEL-14
plasmid can be improved, as measured by the signal sequence probability by shortening
n-region, by altering c-ragion sequencs, or by the combination of both modifications
(Figure 6). By way of illustration, a shoctened version of JB virus signal poptide has

25 been used for the expression of WN virus prM and E genes as described herein and in
papers incorporated herein by reference for the teaching (Davis et al., “West Nile virus
recombinant DNA vaccine protects mouse and horse from virus challenge and
expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen that can be used in enzyme-
linked immunosorbent assays,” J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)). Dose titration studies
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by single i.m. inoculation indicated that the pPCBWN was at least 2-4 fold more
immunogenic than pCBJE1-14 in mice.

Example 19, Multivalent vaccings. Multivalent and/or combination vaccines
designed to immunize ageinat multiple flaviviruses can also be produced. In
preparation of a multivalent vaccine, monovalent vaccine components are prepared that
include elements related to pathogens of interest, such as YF, different serotypes of
DEN, JE, WN, SLE and TBE (RSSE and CEB) viruses or any other combination of
flaviviruses. Design and production of DNA canstructs as described in the other
examples and in the specification are carried out as described. Combinations of
appropriate vaccines can be made to provide multivalent or combination vaccines
protective against multiple pathogens. Preliminary data from our group hss
demonstrated that i.m. injection of the cambined pCBJE1-14 and pCBWN DNA
vaccines induced JE virus- and WN virus-specific Nt antibodies in mice (Table 8).
Rach monovelent component, even if constructed using identical transcriptional and
translational regulators, should preferably be tested in an analogous mode] system to
ensure its vaccine potential. A combination vaccine cocktail can then be formulated.
These vaccine cocktails can be tailored specifically for particular geographic regions.
For example, a vaccine cocktail for tropical and subtropical Asia should include four
serotypes of DEN, WN and JE virus vaccines. Similarly useful vaccine cocktails for
Africa and Latin America should include four serotypes of DEN, WN and YF virus
vaccines and four serotypes of DEN, Rocio and YF virus vaccines, respectively.

& _Summary of axampla. A series of plasmids that encode the premembrane
(prM) and envelope (E) proteins of the dengue virus type 2 (DEN-2) were constructed.
These plasmids included an authentic DEN-2 prM-B construct (pCBD2-14-6XSEQ ID
NO:42) encoding the protein described by SEQ ID NO:43, s 90% DEN-2 E-10%
Japanese encephalitis (JE) virus E chimeric construct (pCB9D2-1J-4-3)(SEQ ID
NO:44) that encodes the proicin deacribed by SEQ ID NO:45 and an 80% DEN-2 E-
20% JE E chimeric construoct (pCB8D2-2J-2-9-1)X(SEQ ID NO:46) that encodes the
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protein described by SEQ ID NO:47. Monoclonal antibody (MADb) reactivity indicated
that all three plasmids expreased E protein epitopes that reacted with a panel of domein
1, 2 and 3 antibodies, However, only the pCB8D2-21-2-9-1 construct (SEQ ID NO:46)
secreted high levels of prM, M (matured prM) and B into the media of the plasmid-
transformed COS-1 cells. The major portion of the prM and B protein expressed by
COS-1 cells transformed with pCBD2-14-6 plasmid (SEQ ID NO:42) and by COS-1
cells transformed with pCB9D2-4-3 plasmid (SEQ ID NO:44) remsined membrane-
bound. Replacement of 20% of the sequence encoding the E protein of DEN-2 E with
sequence encoding the correspanding JE E protein sequence had no effect on MAbs
reactivity.

In testing, groups of mice recejved two intramuscylar immunization of selected
plasmids at 0 and 3-wks, and the immune responsc was cvaluatod by determining specific
neutralizing and ELISA antibody. The plasmid expressing secreted prM and E, which can
form subviral-particles (SVPs), was superior to other constructs in stimulating an antibody
response. Ninety percent neutralization titers ranging from 1:40to >1:1000 wers observed
from the 7 of 9 serum specimens of pCBED2-2J-2-9-1 immunized mice.

b, Importance of DEN-2 virus and vaccinea. Dengue (DEN) fover is an acute
infection that occurs in subtropical and tropical areas. It is one of the most important
flaviviral diseases of humans. As noted earlier, there are four distinct DEN serotypes
(DEN-1, DEN-2, DEN-3 and DEN-4) of dengue virus. Infection with any of these is
usually either asymptomatic or only causes & self-limited febrile ilincss known as
dengue fever (DF). However, in a ymall percentage of cases, dengue virus infection
results in a much more serious disease, life-threatening dengue hemorrhage fever or
dengue shock syndrome (DHF/DSS). Thus, while there are approximately 100 million
cascs of the relatively mild DF world-wide annually which are of limited concem, there
are also an estimated 500,000 hospitalized DHF/DSS cases reported annvally. To
protect againat this disease, a safc and effective DEN vaccine effective against all four
serotypes is required for administration to children and non-immune adults in‘the DEN
endemic and cpidemic regions.
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Safe vaccines must minimize the potential rigk of serious infection by virulent
viruses. Such virulent viruses can arisc by gene reversion ar recombination of some
types of vaccines derived from attenuated vaccine viruses. Such occurrences did arise
in the poliovirus eradication campaign (Guillot et al., "Natural Genetic Exchanges
between Vaccine and Wild Poliovirus Strains in Humans,” J. Virol. 74: 8434-8443
(2000); Liu et al., "Molecular Evolution of a Type 1 Wild-Vaccine Poliovirus
Recombinant during Widespread Circulation in China," J. Virol. 74: 11153-11161
(2000)). PFurther, genomic sequencing of an American strain of yellow fever virus,
TRINID79A, demonstratea that there is extensive similarity between this strain and the
attenuated yellow fever vaccine virus, FNV (Chang et al., "Nucleotide sequence
variation of the envelope protein gene identifies two distinct genotypes of yellow fever
viras," J. Virol. 69: 5773-5780 (1995); Pisano c1 al., "Complete nucleotide sequence
and phylogeny of an American strain of yellow fever virus, TRINID7SA," Arch. Virol
144: 1837-1843 (1999)). While not conclusive in and of itself, the similarity strongly
suggests that TRINID 79A is derived from the FNV vaccine virus.

The use of DNA-based vaccines is a novel and promising immunization
approach for the development of flavivirus vaccines (as described herein, in Chang et
al., "Plavivirus DNA vaccines: cument status and potential,” Ann. NY Acad. Sci. 951:
272-285 (2001), and in references cited therein). In this example, a number of DEN-2
vaccines were produced end the immune response in mice after i.m. immunization of
DEN-2 constructs were correlated with the efficiency of prM/M and B secretion. One
construct that led to the secretion of significant amounts of prM/M and E antigens was
shown to be capable of stimulating high titers of neutralizing antibodies in plasmid-
vaccinsted mice.

¢. Majerials and methods.

i, Cell culture and virua straing. COS-1 cells (ATCC, Manassas, VA; 1650-
CRL) were grown at 37°C with 5 % CO, in Dulbecco’s modified Eagle minimal
cssential medivm (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY) supplemented with 109% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS, Hyclone Laboratories, Inc., Logan, UT), ImM
sodium pyruvate, 1mM non-essential amino acids, 30 mi/liter 7.5% NaHCO,, 100
units/m] of penicillin, and 100 pg/ml of streptomycin. Vero and O6/36 cells were
grown under the same conditions used for COS-1 cells. DEN-2 virus, strain-16681,
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was used for cDNA cloning , IgG ELISA and the plaque reduction neutrelization test
(PRNT). Virus was propagated in the C6/36 cell culture. Virus used for
immunological or biochemical studies was purified by precipitation with 7%
polyethylene glycol (PEG-8000; Fisher Scientific, Fair Lawn, NJ) followed by
ultracentrifugation on 30% glycerol-45% potassium-tartrate gradients (Obijeaki et al.,
"Segmented genome and nuclcocapsid of La Crosse virus,” J. Virol 20:664-675
(1976)).

ii._Plasmid conatruction. Genomic RNA was extracted from 150 pl of C6/36
cell culture medium infected with DEN-2 16681 atrain using the QIAamp™ Viral RNA
Kit (Qiagen, Santa Clarita, CA). Extracted RNA was resuspended in 80 ul of diethy]
pyrocarbonate-treated water (DEPC, Sigma, ST. Louis, MO) and then used as a
template in reverse transcriptase-PCR (RT-PCR) amplification of DEN-2 virus prM
and E genes. Primer sequences (Table 9) were designed based on published sequences
{Gadkari et al., "Critical evaluation of Kyasanur Forest disease virus neutralizing
antibodies found in bats (a preliminary report),” Indian J. Med. Res. 64: 64-67 (1976);
Kinney et al., "Construction of infectious cDNA clones for dengue 2 virus: strain 16681
and its attenuated vaccine derivative, strain PDK-53," Virology 230: 300-308 (1997)).
The recognition and cleavage site for restiiction enzyme Kaal was incorporated at the
S’ terminus of the cDNA amplicon. An in-frame termination codon, followed by a
Notl restriction site, wes introduced at the 3'terminus of the cDNA amplicon. The
DEN-2 virus cDNA amplicon was digested with Kasl and Notl enzymes, and was then
inserted into the Kasl and Notl sites of a pCBJESS vector to form the 1009% DEN-2 E
plasmid, pCBD2-14-6 (SEQ ID NO:42).

‘To construct the 90% and 80% DEN-2 E plasmids, the 100% DEN-2 plasmid,
pCBD2-14-6 (SEQ ID NO:42), and the JE plaamid, pCBJE!-14 (SEQ ID NO:17), were
used as the PCR templutes to amplify DEN-2 and JE DNA sequence, respectively. Sets
of primers used in amplification reactions to abtain the DEN-2 and JB gene fragments
are listed in Table 9. T7 and SP6 priming sites are found in the pCBamp plasmid,
derived from original pCDNA-3 plasmid (Invitrogen, Carisbad, CA), and can be
utilized as desired or as required. PCR amplified DNA fragments for the 90% DEN-2-
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10% JE E protein gene were digested with BxtXT restriction endonuclease, ligated
using T4 DNA lignase, digested with Kasl and Notl enzyme, and inserted into the Kasl
and Notl sites of the pCBIESS vector to obtain the plasmid, pCB9ID2-1J-4-3 (SEQ ID
NO:44). PCR amplified DNA fragments for the 80% DEN-2-20% JE E gene were
digested with BsmBI, ligated with T4 DNA ligase, digested with Kasl and Notl
enzyme, snd inserted into the Kasl and Not] sites of the pCBJESS vector to obtain the
plasmid, pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46). Schematic representations of the three
plasmid constructs are shown in Figure 7. The 90% DEN-2-10% JE E and the 80%
DEN-2-20% JE E protein junction regions, respectively, are shown in Table 9.

Automated DNA dequencing was performed on an ABI Prism 377 Sequencer
(Applied Biosystems/Perkin Elmer, Foster City, CA) acconding to the manufacture’s
recommended procedures. Recombinant plasmids with the correct prM and B
sequences were identified using sequence analysis.

or green fluorescent protein expression plasmid control (pEGFP, Clonetech, San
Francisco, CA) using the protocol described elsewhere in the examples and in Chang et
al., ("A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA induces protective
immmunity snd prevents Japanese encephalitis in mice," J. Virol 74: 4244-4252 (2000)).
Electroporated cells were seeded onto 75 cm? culture flasks, and kept at 37°C and 5%
CO,, Six hours following electroporation the growth media were replaced with a
maintenance media containing 2% fetal bovine scrum. Tissue culture medium and cells
were harvested separately 48 hours following electroporation for antigen

Bniton pecific monoclon ntibodi

cight hours following clectroporation, adherent cells were trypsinized, resuspended in
PBS containing 5% goat serum, spotted on & 12 well spot-slide and air dried. Cells
adhered to the spot-slide were fixed with acetone for 10 minutes at -20"C and allowed
to air dry. E-protein specific monoclonal antibodies (MAb) worc used to detect protoin
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expression by the indirect immunoflucrescence antibody assay (IFA), as deacribed
previously (Table 10; Chang et al., "A single intramuscular injection of recombinant
plasmid DNA induces protective immynity and prevents Japanese encephalitia in
mice,” J. Virol. 74: 4244-4252 (2000)).

SCRCte 0 Tissue culture
medium was harvested 48 hours following electroporstion. Antigen-capture (Ag-
capture) ELISA was used to detect secreted DEN-2 virus antigen in the culture medium
of transiently transformed COS-1 cells. The MAb 4G2 and horseradish peroxidase-
conjugated MAb 6B6C-1 were used to capture the DEN virus antigens and detect
captured antigen, respectively (Chang et al., A single intramuscular injection of
recombinant plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice,” J. Virol. 74: 4244-4252 (2000); Hunt et a)., "A recombinant
particulate antigen of Japanese encephalitis virus produced in stably-transformed cells
is an effective noninfectious antigen and subunit immunogen,” J. Virol. Methods. 97:
133-149 (2001)).

» - - o - ]
(g ity 100 Of the reCOMBINnANS LLIN- 2 pp

1 el

Forty-eight hours following electroporation, transformed cells for each plasmid
wers trypsinized and resuspended in PBS as aliquots contmining S x 10° cells. These
cell samples were processed for membrane protein extraction using the Mem-PER
mammalian membrane protein extraction reagent kit (Pierce, Rockford, IL) following
the manufacturer’s suggested protocol. Both hydrophobic and hydrophilic proteins are
isolated. This procedure was developed for enrichment of integral membrane protein
found in the hydrophobic phase. Both hydrophobic and hydrophilic fractions were
snalyzed by Ag-capture ELISA for DEN-2 recombinant antigen.

Recombinant antigen in the medium was concentrated by precipitation with
10% polyethylene glycol (PEG)-8000. The precipitant was resuspended in TNE buffer
(50 mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7.5) to 1/100* of the original volume,
clarified by centrifugation, and stored at 4° C. Recombinant antigen concentrated by
PEG precipitation and resuspended in TNE buffer was extracted with 4.0 % ethanol to
remove residual PEG (Hunt et al,, "A recombinant particulate antigen of Japaness
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encephalitis virus produced in stably-transformed cells is an cffective noninfectious
antigen and subunit immunogen,” J. Virol. Methods. 97: 133-149 (2001)). Ethanol-
extracted antigens, hydrophobic membrane proteins from the transformed cells and
gradient-purified DEN-2 virions were analyzed on &8 NuPAGE, 4-12% Bis-Tris gradient

5 gel in an Excel Plug Electrophoresis Apparatus™ (Invitrogen Corp., Carisbad CA),
followed by electroblotting onto nitrocellulose membranes using a Excel Plus Blot Unit
(nvitrogen Carp.)/DEN-2 virus-specific protein wes detected by western blot using
DEN-2 virus specific MAbs 1A6A-8 (B specific) and 1A2A-1 (capsid specific), as well
as rabbit antiserum specific for DEN-2 prM and mouss serum specific for a peptide

10 composed of amino acid 1-34 of the DEN-2 M protein, and normal mouse ascitic fluid

was used as negative control (Murray et al., "Processing of the dengue virus type 2
proteins prM and C-prM," J. Gen. Virol. 74 (Pt 2): 175-182 (1993); Rochrig et al,
"Monoclonal antibody mapping of the envelope glycoprotein of the dengue 2 virus,
Jamaics,” Virology 246: 317-328 (1998)).

15 vi. Mouge vaccination. Groups of ten, three-wk-old female ICR out-bred mice
were used in the study. Mice were i.m. injected with pCBD2-14-6, pCB9D2-1J4-3,
pCB8D2-2J-2-9-1 or pEGFP on week-0 and week-3 at & dose of 100 pg in a volume of
100 ! per mouse. The plasmid DNA was purified from XL-! blue cells with EndoFree
Plasmid Giga Kits™ (Qiagen) and resuspended in PBS, pH 7.5, at a concentration of

20 1.0 ug/ul. Mice that received 100 ug of pPEGFP were used s plasmid-veccinated
controls. Mice were bled every 3 wks following injection, and the DEN-2 virus
specific antibody responae was evaluated by use of indirect ELISA and PRNT.

yii. Serological teats. Pre- and post-vaccination serum specimens were tested
for antibody binding ability to purified DEN-2 virion by ELISA, for neutralizing (Nt)
25 antibody by PRNT, and for antibodies that recognize purified DEN-2 virus proteins by
Westem blotting. PRNT was performed with Vero cells, as previously described
(Chang et al., A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA jnduces
protective immunity and preventa Jepanese encephalitis in mice,” J. Virol. 74; 4244~
4252 (2000)), using DEN-2 (strain-16681) and JE (strain-Nakayama) virus. Endpoints
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were determined at a 90% plague-reduction level (FHunt et al., "A recombinant
particulate antigen of Japanese encephalitis virus produced in stably-transformed cells
is an effective noninfectious antigen and subunit immunogen,” J. Virol. Methods. 97:
133-149 (2001)).

the prM and E genes of DEN-2 virus or a chimeric E gene from a combination of DEN-
2 and JE virus sequences (80% DEN-20% JE or 90% DEN-10% JE) was sccomplished
by separate transformations of each of the three recombinant DEN-2 DNA plasmids
into COS-1 cells. The basic plasmid design was based on resuits from previous studies
with JE virus and WN virus recombinant plasmids in which plasmid-transformed cells
expressed, and secreted authentic virs! proteins into the cell culture fluid (Chang et al,,
*A single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA induces protective
immunity and prevents Japanese encephalitis in mice,” J. Virol. 74: 4244-4252 (2000);
Davis et al., "West Nile virus recombinant DNA vaccine protects mouse and horse
from virus challenge and expresses in vitro & noninfectious recombinant antigen that
¢an be used in enzyme-linked immunosorbent assays,” J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)).
Transient expression of DEN-2 recombinant proteins was initially assessed by Ag-
capture ELISA of cell culture supernatants and by IFA of acctone-fixed, transformed
COS-1 cells (Chang et al., "A gingle intramuscular injection of recombinant plasmid
DNA induces protective immunity and prevents Japanese encephalitis in mice,” J.
Virol. 74: 4244-4252 (2000))- The point of optimum antigen expression was
determined to be 48 hours following clectroporation,

‘mansient cxpression of DEN-

COS-1 cella. The DEN-2 protein expressed by each of the recombinant plasmids was
evaluated by IFA using a pancl of murine MAbs with known reactivity to DEN-2 virus
(Teble 10; Henchal et al., "Epitopic analysia of antigenic determinants on the surface of
dengue-2 virions using monoclonal antibodies,” Am. J. Trop. Med. Hyg. 34: 162-169
(1983); Roehrig et al., "Monoclonal antibody mapping of the envelope glycoprotein of
the dengue 2 virus, Jameica,” Virology 246: 317-328 (1998)). The MAD panel included
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aniibodics reactive with each of the three antigenic domains of the E protein of
flaviviruses as well as prM and C proteins. (Mand] et al., "Antigenic structure of the
flavivirus envelope proiein E at the molecular level, using tick-bome encephalitis virus
as a model,” J. Virol. 63: 564-571 (1989); Rey et al., "The envelope glycoprotein from
tick-borne encephalitis visus at 2 A resolution,” Nature 375: 291-298 (1995)). The
MAbs specific for flavivirus antigenic Domains 2 and 3 showed nearly identical
qualitative reactivity with DEN-2 virus and each of the thres plasmid-expressed
proteins. One of the Domain 1-specific MAbs, 1B4C-2, also showed & similar
reactivity pattern with alt expressed proteins. However, twa of the Domain 1-specific
MAbs, 2B3A-1 mud 9A4D-1, were much less reactive with E protein expressed by
plasmids pCBD2-14-6 and pCBSD2-1J-4-3 as shown by endpoint titration (values in
parentheses, Table 10). Comparison of the endpoint titers revealed the apparent poor
expression of epitopes C3 and C4 in constructs containing 100% DEN-2 E and 90%
DEN-2 E-10% JE E. MAb 2H2, specific for prM, had the same reactivity with entigen
expressed by all three plasmids. Anti-C MAb 1A2A-1 reacted well with DEN-2 virus
and had Jow level, non-specific reactivity with the plasmid-expressed viral proteins,
which included prM and B, but not C.

tach of the three DEN-2 recombinant plasmids. Similar amounts of cell culture flui
were harvested from COS-1 cells 48 hours post-transformation for each recombinant
DEN-2 plasmid. Secreted recombinant antigen found in the culture fluid was
concentrated 100-fold by PEG precipitation, followed by ethanol extraction to remove
PEG which interfered with subsequent analysis by polyacrylamide gel electrophoresis.
The relstive amount of secreted antigen expressod by each plasmid was determined by
Ag-capture ELISA analysis of both PEG-precipitated and ethanol-extracted cell culture
fluid preparations (Table 11). Secreted antigen was detected only from cells transfected
with pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:34), which contained 80% DEN-2 E and 20% JE
E genes. The recombinant plasmids containing either 100% DEN-2 B or 90% DEN-2
E-10% JE E genes produced no ELISA-detectable antigen in the culture fluid, despite
efforts to concentrate expressed protein.

e-D '
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Western blot analysis was siso used to evaluate the production of secreted
antigen by each of the DEN-2 recombinant plasmids. For comparison purposes,
equivalent volumes of PEG-precipitated, ethanol-extracted cell culture supernatant
were run on NuPAGE gradient gels, electroblotted to nitrocellulose, and analyzed using
MADbs or polyclonal antisera capable of reacting with all DEN-2 structural proteins
(Figure 8A). Western blot analysis showed greater sensitivity in detecting recombinant
antigen than Ag-capture ELISA since DEN-2-specific proteins were detected in the
culture fluid from two of the plasmids, pCB8D2-2J-2-9-1 and pCB9D2-1J4-3 (SEQ ID
NOS:46 and 44, respectively). Plaamid pCB8D2-2)-2-9-1 (SEQ ID NO:46) expressed
the greatest amount of secreted antigen which was shown to be composed of E, prM,
and M proteins. Relatively loss secreted antigen was produced by pCB9D2-1J-4-3
(SEQ ID NO:44) and barely detectable levels were found for the pCBD2-14-6 (SEQ ID
NO:42) preparation, which appeared to contain relatively less expressed E protein,
especially if the non-specific reactivity of the E-specific MAb, LAGA-8, on the control
pPEGFP was taken into consideration (Figure 8A, lanes a, b for 14-6 and GFP).

Since E, prM, and M are membrane-associated proteins throughout their
intracellular synthesis, any assessment of the expression of these proteins by the three
recombinant DEN-2 plasmids should include an evaluation of cell membrane
preparations from plasmid-transformed cells. The Mem-PER Mammalian Membrane
Protein Extraction Reagent kit (Pierce) was used to isolate the integral membrane
proteins from equivalent numbers of cells transformed by each of the recombinant
plasmids. Hydrophobic proteins were separated from hydrophilic proteins by phase
partitioning. Preliminary analysis by Ag-capturc ELISA indicated that the hydrophilic
protein fraction was non-reactive; however, the hydrophobic protein fractions from
COS-! cells transformed with each of the recombinant DEN-2 plasmids had similar
titers in ELISA tests (Table 11). These results indicated that recombinant antigen
encoded by all three plasmids was expressed following transformation, but that the
recombinant antigens expressed were not all secreted at the same level,

Confirmation of the Ag-capture results for the hydrophobic protein fractions
was accomplished by western blot (Figure 8B). Equivalent volumes of hydrophobic
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protein fractions from each of the plasmid-transformed cells were diluted according to
the manufacturer’s recommendations for SDS-polyacrylamide gel electrophoresis in
order to reduce band and lane distortion. Immuncbloting with E-, prM-, C-, and M-
specific MAbs or polyclonal antisera demonstrated that all three recombinant DEN-2
plasmids induced the production of similar smounts of recombinant antigen composed
of E and prM. No M protein was detected, either because it was not processed from
prM or because the levels were too low to be detected. Despite efforts to reduce band
distortion, high levels of detergent in the hydrophobic protein samples apparently
caused E and prM to run in a slightly aberrant manner (slower migration) compared to
samples without such high concentrations of detergents (compare E and prM migration
in Figure 8A and 8B).

- i jds. Three-week old ICR mice were immunized by
j.m. injection with 100 pg of pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46), pCBID2-1J4-3
(SEQ ID NO:44), pCBD2-14-6 (SEQ ID NO:42), or pEGFP on weeks 0 and 3. Mice
were bled 3, 6, and 9 weeks after the primary immunization. Individual and pooled
sera were tested by indirect ELISA, using screening dilutions of 1: 100 and 1:400 at 3
and 6 weeks post-vaccination and endpoint titrations at 9 weeks post-vaccination.
Nine-week sera were also tested by PRNT with both DEN-2 and JE viruses. The
ELISA results showed that after one immunization (3-week sers), all mice given
pCBED2-2J-2-9-1 had seroconverted, wheress only 50% of pCB9D2-1J-4-3 end 20%
of pCBD2-14-6-vaccinated mice reacted with DEN-2 virus (Table 12). By 9 weeks
post-vaccination, all mice vaccinsted with either pCB8D2-2J-2-9-1 or pCBD2-1J-4-3
demonstrated anti-DEN-2 ELISA reactivity; however, the geometric mean titens
differed significantly (titers of 1:20,000 varsus 1:708, respectively). Only 40% of
pCBD2-14-6-immunized mice had anti-DEN-2 ELISA titers greater than 1:100. A
westem blot of pooled 9-week sera from pCB8D2-2J-2-9-1-immunized mice on
purified DEN-2 virus showed that the immunodominant response was to the B
glycoprotein. Slight reactivity reactivity to prM sand M were also detected.

More significantly, in terms of eveluating the vaccine potential of the three
DEN-2 plasmids, the induction of virus-neutralizing antibody in 7of 9 mice immumized

75



WO 02/081754 PCT/US02/10764

10

15

25

0udpsl

with pCBBD2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46) was observed based on a 90% plaque-
reduction exxipoint (Table 10). However, if 8 50% neutralization endpoint is used, then
all 9 of 9 sera have PRNT titers of ? 1:40. Ninety percent ncutralization titers ranged
from 1:40 to >1:1000 for the 7 sera with neutralizing activity. None of the mice
immunized with pCB9D2-1J-4-3 produced neutralizing antibody, and only 1 of 10 sera
from pCBD2-14-6-vaccinated mice neutralized virus, but at a titer of only 1:8.

Since two of the recombinant plasmids, namely pCB9D2-1)4-3 (SEQ ID
NO:44) and pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46) contained JE virus E-gene sequences,
all sera were also svaluated for the presence of JE virus neutralizing activity. However,
no such activity was detected at the 90% neutralization endpoint for mice in any of the
immunization groups. Not surprisingly, mice immunized with the control plasmid
PEGFP exhibited no reactivity to either DEN-2 or JE viruses.

& Discussion. The same steps used earlier for the JE and WN vaccines was
initially used to construct a recombinant DEN-2 plasmid, pCBD2-14-6 (SEQ ID
NO:42), consisting of the authentic DEN-2 prM and B gene region. Antigenic mapping
of DEN-2 proteins expressed by COS-1 cells transformed by this plasmid, using a
panel of MAD by IFA, indicated the prM and E protein had a campatible fluorescent
intensity and a similar MAD reactivity as virus infected cells (Table 10). However,

these COS-1 cells transformed by the plasmid encoding an authentic DEN-2 prM and B

region falled to secrete detectable DEN-2 antigen into the culture fluid (28 measured by
antigsn-capture ELISA). In addition.'vmcinaﬁan using the plasmid encoding an
authentic DBN-2 prM end E region failed to stimulate anti-DEN-2 virus neutralizing
antibody in i.m. immunized-mice (Table 13). Interestingly, transformation of cells by
pCBD2-14-6 resulted in a punctuated-globular fluorescent staining that suggested that
the C-terminus of the E protsin of DEN-2 may contribute to that protein’s membrane
retention signal. This IFA staining pattern was not observed in cither the JE or WN
construct-transformed cells (Chang et al., "A single intramuscular injection of
recombinant plasmid DNA induces protective immunity and prevents Japancse
encephalitis in mice,” J. Virol. 74: 4244-4252 (2000); Davis ct al., "West Nile virus
recombinant DNA vaccine protects mouse and horse from virus challenge and
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expresses in vitro & noninfectious recombinant antigen that cen be used in enzyme-
linked immunosorbent assays,” J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)). Therefore, in light of
the observation made in accordance with the teachings of the present application, two
additional plasmids, pCB9D2-11-4-3 {SEQ ID NO:44) and pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID
NO:46), in which appropriate manipulation of the DNA sequence was made for 10 %
or 20 % of C-terminal E of DEN-2 to be replaced with the corresponding region of JB
virus B protein, respectively. Relative effectiveness of the different constructs in
stimulating detectable anti-DEN-2 ELISA antibody in vaccinated mice is shown in
Table 13.

‘These results are consistent with the model that interactions between prM and B
can influence the processes of particle assembly and secretion. Support for this model
can be found in a study of tick-barne encephalitis virus that putatively suggests that
interactions between prM and the ectodomain of B are involved in prM-mediated
intrace]lular transport of prM-E, thus, secretion of virus-like particle (Allison et al.,
"Mapping of functional elements in the stem-anchor region of tick-bome encephalitis
virus envelope protein E,” J. Virol. 73: 5605-5612 (1999)).

In the present example, replacing & C-terminal portion of DEN-2 E protein with
JE E protein, corresponding to TBE H1™* to TM2, resulted in DEN-2 prM protein and
chimeric E protein secretion. However, in contrast, replacement of TM1 and TM2, in
TBE, caused only & minor improvement in antigen secretion. The major portion of the
prM end B protein expressed by either COS-1 transformed pCBD2-14-6 and pCB9D2-
4.3 plasmid remained membrane-bound (Teble 13). These results indicated that an
unidentified membrans retention sequence is located in the C-terminal stem region of
DEN-2 E protein. Substitution of thia C-terminal stem region with sequence from the

JE virus removes or renders ineffective this retention sequence.

It has been asserted by others that the prM protein is essential for maintaining
proper conformation and secretion of E protein during prM-E maturation (Aberle ot al.,
“A DNA immunization mode] study with constructs expressing the tick-borne
encephalitis virus envelope protein B in different physical forms," J. Immunol. 163:

17
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6756-6761 (1999), Allison et al., "Synthesis and secretion of recombinent tick-borne
encephalitis virus protein B in soluble and particulate form,” J. Virol 69:5816-5820
(1995)). Further, it has also been demonstrated that the ectodomain of the E protein
interacts with prM. This interaction has been estimated to involve amino acid sequence

5 within amino acid residues 200-327 of B in ths Mintay Valley encephalitia virus
(Guirakhoo et al., "The Murray Valley encephalitis virus prM protein confers acid
resistance to virus particles and alters the expression of epitopes within the R2 domain
of E glycoprotein,” Virology 191: 921-931 (1992)).

Proper prM and E interactions and retained integrity of the E protein's structure

10 are likely maintained in the protein expressed by all three DEN-2 conatructs, at least
insofar as they are required for immunoreactivity. Furthermore, the replacement of the
C-terminus 20 % E in the pCBED2-21-2-9-1 resulted in a protein that maintained 395
amino acids of authentic DEN-2 E. Any such modification is expected to have minimal
influence on E and prM-E interactions and their influence on the antigenic neture of the

15 chimeric E protein. As replacing the C-terminus region of DEN-2 E with JB stem-
anchor sequence had no effect on MAbs reactivity (Table 10), retention of the DEN-2
sequence so replaced can only be optional in attaining 8 DEN-2 specific immunological
response.

Previously, it has been shown that a plasmid construct encoding a secreted

20 subviral pasticle of tick-bome encephalitis virus prM and B protein was superior, in
terms of the extent and functionality of the antibody response and in terms of response
to virus challenge, to other constructs that encoded C-terminally truncated soluble E-
dimer that was secreted, full-length B that was not secreted, or a truncated E that was
not efficiontly secroted (Abezle et al., "A DNA immunization model study with

25 constructs expressing the tick-bomne encephalitis virus envelope protein E in different
physical forms,” J. Immunol. 163: 67566761 (1999)). However, here we have
demonstrated that the vaccine potency of DEN-2 DNA is correlated with the secretion
of prM/M and E (Table 13). The morphology and physical character of sacreted prM
and E were not demonstrated in this study. However, the prM and E, secreted by the

30 pCB8D2-2J-2-9-1 conatruct, does likely form a viral-like particle. It is believed that

18
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the presentstion of multiple protective entigens on the particle surface improves vaccine
potency of this construct.

Previous attempts for the development of DEN-2 virus DNA vaccine has
resulted in varying degrees of success (Kochel ¢t al., "Inoculation of plasmids
cxpressing the dengue-2 envelope gene elicit neutralizing antibodies in mice," Vaccine
15: 547-552 (1997); Konishi et al., "A DNA vaccine expressing dengus type 2 virus
premembrane and envelope genes induces noutralizing antibody and memory B cells in
mice,” Vaccine 18: 1133-1139 (2000)). To improve the level of effectiveness, differing
strategics have been adopted. For example, coimmunization of the immuno-
stimulatory CpG motif containing pUC19 plasmid, plasmid expressing murine GM-
CSF in the vaccine regimen, or replacing C-terminus 43 amino acid of E with

the DEN-2 vaccine has been used (Porter et al., "Protective efficacy of a dengue 2 DNA
vaccine in mice and the effect of CpG imumuno-stimulatory motifs on antibody
responses,” Arch. Virol 143: 997-1003 (1998); Raviprakash et al., "Synergistic
Neutralizing Antibody Response to 2 Dengue Virus Type 2 DNA Vaccing by
Incorporation of Lysosome-Associated Membrane Protein Sequences and Use of
Plasmid Expressing GM-CSF," Virology 290: 74-82 (2001)). Unmethylated CpG
motifs directly sctivates macrophages, natural killer cells and lymphocytes to secrete
cytokines and chemokines, and supposts the development of immune responses
mediated by Thl cytokines (Manders et al., "Immunology of DNA vaccines: CpG
motifs and antigen presentation,” Inflamm. Res. 49: 199-205 (2000)). However,
inclusion of the CpG might bias the host's cytokine profile and thersby contribute to
the both the development of Th-1-mediated organ-specific autoimmune disorders and
interfere with immune homeostasis (Smith et al., "The regulation of DNA vaccines,”
Curr. Opin. Biotech. 12: 299-303 (2001)). There is also evidence in mice that excess
levels of cytokine, although increasing the response of certain T-helper cells, can
decrease or shutdown the response of other actors in the immune response, leading to
generalized immunosuppression or chronic inflammation (Robertson et al., "Assuring
the quality, safety, and efficacy of DNA vaccines,” Mol Biotechnol. 17: 143-149
(2001)). Coarrespondingly, the safety and efficacy of flavivirus DNA immunization
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could be benefited by manipulation of an expresaion plasmid to enhance transcription
and translation and targeting prM and B proteins for secretion that promote carrect
polyprotein processing and assembly (Chang et al., "Flavivirus DNA vaccines: current
status and potential," Ann. NY Acad. Sci. 951: 272-285 (2001)). Future improvements

5 could be focused on enhancing DNA uptake by antigen presenting cells or by muacle
cells (Rodriguez et al., "Enhancing DNA immunization,” Virology 268: 233-238
(2000)).
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Table 2. Characterbxation of proteins expressed by a pCDJE2-7 stably
transformed clone (JE-4B) of COS-1 cells with JE virus-reactive antibodies.

003087

Biological Activity of Mab Immunofluorescent intensity of
Mab or cells
antiserum Specificity Biological JEV infected 4B
Function
Mab:
MC3 JBV Specific 2+ 2+
22 JEV Specific HLN 4 4+
112 JEV Specific 4+ 4+
503 JEV Specific N 4+ 3+
109 Subgroup HI 2+ 1+
N.O4 Subgroup | HL N 3+ 4+
201 Subgroup 1+ 1+
203 Subgroup 4 3+
204 Subgroup 2 2+
301 Subgroup HI 2+ 2+
504 Flavivirus 4+ 4+
GB6C-1 Flavivirua 2+ 2+
3B4CA4 VEE : :
| HIAF:
Anti-JTEV 4+ H
Anti-WEE - -
PBS — -
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Table 4. The age-dependent percent seropositive rate in mice following 2A
vaccination with varicas JEV vaccines.
3-day old 3.wesk old
3 weeks PV 7 weeks PV 3 woeks PV 7 wooks PV
TEVAX ) 0 100 100

PCONACAT 0 0 0 o

| pCoyE27 % 0 % %

1BJES14 10 60 K] 100

114 20 100 100 100
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Table 5. Protection from JEV challenge in 8 week old mice following vaccination
at 3 days old with various JEV vaccines.

Vaccine Pre-challenge JEV | ___D# -challenge survival mate f‘bf
seroconversion 6 7 8 9
JE-VAX 0 100_| 60 40 40
PCDNAJ/CAT 0 100 __s_o 30 | 30 30
pCDIE2-7 60 ‘| 100 | 100 | 100 | 100 @-1
pCIBJES14 60 100 | 100 | 100 | 100 | 200 |
|_pCBIEL-14 100 _100 | 100 ] 100 | 100 | 100

a5

a0
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Table 6. Evaluation of the ability of maternal antibody from JEV-nuelele acid-
vaccinated famale mice to protect their pups from fatal JEV encephalitis.

Vaccinated mother
Vaccine PRNTyp,
i xpCOJERT 40 4 vl
2 x pCDJE2-7 50 4 12/12 112

2x JE-VAX 20 3 16

2 x pCONA-ICAT <10 5 /14
| 1xpCOIERT 2 18 s 55 |
2 x pCDIE2-7 40 14 12 78
| 2x JE-VAX 80 13 85 Vs

2 x pPCDNA-J/CAT <10 14 14

Mice were inoculated intramuscularly with 1 or 2, 100 gg dose of plasmid DNA, or subculancously with
two, 1/5 hurnan dose of JB-VAX vaccine. Sern wers collected 9 wesks post-vaccination for PRNT
testing prior i mating with non-immune male.

I: No Survivorsiotal for each ltter.

: Number of JEV ELISA-antibody-positive animals (ther 2 1:400)/No. of survivors; sera were colleciad
for testing 12 weeks after challenge.
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Table 7. Characteristic of the signal peptides and their vaccine of potentials among flavivirus DNA vaccine constructs

Signllp_alli:ﬁb
SP AP Cie Inmunization

protocol/protection

Plasmid Signal peptide soquence preceding prM protein
pSIE1 LTI SRRRGOTRSLUGLAAL IGLASS/ LQLLETYOG (58Q IDWD: 32) 0.702 0292 0352 im x Z/Partial
pIME 0998 0000 0778 im x 2/Putial

MWLASLAVVIACAGA/MKLSNFQGK (SEQ IDNO:33)

pCIEME WNEGS IMWLASLAVVIACAGA/MKLSNFQGK (SEQ IDMO: 34) 0985 0.012 0.785 imx 2/100%
pCBIEI-14 MCREQNERGGNEGS IMWLASLAVVIACAGA /MELSNFQGK (SEQ IDNO: 350 0.791 0.199 0623 im x 1/100%
PCDNAIpM-E MSKKROGSETSVLMVIFMLIGFAMA/LELSNFQGK (SEQ IDNO:36) 0.721 0277 0.622 im x4/ Partial
' &g X 2-4/100%
pCBWN MGEKRSAGSTMWLASLAVVIACAGA/VTLSNFQGK(SEQ IDNO:37) 0576 0024 0526 im x 1/100%
pIOIZDIME  MNVLRGFRKEIGRMLNTLNERRRTAGMTTMITPTVMA/ FELTTRNGE (SEQ IDNO:38)  0.165 0778 0.164 id x 2/Noue
SV-PE MVGLQERGERESATOWMSWLLVITLLGNTLA/ATVRERRAD (SEQ TDNO:39) 0943 0056 0899  imorggx2/100%
w. ) MGWLLVVVLLGVTLA/ATVRKERGD (SEQ IDNO: 40) 1.000 0.000 0912 25X 2/100%
pwng:aon- men/aw(smznm=41) 0999 0000 0821 38X 2/100%

“The SignalP HMM program was applied to calculate signal peptide (SP), anchor peptide (AP) and signalase cleavage site (C site) probabilitics.
and peM is indicated by */”. DNA vaccines were inoculated by intreamsciuar (im), intradermal (id), or gene gum (g3) method.
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Table 8. Neutralizing antibody (Nf) responses in mice immunized with different doses of the
combined WN and JE virus DNA vaccines.

PCBWN + pCBIEI-14 PCB Control
Dose per plammid (ug) T100+100  40+40 20 +20 10+10 100
Percentage of mice with Nt :
WNvin/JEviue  100/100  100/70 70/0 60N 0/0
Rangs of PRNTy, titer:
WNvius 1:320-1:80 1:80-1:20 1:80-<L:10 120-<I:10  <I:10
JEvirus: 1:40-1:10 1:10-<]:10 <1:10 <1:10 <1:10

Groups of tea, three-week-old female ICR out-bred mice were 1.;m. injected with & single doss of
Combined plesmid DNAS as indicated. The serum specimens collected 12-week afier immumization were
assayed by the plaque-reduction ncutralization test (PRNT). The cod-point titers against IE and

WN virus were calcalated based on the 90% percent plague reduction using JE virus (stmin SA-14) and
West Nils virus (strain NY-6480), respoctively. '

YSLIS0T0 OM
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Table 9. Oligonucieotides used to construct DEN-2 virus prM-E expression
plasmids, and the junction region of chimeric DEN-2 and JE E indicated.

00094

100% DEN-2 priv-E:

D2Kasl-438° 5 TGTGCAGGCGCCTTCCATITAACCACACGTAACG (SEQ ID NO:AS)
CD2Notl-2402  5' TCGAGCGGCOGCTCAACTAATTAGGCCTGCACCATOGACTC (SEQ ID NO:49)

%% DEN-2E & 10% JEE:

Y] 5 CTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGG (SEQ ID NO:50)

CD2BstXI-2244 5 ATAGATTGCTCCAAACACTIGGTOG (SBQ ID NO:51)

JE-2281 5' ACTCCATAGGAAAAGCOGTTCACC (SEQ ID NO:52)

CSP6 §' GOGAGCTCTAGCATTTAGGTGACACTATAG (SEQ ID NO:S3)
DEN-2= m=JE

90-10 Junction: Leu His Gln Val Phe Gly Gly Ale Phe Arg Thr (SEQID NO:55)
CTC CAC CAA GTG TTT GGT GGT GCC TTC AGA ACA (SEQ ID NO:54)

80% DEN-2E & 20% JE E:

7 S CITATOGAAATTAATACGACTCACTATAGG (sinmno:m
CD2BsmBl-2097 5 GAATTCGICTCACTTCCTITTCTTAAACCAGTTGAGCTTC (SEQ ID NO:57)
JEBsmBI-2175 5 GGAATTCGICTCGGAAGCACGCTGGGCAAGG (SEQ ID NO:58)

CSP6 5' GCGAGCTCTAGCATTTAGGTGACACTATAG 3' (SEQ ID NO:$9)

DEN-2» m]JE
80-20 Junction: Asn Trp Lys Lys Gly Ser Thr Leu Gly Lys Ala (SEQID NO:61)

AAC TGG TTT AAG AAA GGA AGC ACG CTG GGC GCC (SEQ ID NO:60)

* Restriction enzyme sites encoded in oligonucleotides were highlighted by the bold,
italic and underline.
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Table 10. Characterization of DEN-2 E giycoprotein epitopes expressed by the recombinant DEN-2 plasmids as determined
by the Indirect fluorescent antibody assay (IFA).

Antibody Controls' Plasmid construct
MAD (Epitope)’ Anfigenic Domain' PRNT®  DEN-2  Norml pCBD2.146 pCBID2-1143 pCB8D2-2-25-1
infected cells  cells
402 (Al) 2 - 4~ - 4+ 4+ 4
4ES (A2) 2 Yes 3+ - 34+ 34+ 23
1B7 (AS) 2 Yes 34+ - 4+ ~ 23+
1B4C-A(CI) 1 No  34+(8000) - 23+(4000) 23+ (4000) 2-3+ (8000)
2B3A-1 (C3) 1 No  3-4+(23200) - 3+(100) 2+ (100) 2-3+ (23200)
9AD-1 (C4) 1 No 34 . 23+ (400) 1-3+ (400) 3+ (212800)
3HS (B2) 3 Yes 4 - 4+ 4 4+
10A4D-2 (B3) 3 Yes 23+ - 34+ 34 23+
1AID2 (B4) 3 Yes “ - 344+ 4“4
9DI26 Yes 24+ 23+ 23+ 34+
m M No 4+ - 4 34+
1A2A-1 Capsid No 23+ - I+ 2%+ 12+
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"IFA substrates were acctone-fixed COS-1 cells, cither infected with DEN-2 16681, uninfected controls, or transformed with a DEN-2
recombinant plasmid.

*Monoclonal antibodies were used at a predetermined optimum dilution based on reactivity with DEN-2 16681 virus. For some
MAbs, endpoint titers, shown in parentheses, are reported and for others, oniy qualitative values are reported based on a scale from 1+
to 4+, with 3-4+ considered positive, 2+ equivocal, and 1+ negative.

“Antigenic domains based on the E-glycoprotein of TBE virus (Mandl et al., “Antigenic structure of the flavivirus envelope protein E
at the molecular level, using tick-bome encephalitis virus as a model,” J. Virol. 63: 564-571 (1989); Rey et al., “The envelope
glycoprotein from tick-bore encephalitis virus at 2 A resolution,” Nature 375; 291-298 (1995)).

“Plaque-reduction neutralization activity at a 1:100 dilution of ascitic fluid, using a 90% plaque-reduction endpoint, except for 4G2
and 9D12-6, for which a 50% neutralization endpoint is reported (Henchal et al., “Epitopic analysis of antigenic determinants on the
surface of dengue-2 virions using monoclonal antibodies,” Am. J. Trop. Med. Hyg. 34: 162-169 (1985); Rochrig et al., “Monoclonal
antibody mapping of the envelope glycoprotein of the dengue 2 virus, Jamaica,” Virology 246: 317-328 (1998)).
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Table 11. Detection of secreted and membrane-bound DEN-2 recombinant protein by
antigen-capture ELISA. '

Plasmid Sample type BEndpoint ELISA titer
pCBD2-14-6 PEG-precipitated culture flnid® <1:10
pCBD2-14-6 PEG-precipitated, cthanol-

extracted culture flujd® <1:20
pCBD2-14-6 Hydrophobic membrane protein
preparation® 1:160
pCB9D2-1J4-3 PEG-precipitated culture fluid" <1:10
pCBYD2-1J-4-3 PEG-precipitated, ethanol-
extracted culture fluid® <1:20
pCB9D2-1J4-3 Hydrophobic membrane protein
preparation® ' 1:80
pCB8D2-2J-2-9-1  PBG-precipitated culture fluid* 1:640
pCB8D2-2]-2-9-1 PEQ-precipitated, ethanol-
extracted culture fluid® 1:80
pCB8D2-2J-2-9-1  Hydrophobic membrane protein
preparation” 1:80
pEGFP PEG-precipitated culture fluid® <1:10
pEGFP PEG-precipitated, ethanol-
extracted culture fluid® <1:10
pECFP Hydrophobic membrane protein
preparation® <1:10

*Culture supernatant from plaamid-transformed cells was precipitated with 10%

polyethylene glycol (PEG) and resuspended in 1/100™ of arginal volume.
YPEG-precipitated culture supernatant was extracted with 4% ethanol to remove
PEQ and the pellet was resuspended in 1/5 of the volume extracted.
*Hydrophobic membrane fractions were prepared as described in Materials and
Methods.
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Table 12. Immunogenicity of three DEN-2 recombinant plasmids in ICR mice.

ELISA on DEN-? virss PRNT oa PRNT o JE
DEN-2 ving® virws®
Scecad whs, pv® | Scom6win,pv”
ther
Pl DNA® | Mouee | 1 | 1490 | 100 | 1400 m"’ ';‘-:F? ","l",:"_n"‘;."
YRR uﬁ:' L w . ' ame o w
1 . . . . $ADD >K000 a
] . M . . noo *Ims -
[ . . . . aa00 xn <
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w . . . . 000 >lom <
pcl:ln-u- Poal, 10 [ ] . . 100 ] a
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"PRNT, pleque-reduction neutralization test, 90% neutralization endpoint.

Mice were immumnized intramuscularly with 100 ug plasmid DNA on weeks 0 and 3.
“ELISA screens used sera diluted 1:100 and 1:400.

“ND, not done.

*Pool, 1,2,4,5,7,8.

'Pool, 2,3,6-10.

SPool, 1-3,6-10.
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Table 13. Summary of the characteristics of three DEN-2 recombinant plasmids.

IFA" Ag-capture ELISA titer | ELISA titeron | DEN-2
DEN-2" PRNT®

Sccreted | Hydrophobic | No. | Pooled | No. sera

Plasmid | 4/~ | Globulag/Diffuse | antigen | membrane | sera2 | sena 21:10
protein prep | 1:100 | titer

pCB8D2- | + Diffuse 1:640 1:80 99 [ 1:64000| 7M7
2]-2-9-1
pCBID2- | + Globular <l1:10 1:80 10710 | 1:1000 { 0/10
13-4-3
pCBD2- + Globular <1:10 1:160 3/10 1:200 w10
14-6

"Indirect fluorescent antibody assay (IFA) lll'llil'l'l characteristics, + or ~, and diffuse or
globular pattern.

®Anti-DEN-2 ELISA titer of sera from mice immunized with the recombinant plasmids.
Sera were collected 9 weeks post-vaccination (weeks 0 and 3). Number of mice with titer
of 2 1:100/ total number of mice is shown, including the endpoint ELISA titer of the
pooled serum sample.

“Number of mice with plaque-reduction neutralization titers (PRNT, 90% reduction) 2
1:10/ total number of mice. Sera were collected 9 weeks post-vaccination.

“Of the 7 mice with neutralizing antibody, 3 mice had PRNT titers of >1:1000, 3 had

titers of 21:100<1:1000, and one had a titer of 1:40.
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What is claimed is;

1. An isolated nucleic acid comprising & transcriptional umnit encoding a signal
segquence of a structural protein of a first flavivirus and an immunogenic flavivirus
antigen of a second flavivirus, wherein the tranacriptional unit directs the synthesis of
the antigen.

2 The nucleic acid of claim 1, whesein the signal sequence is a Japanese
encephalitis virus signal sequence.

i The nucleic acid of claim 1, wherein the immunogenic flavivirus antigen is of a
flavivirus selected from the group consisting of yellow fever virus, dengue serotype 1
virus, dengue serotype 2 virus, dengue serotype 3 virus, dengue serotype 4 virus,
Japenesc encephalitis virus, Powassan virus and West Nile virus.

4. The nucleic acid of claim 1, wherein the transcriptional unit encodes a signal

sequence of Japanesc encephalitis virus and an M protein and an E protein of West Nile
virus, |

5. The nucieic acid of claim 1, wherein the transeriptional unit encodes a signal
sequence of Iapanese encephalitis virus and an M protein and an E protein of yellow
fover virus.

6.  Thenucleic acid of claim 1, wherein the transcriptional unit encodes a signal
sequence of Japanese encephalitis virus and an M protein and an E protein of St. Louis
encephalitis virus.

1. The nucleic acid of claim 1, wherein the transcriptional unit encodes a signal
scquence of Japaneso encephalitis virus and an M protein and an E protein of Powassan
virus.

8. The nucleic acid of claim 1, wherein the antigen is selected from the group
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conaisting of an M protein of a flavivirus, an E protein of a flavivirus, both an M
protein and an E protein of a flavivirus, & portion of an M protein of a flavivirus, a
portion of an B protein of a flavivirus and both a portion of an M protein of a flavivirus
and a postion of an B protein of a flavivirus or any combination thereof.

9. The nucleic acid of claim 8, wherein the antigen is both the M protein and the B
protein of a flavivirus.

10.  The nucleic acid of claim 1, wherein the nucleic acid is DNA.

I1.  The nucleic acid of claim 10, comprising a nucleotide sequence selected from
the group consisting of SEQ ID NO:13, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21 and SEQ ID
NO:23.

12.  The nucleic ecid of claim 1, wherein the transcriptional unit comprises a control
sequence disposed appropriately such that it operably controls the synthesis of the

antigen.

13.  The nucleic acid of claim 12, wherein the contro] sequence is the
cytomegalovirus immediate carly promoter.

14, The nucleic acid of claim 1, comprising a Kozak consensus sequence located at
a trinslational start site for a polypeptide comprising the antigen encoded by the TU.

15.  The nucleic acid of claim ! wherein the transcriptional unit comprisea a poly-A
terminator.

16. A cell comprising the nucleic acid of claim 1.

17. A composition comprising the nucleic acid of claim 1 and a pharmaccutically
acceptable carrier. )
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18. A method of immunizing a subject against infection by a flavivirus, comprising
administering to the subject an effective amount of the compaosition of claim 17.

19.  The method of claim 18, wherein the flavivirus antigen is of a flavivirus
selected from the group consisting of yellow fever virus, dengue serotype 1 virus,
dengue serotype 2 virus, dengue serotype 3 virus, dengue serotype 4 virus, Japanese
encephalitis virus, Powassan virus and West Nile virus.

20.  The method of claim 18, wherein the antigen is selected from the group
consisting of an M protein of a flavivirus, an E protein of a flavivirus, both an M
protein and an E protein of & flavivirus, a portion of an M protein of a flavivirus, a
portion of an E protein of a flavivirus and both a portion of an M protein of a flavivirus
and a portion of an E protein of a flsvivirs or any combination thareof,

21.  The method of claim 20, wherein the antigen is both the M protein and the E
protein of a flavivirus, and wherein a cell within the body of the subject, after
incorporating the nucleic acid within it, secretes subviral particles comprising the M
protein and the B protein.

22.  The method of claim 18, wherein the transcriptional unit encodes a signal

sequence of Japanese encephalitis virus, and an M protein and an E protein of West
Nile vinus,

23.  The method of claim 18, wherein the transcriptional unit encodes a signal
sequence of Japanese encephalitis virus, and an M protein and an E protein of yellow
fever vinu,

24.  The method of claim 18, wherein the transcriptional unit encodes a signal

sequence of Japenese encephalitis virus, and an M protein and an B protein of St. Loais
encephalitis virus.
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25.  The method of claim 18, wherein the transcriptional unit encodes a signal

scquence of Japanese encephalitis virus, and an M protein and an B protein of
Powassan virus.

26. The method of claim 18, comprising administering the composition to the
subject in a single dose.

27.  The method of claim 18, wherein the composition is administered via a
parenteral route.

28. The mucleic acid of claim 1, wherein the antigen is & St. Louis encephalitis virus
sntigen,

29.  The method of claim 18, wherein the antigen is a St. Louis encephalitis virus
antigen.

30.  The nucleic acid of claim 1, wherein the antigen is a Japanese encephalitis virus
antigen.

31.  The method of claim 18, whercin the antigen is a Japanese encephalitis virus
antigen.

32.  The nwleic acid of claim 1, wherein the antigen is a yellow fever virus antigen.
33.  The method of claim 18, wherein the antigen is » yellow fever virus antigen.
34. The nuleic acid of claim 1, wherein the antigen is a dengue virus antigen.

35. The method of cleim 18, wherein the entigen is a dengue virus antigen.

36. The nucleic acid of claim 1, wherein the antigen is a West Nile virus antigen.
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37.  The method of claim 18, wherein the antigen is a West Nile virus antigen.
38.  An antigen produced from the nucleic acid of claim 1.

39. A method of detecting a flavivirus antibody in a sample, comprising;

(a) contacting the sample with ths antigen of claim 38 under conditions whereby
an antigen/antibody complex can form; and

(b) detecting antigen/antibody complex formation, thereby detecting a flavivirus
antibody in the sample.

40,  An antibody produced in response to immunization by the antigen of claim 38.

41, A method of detecting a flavivirus antigen in a sample, comprising:

(a) contacting the sample with the antibody of claim 40 under conditions
whereby an antigen/antibody complex can form; and

(b) detecting antigen/antibody complex formation, thereby detecting a flavivirus
antigen in a sample.

42, A method of diagnoaing a flavivirus infection in a subject, comprising:

(a) contacting a sample from the subject with the antigen of claim 38 under
conditions whereby an sntigen/antibody complex can form; and

(b) detecting antigen/antibody complex formation, thereby diagnosing a
flavivirus infection in & subject.

43. A method of diagnosing a flavivirus infection in a subject, comprising:

{a) contacting a sample from the subject with the antibody of claim 40 under
conditions whereby an sntigen/antibody complex can form; and

{b) detecting antigen/antibody complex formation, thereby diagnosing a
flavivirua infection in a subject.
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110>

<120>
<130>

<150>
<151>»

<150>
<151>

«180»
<151>

<150>
«151>

<160>
<170>
<310>
<21ll>
<212>
<213>
<220>
<12)>
<311>
<222>»
<221>
<3212>
<223>

<400>

SEQUENCE LISTING
The Sovernment of the United States of America, ll.tlpllllﬂtld by the

Secretary. Depéxtment of Health and Fuman Services, c/o Centers for
Pisease Control and Preveation

Chang, Gwong—Jen J
Mucleic Acid Vaccines for Prevemtion of Flavivirus Infection
14114.0332P2

09/826,115
2001-04-04

05/701,536
2000-11-29%

»CT/USDS /12290
1999-06-03

60/087,908
1998-06-04

61 -
PastSEQ for Windowa Verasion 4.0

1

48

INA
Axrificial Secuence

Desoription of artificial ssgquence; nots =
synthetic construct

cns
(25)...(48)

misc_feature
1-48
Arplimer 14DV389

1

cttggtacct ctagageocge cgec Aty Ut AQA ARg CAA AAC AAA aga . 49

<3210>
<211>
<212>
<313>

<220>
<2213>

Met Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg
: 3 5

2

[ |

T

Axtificial Bequance

Description of artificial sequence; nota =
synthatic construct

puatls
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<400> 2

Mot Gly Arg Lya Gln Asn lys Axrg
1 5

<210> 3

<311> 80

<212> DaA

<213> Artificial Sequence

«220>
<223> Description of artificlal sequence; note =
synthetic construct

<221> misc_feature
<222> 1-50
<223> Amplimer ¢ldDvids)

<400> 3
ttttetttty cggeegotca aacttaagea tgeoacattgg tegetaagaa

<210> 4

<211> 48

<212> DNA

<21)> Artificial Sequence

<220>
<223> Dascription of artificial seguence; note =
synthetic construct

«<221> CD3
«222> (25)...(48)

<221> misc_faature
<222> {1)...(48)
<3223> Amplimer YFDVIA9

<400> 4
cttggtacct ctagagcecge cgee atg cgt tec cat gat gtk ctg act
Met Axg Sexr His Asp Val Leu Thr
1 5

310> §

<211> 8

<213> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial segquance; note w
synthetic conatruct

<400> 5 .
Met Arg Ber Hia Asp Val Iau Thr
l 5

<310> 6

<311> 41

<212> DNA

<213>» Artificial Sequanoe

0u9113d
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<220>
<223> Descripticn of artificlal sequence; note =
synthatic conatruct

<221> misc_feature
~«132> 1-41
«<223> Amplimer cYFDV2452

«400v &
ttetettttg cggeegotea egocccaact ccotagagaaa ©

<210> 7

<211> S1

«213> DHA

<213> Artificial Sequence

<220>
<233> Description of artificisl sequence; note =
synthetic construct

<221> CDS
<222> (25)...1{54)

<231> misc_faature
<222> 1-54
<22)> Arplimer SLEDOVA10

<400> 7
cttggtacct ctagagecge cgee atg toct aam aaa aga gua ggy acc aga
Met Ser Lys Lys Arg Gly Gly Thr Arg
1 5

<110> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of artificial sequence; nota =
synthetiec construct

<400> 8

Mst Ser Lys Lys Arg Gly Oly Thr Axg
1 5

<210> 9

<21l1> 18

<212> IBA

<21)> Artificial Sequence

<220>
«223> Description of artificial sequence; nota =
synthetiec conatruct

«321> misc feature
<222> 1-38
<223> Anpliser oSLRIN244S

<400> 9
ttticttttyg cggecgotta ggotigeacg ctggttge

41

51

38
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<210> 10
<311> 7500
a212d>» M

<213> Artificial Sequence

<220>

«22)> Description of artificial asquence; note =
synthetic construct

<321>» CD6
<222> {%16)

0o 13009}

<321> misc_featurs
<222> 1-7500
<223> pCDIE 2-7

<400> 19

gacggatcogg
ccgoatagtt
cgAgCRABAL
ttagggttag
gattattgac
tgygagticey
ceogeccatt
attgacgtea
atcatatgece
atgcccagta
tcgetattac
actcacgyog
aaaatcaacqg
gtaggegtgt
ctgettactp
gagctcgeey

gagatcteec
asgccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacatan
gacgtcaata
atgaggtggac
aagtacgcce
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggactttcca
acgutggyag
gcttatcgaa

gatccecctat
ctgotocctyg
acaaggcang
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacgyt
cctattgacg
tgggactttc
cggttttgge
cteeacccea
aapgtgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ccgee atg ggc aga aag
Met Qly Arg Lys

1

ggtcgactct
cttgtgtptt
gettgacega
atgtacggge
ttacgpugte
atggccegee
ttcceatagt
amactgecca
tcaatgacgy
ctacttggca
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcegce
gtagagetct
Ctoactatag

5

gge tca atc atg tgg ctc geg age ttg gea gtt

Gly Ser Ile Mst Trp Leu Ala Ser
15 a0

QoA goc Atg aag ttg tcg aat tte
Gly Ala Met Lys Leu Ser Asn Phe
30 35

AAC AAC ACQ gRC att gca gac gtt
Asn Asn Thr Asp Ile Ala Asp Val
45 50

gag aac aga tgc tgg gtc cgg goa
Glu Asn Arg Cys Trp Val Axg Ala
65

gac act atc acg tac gaa tgt cct
Asp Thr Ile Thr Tyr Glu Cys Pro
ae

gap gut gtg gat tge tgg tgt gac
Glu Asp Val Asp Cys Trp C¥8 Asp
95 100

Leu Ala Val

Cag ogg aag
Gln Gly Lyas

atc gtg att
Ila Val Ils
55

atc gac gte
1le Asp Val
70

aag ctt ace
Lys Leu Thr
[}

UIIUNOZIIUTOA

cagtacaate tgetctgatp 60

feagutcget gagtagtgeg 130

casttgeaty aagaatctpe 180

cagatatacg cgttgacatt 240

attagttcat agcoocatats 300

tggctgaccg cccoaacgace 360

aacgccaata gggactttce 420

cttggeagta catcaagtgt 480

taaatggece gectggeatt 540

gtacatctac gtattagtcs 500

tgggcgtgga tageggtitg 660

togggagtttg ttttggeace 7420

cccattgacyg caaatggocy 780

ctggctaact agagaaccea 840

goagacccaa gcttggtacc %00
caa aac aaa age gga gga aat gaa 951
Gln Asn Lys Axg Gly Gly Asm Glu

10
gtc ata get tgt geg 999
val Ile Ala Cys Ala
as
ctt ttg atg acc ate 104%
Lau Leu Net Thr Ile
40
CCC ace tca aaa gga 1095
Pro Thr Ser Lys Gly
60
guUc tac atg tgt gag 1143
Gly Tyxr Mat Cys Glu
75
atg ggc aat gut cca 1191
Met Gly Asn Asp Pro
90
gtc tac gte caa tat 1239

AAC caa gaa
Asn GQlp Glu

val Tyr Val Qlan Tyr
108

ayo117
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goa cgg tgc Acg cgg acc agg cat
Gly Axrg Cys Thr Arg Thr Arg His

110

115

tog gtc caa aca eat ggy geg agt
Ser Val Gln Thr Ris Gly Glu Bex

115

tpg ctyg oat
Trp Leu Asp

tgg atc ata
Trp Ile Ile

tgg aty ctk
Trp Net Leu
175

ctg ctg ttg
Lau Leu Lau
190

aat cgt gac

Asn Axg Agp
205

gtg ctg gaa
Val Leu Glu

aca ttg gac
Thr Lau Asp

gtc aga agt
Val Arg Ser
a55

gect cgg tge
Ala Arg Cys
270

agt age tat
Sar Ser Tyr
285

ggh tgt gga
Qly Cys Qly

tce tge ace
Bar Cys Thr

a3A tac gaa

Lys Tyr QGlu
335

tea acg
Sar Thr
145

agy ast
Arg Asn
180

guc agt
Gly Bex

gte get
Val Ala

ttec ata
Fha Ile

gua gat

Gly Asp
235

gte cge
Val Arg
240

tac tgc
Tyr Cys

cce acg
Pro Thr

otg tge
Val Cys

ctt Ete
Leu Phe
s

Ber Lys
320

gtt gge
Val aly

130

ada gee aca
Lys Ala Thr

cct ggc tat
Pro Gly Tyr

aac aac ggt
Asn Aan Qly
180

ccg get tac
Pro Ala Tyr
195

gas gga gece
Glu Gly Ala
a10

age tge tig
Ser Cys Lau

atg att aac
Met Ile Asn

tat cat get
Tvr Ris Ala
260

act gga gaa
Thr Gly Glu
275

ABA CAA gpC
Lys OQln Oly
290

ggg aag gys
Gly Lys Gly

gcg att ggg

PUITUBONIUTES

tec aag cga age agg aga tec gtg
Ser Lys Arg EBexr Arg Arg Ser Val

12

tca ¢ta gtg aat aaa aaa gag gct
Ser Lau Val Asn Lys Lyas OGlu Ala

135

140

cga tat ctc aty aaa act gag aac
Arg Tyr Lau Met Lys Thr Glu

get
Ala
i

caa
Gln

agt
Bex

agt
Sexr

ate
Ile
a45

tea

gee
Ala

tte
Phe

agc
Sex

150

ttc oty gcg
Fha Leu Ala

cge gtg gta
Arg val val

ttt aat tgt
Phe Asn Cya
200

goga gece act
Gly Ala Thr
215

ate atg gea
Ila Mek Ala
130

gaa gct age
Glu Ala Ser

gtec act gac
Val Thr Asp

cac aac gag
His Asn Glu
180

act gac cgt
Thr Asp Arg
295

att gac aca
Ile Asp Thr
310

aca atc cag

Ala Ile Gly Arg Thr Ile Gln

att ttt gtg cat gga acc ace
Ile Pha Val His Gly Thr Thr Thr Ser Qlu Asn

340

155

gcg gta ctt
Ala Val Leu
170

ttt acc ate
Phs Thr Ile
185

ctg gua atg
Leu Gly Met

tog gtg gac
Trp Val Asp

Asn Asp Lys
215

caa ctt get
Gln Lsu Ala
a50

atc teg acg
Ile Bar Thr
265

aag cga get
Lyes Arg Ala

gop tgg guc
Gly Tzp Gly

tgt gea ana
Cys Ala Ly
315

cca gaa aac

Pxo Glu Ammn
330

act tcg gaa

3is

Asn

guc
Gly

cte
Leu

guc
Gly
ttg
220
cca

gag
Glu

ot
val

gatc
Asp

tte

ate
Ile

12087

1235

1383

1431

u”n

1527

1575

1623

1671

1719

1767

1815

1863

1911

1958

gpo118
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cat ggg aat

His

aca
355
gga
aly

gcg
Ala

geg
Glu

gcg
Ala

ack
445
cag
Gln

tta

ctg

Lys

tac

Ser

tte

aly
350

gta
Val

gaa
Glu

ttt
Fhe

tey
Tzp

taw
430

Lys

gcg
Ala

aca

aaa
Lys

aat
Asn
510

tet
Ser

ete

gte
Val

age
Pro

tat tea gog caa gtt gog geg tee

Asn Tyr Sar Ala Gln Val Gly Ala Ser

aca ccc aat
Thxr Pro Asn

gtc aca ctyg
Val Thr Leu
E]. 1

tac gtc atg
Tyr val Mat
400

ttt cat gac
Phe His Amp
415

Aga aAC apga
Arg Asn Arg

cag tcec gtt

355

get cet teg
Ala Pro Ser
370

gac kgt gag
Asp Cys Glu

ace gty gov
Thr val Gly

cte get cte
Leu Ala Leu
420

gaa cte cte
Glu Lau Leu
415

gtt gect ett

Gln Ser Val Val Ala Leu

ttg gca gge
Leu Ala Gly
465

tca gpgc cac
Ser Gly Nis
440

ggc aca ace
Gly Thr Thr
495

ccg gcg gac
Pro Ala Aap

g9U agt gat
Qly Eex Asp

aat gac atg
Asn Asp Mat
145

geg act tee
Ala Thr Ber
S60

tte gga gac
Phe Gly Asp
575

gee ate gtg
Ala Yle Val

ctg aaa tgt
Leu Lys Cys

tat ggc atg
Tyr dly Mst
500

act ggt cac
Thr Gly His
515

gge cec tge
Qly Pro Cys
530

ace ccc gtk
Thr Pro Val

agt gee age
Ser Ala Ser

tas tae ate
Ser Tyr Ile
580

ata acc ctc
Ile Thr Leu
375

cca agg agt
Pro Arg Ser
3130

teca aag tea
Sex Lys Ser
405

cce tgg acg
Pro Trp ™hx

atg gas ttt
Mat Glu Phe

ggg tca cag
aly Ser Gln
455

gtg gag tee
Val Glu Tyr
470

agg ctg aaa
Arg Leu Lys
485

tgt aca gea
Cys Thr Qlu

goa aca gtt
Gly Thr Val

asa att
Lys 1le

cey
Pro
535

PULTIUNTNIU M

cag gcg goa aag ttt
Gln Ala Ma Lys Fhe

Lys

gua
aly

tet

tec
Sax

gaa
Glu
440

gaa
Glu

tea
Ser

atyg
Mat

aaa
Lys

gtc
val
520

att
Ile

ett
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

cet
Pro
425

gag
Glu

gga
Gly

age
Ber

gac
Asp

ttc
Phe
503

att
Ile

get
Ala

oUg Cgg ctg gtg aca
Qly Axg Leu Val Thr

550

tca aag gtg ctg gte
Ber Lys Val Leu Val

ggt gac tac
Oly Asp Tyx
380

aac act gaa
Asn Thr @lu
395

gtc
Val
110

cat agg
His Axg

tcg age aca
Ser Ber Thr

gcg cac gee
Ala His Ala

ggc ctc cat
Gly Lau Hias
460

tca gtg aag
Ser Val Lys
475

aaa ctyg get

Lys Lau Ala

tcg ttc gog
Ser FPhe Ala

gaa ¢tc teco
Qlu Lau Ser

tee gtt geg
Ser Val Ala
540

gty aac ccec
Val Asn Pro
555

gag atg gaa
Glu Met Glu
570

Sta Ftt goA AQY OUA gAn AAg OAg
Val Val Gly Arg Gly Asp Lys Gla

2007

2103

2151

2199

e

234)

an

2439

2487

25315

2631

ane

gyol1ld



TS BAIUS 1%

atc
Ile

tca
Ser
605

gce
Ala

gee
Ala

atg
Net

ggc
oly

aac
Asn
590

aca
Thr

tog
Trp

gtt
val

tct
Ser

gtec
val

cac
Kia

cac
His

tgu
65%

cat tgg cac
His Trp Hie

ttg asg goa
Leu tys Oly
610

ttt ggc tct
Phe Gly Ser
625

caa gtg ttt
Gln val Phe
640

atc aca caa
Ile Thr Gln

gca cga gac
Ala Arvg Asp

aaa get gga
Lys Ala Gly
595

get caa aga
Ala Oln Axyg

att gga guy
Ile Gly Gly

ggt ggt gee
Gly Gly Ala
643

ggg cta atg
Gly Leu Met
660

cga tea att
Axg fder Ila

FULUNTR IV /04

cty gea gog ttg goc gac aca
Lau Ala Ala Lau Gly Asp Thrx

615

gte ttc aac
Val Fhe A@n
$30

ttc age aca
Phe Arxg Thr

ggt gce cta
Gly Ala Leu

get ttg gee
Ala teu Ala

tee
Ser

cte
Lau

tte
Phe

ata gga aaa
Ile Gly Ly»s
635

Lttt gug oua
Phe Gly Gly
650

ctc tgy atg
Leu Trp Mat

tta geec aca
teu Ala Thr

§70

ou¥ ggt
685

ttagtttgag
atgctagage
gecectecce
askMRtgagpe
tpoggcagas
tgggetctat
cgecetgtag
cacttgecag
tegeceggett
atttacggea
cgecctgata
tetegeteca
poattttggy
cgaattaatt
caggcagaag
caggetcece
teecgecect
cccatgygetyg
tattccagas
gagetigtat
ttgaacasgs
atgactggge
aggygcgeec
acgaggcage
acgttgteac
tectgteate
ggctgeatac
agcgageacy
atcagguget
agpatctegt
gettttctgg
cgttggetac
tgetetacgg

6§75

grtg ctc gtg tte tta gog acc
Gly Gly val

sat gtg

Leu Val Phe Leu Ala Thr Asn Val
690

cgycegotey
tcgetgutca
cgtgocttee
aattgeateg
cagcaagggy
ggettctgag
cggegoeatta
cgecctagey
tccecogteaa
astogaccod
gacggttttt
aactggeaca
gatttcggee
ctgtggaatg
tatgeasage
agcaggcaga
asctecgece
actaattttt
gtagtgagga
atccatttte
tggattgeac
acaacagaca
ggttcttttt
gcggctateg
tgaagcggda
teacettget
gettgatceg
tacteggaty
cgcegecagec
cgtgacccat
attcatcgac
ccgtgatatt
tatcgeeget

agcatgeatc
gectegacty
ttgaccctgy
cattgtetga
gaggattggy
fcggaaagaa
agcgeagcey
ccegeteett
getctaaate
asasaacttg
cgecctitga
acactcaace
tattgpgttaa
tgtgteagtt
atgeatetca
agtatgcaaa
aktccegeece
tttatttaty
gogetttttty
ggatctgate
geaggtteto
atcggetget
gtcaagaceg
tggctagcca
agpyactgge
cctgecgaga
getacetgee
gaagecggte
gaactgtteg
ggcgatgeet
tgtygccgyc
gctgsagage
ccogattege

tagagggeec
tgcettetag
asggtgecac
gtaggtgtea
aagacaatag
ccagctoouy
gtatggtget
tegetitort
goggcatcec
attaggotga
cgttggagte
ctatctegat
aaaatgaget
agugtgtgga
attagtcage
gcatgcatct
taactceogee
cagaggecga
gaggcectagy
aagagacagyu
eggeegetty
ctgatgeege
acctgtecgn
cgacgugcygt
tgctattgog
sagtateccat
cattcgacea
ttgtcpgatca
ccaggetean
gcttgecgaa
togutotgoe
ttggcggcya
agegeatcoge

cat get
His Ala *

tattctatag
ttgecageca
tcccactgte
ttetattety
caggeatget
ctetaguoug

tacgogeage
ccetteetk
tttagggtte
togtteacgt
cacgttottt
etattetett
gatttaacaa
aagtccccag
aaccaggtgt
caattagteca
cagtteegee
ggecgectet
cttttgcaaa
atgaggateg
ootgoagagy
cgtgttoepy
tgccetgaat
tcottgecgea
cgaaptgeey
catggetgat
ccaagcgaas
ggatgatctg
gucgegeaty
tateatgatg
ggaccgetat
atgggetgac
ettctatege

taa

tgtcacctaa
tetgttgttt
ctttcctaat
goevRtousy
guugatgegy
tatceccacg
gtgaccgcta
ctegecacgt
cgatttagty
agtgdggcoat
astagtggac
gatttataag
asatttancg
goetcccocagy
ggaaagtecc
goaaccatag
cattetooge
geetetgage
aagctccegy
tttegeatga
ctattcgget
ctgtecagege
gaactgcagg
getgtgetoy
ggucaggate
gcaatgogye
catcgecatey
gacgaagagc
CCCQRCODCD
gaaaatggee
caggacatag
cgettectey
ettettgacy

a727

2775

2871

2919

1867

3069
3129
3189
3249
1309
33169
3429
3499
3543
Jso®
3669
aTae
aren
3849
3909
%69
4029
4089
4149
4209
4269
4329
4389
4449
4509
4569
4629
4689
4749
4809
4869
4929
4989

04912)



agttcttcty
atcacgagat
cegygacger
ccecaacttg
cacapatasa
atcttateoat
getgtteect
cataaagtgt
ctcactgecee
acgegcauIy
getgegetey
gttatccaca
guccaggaac
cgagcatcac
ataccaggeg
taccggatac
ctgtaggtat
ccocgtteag
aagacacgac
tgtaggeggt
agtatttggt
ttgatecegge
tacgogcaga
tcagtggaac
cacctagatc
aacttggtet
atttcgttcea
cttaccatet
kttatcagea
atccgectee
taatagtttg
tggtatggot
gttgtgcaaa
cgcagtgtta
cgtaagatge
geggcgaccy
aactttaaaa
accgetogttg
ttttacttte
gugeataagg
asgcatttat
taancaaata

<210>
<211>
<312>
<213>

11
6597
PRT

<220>
<223>

agegggacte
ttegatteea
goctggatga
tttactgeag
geatttettt
gtctgtatac
gtgtgaaatt
asagectgog
gctttecagt
agaggeggtt
gtegttegoe
gaatcaggoy
CgtaARAAgD
aaasatcgac
tttcecccety
eegtecgeet
cteagttepg
vccgaceget
ttatcgecac
gctacagagt
atctgegete
aaacaaacca
sasasaggat
CURARACECAC
cttttaaatt
gacagttace
teccatagttyg
guccccagty
ataaaccage
atccagtcta
cgcaacgttyg
caattoagot
aaagcggtta
tcactcatgg
ttttetgtga
agttgctett
gtgctcatca
agatccagtt
accagcgttt
gcgacacgga
CAggOtEAtL
goggtteege

tguggttcga
ccgecgectt
tcctecagen
cttataatgg
cactgeatte
cgtegacete
gttatceget
gtgcctaatyg
cgggaaacct
tgegtattgg
tgcggegage
atoacgoagg
cegegttget
gctcaagtoa
gaagetceet
ttoteectte
tgtaggtcpt
gegecttate
tggcagecage
tocttgaagtg
tgetgaagee
ccgetggtag
ctcasgaaga
gttaagggat
aapaatgasg
aatgecttaat
cctgactece
ctgcaatgat
cagocggaag
ttaattgttg
ttgceattge
caggttaosoa
getecttogg
ttatggeage
ctgotgagta
gcceggegte
ttggasaacy
cgatgtaace
ctggutgage
aatgttgaat
gtcteatgag
gcacatttee

Axtificial Bequence

aynthetic construct

223>

<400> 11

Met Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg Gly Gly Aen Glu Gly Ber
1 5 10

pCDJE 2-7

antgaccgae
ctatgaaagy
cggouatcte
Ctacaaataa
tagttgtggt
tagctagage
cacaattceca
agtgsgcetaa
gtcgtgecag
gegetettee
gotatcaget
anagsacatg
ggegtttte
gaggtggcga
cgtgegetet
govasgegty
tcgetecaag
cggtaactat
cactggtaac
gtggcctanc
agttacctte
cggtggtttt
tectttgate
tttggteaty
ttttaaatca
cagtgagyea
cgtcgtptag
accgogagac
ggccgagege
ccgggaaget
tacaggeate
acgatoraggy
tectocecgate
actgeataat
ctoaaccaayg
aatacgggat
ttettegggy
cactegtgea
Aa88AACAQOA
actcatactc
cgpatacata
ccganaagty

caagcgacgc
ttgagetteg
atgetggagt
agcaatagca
ttgtccaaac
ttggegtaat
cacaacatac
ctcacattan
ctgeactaat
getteetege
cactcaaagg
tgagcanaag
cataggetee
ascccgacag
¢ctgtteoga
gegetitets
ctgggetgtg
cgtettgagt
agguttagca
tacggctaca
ggaaaaagag
ttitgtttgea
ttttctacgg
agattatcaa
atctaaagta
c¢etatcteoag
ataactacpa
ccacgeteac
agaagtggte
agagtangta
gtogtgteac
ogagttaoat
gttgteagaa
tctettactg
tcattctgag
satacecgege
cgaanactct
cccaactgat
aggcanaatg
ttecttttte
tttgaatgta
ccacctgacg

Descriptiom of artificial sequence; note =

L RIUNYL AU IS
ccaacctgec 5049
gaategtttt 5109
tcttcgecca 5169
teacaaattt 5239
tcatcaatgt 5289
catggtcata 5349
gagccggang 5409
ttgogttgeg 5469
guateggeca 5529
tcactgacte 5589
cggtaatacg 5649
gccageaasa 5709
goececetgh 5769
gactataaag 5829
cectgeeget 5889
aatgetcacg 5949
tgcacgaace 6009
ceaacccggt - 6069
gagcgaggta 6129
ctagasggac 61989
ttggtagete 6249
agcagcagat 6309
gugtctgacge 6369
asagpatctt 6439
tacatgagta 6489
cgatctgtet 6549
tacoboagyg 6609
cggetccaga 6669
ctgcaacttt 6729
gttegecagt 6789
getegtegte 6045
gatocoacar §509
gteagttgge 6969
tcatgecoate 7029
aatagtgtat 7089
cacatageag 7149
caaggatctt 7209
cttcageate 73269
ccgeaasasa 7329
aatattattg 7389
trrtagaasan 7449
t 7500

Ila Met

15

Trp Lau Ala Ser Leu Ala Val Val XIle Ala Cys Ala Gly Ala Met Lys
a5
Leu Ser Asn Fhe Gln Oly Lys Leu Leu Mst Thr Ile Asn Asn Thr Asp

40

3o

U0g12;



TR U UAIVDE 00

Ile Ala Asp Val Ile Val Ile Pro
50 55

Trp Val Arg Ala Ile Asp Val GQly

65 70

Tyr Glu Cys Pro ::- Lau Thr Mak

Cys Trp Cya Asp Asn Gln Glu Val
100
Arg Thr Arg His Ssr lLys Arg Ber
115 120
His Gly Glu Ser Ser Leu Val Asn
130 135
Thr Lys Ala Thr Arg Tyr Leu HNet
145 150
Asn Pro Gly Tyr Ala Phes Leu Ala
165
Sezr Asn Asn Qly Gln Arg Val Val
180
Ala Pro Ala Tyr Ser Phe Asan Cys
195 200
Ila Glu Gly Ala Sar Oly Ala Thr
210 213
Asp Ser C¥s Leu Thr Ile MNet Ala
235 230
Arg Met Ile Amn Ile Glu Ala fSex
245
Cys Tyr His Ala Ser Val Thr Asp
260
Thr Thr Gly Glu Als His Asn Glu
2715 a2
Cys Lys Gln Gly FPhe Thr Asp Arg
190 295
Fhe Gly Lys Gly Ser Ils Asp Thr
305 310
Lys Ala Ile @ly Arg Thr Ile Gln
325
Gly Ile Phe Val His Gly Thr Thr
340
Sor Ala Gln Val Gly Ala Ser Gln
355 360
Asn Ala Pro Ser Ila Thr Leu Lyms
370 375
Lau Asp Cys Glu Pro Arg Ser QGly
3es g0
Nat Thr Val Gly EBer Lys Baxr Phe
405
Asp Lsu Ala Leu Pro Trp Thr Ser
430
Arg Glu Leu Lou Mat Glu FPha Glu
435 440
Val val Ala Lsu Gly Ser Gln Glu
450 455
Gly Ala Ile Vsl Val Glu Tyr Ber
465 470
Mis Leu Lys Cys Arg Leu Lys Mat
485
Thr Tyr Gly Met Cys Thr Glu Lys
500
Asp Thr Gly His Gly Thr Val Val
51% 520

PUI7USVINUTM4

Thr Ser Lys Gly Glu Asn Arg Cys
60
Tyr Met Cys Glu Asp Thr Ile Thr
75 80
Oly Aaa Axp Pro Olu Asp Val Amp
$0 95
Tyr Val Gln Tyr Gly Axrg Cys Thr
105 110
Arg Arg Ser Val Ser Val Gln Thr
135
Lys Lys Glu Ala Trp Leu Asp Sar
140
Lys Thr Glu Asn Trp Ile Ile Arg
155 160
Ala Val Leu Gly Txp Met Lesu Qly
170 175
Phe Thr Xle Leu Leu Leu Leu Val
185 190
Leu Qly Met Qly Aan Arg Asp Phe
205
Trp Val Asp Lau Val Leu Glu Oly
220
Asn Asp Lys Pro Thr Leu Asp Val
235 240
Gln Leu Ala Glu Val Arg Sexr Tyr
150 a55
Ile Ser Thr Val Ala Arg Cys Pro
265 270
Lya Arg Ala Asp Ser Ber Tyxr Val
285
Gly Tzp Gly Asn Gly Cys Gly Leu
300
Cys Ala Lys Phe Bexr Cys Thr Ser
315 320
Pro Glu Asn 1lg Lys Tyr Glu Val
330 315
Thr Ser Glu Asn His Gly Asn Tyr
343 340
Ala Ala Lys Fhe Thr val Thr Pxo
385
Lsu dly Asp Tyr Gly Glu Val Thr
s
Leu Asn Thr Glu Ala Fhe Tyr Val
395 400
Lau Val ¥His Arg Olu Trp Phe Miam
410 415
Pro Sar Ser Thr Ala Trp Arg Asn
435 ' 430
Glu Ala His Ala Thr Lys Gln Ser
445
Gly Qly Lau His Oln Ala Leu Ala
460
Ser Sar Val Lys Leu Thr Hexr Gly
473 480
Asp Lys Lesu Ala Leu Lys Gly Thr
490 49%
*he Ser Fhe Ala Lys Asn Pro Ala
805 510
Ile Glu Leu Eer Tyr fSer Qly 8er
5325

guo122
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Asp Oly Pro Cys Lys Ile Pro Ile
530 815
Nst Thr Pro Val Gly Arg Leu Val
545 550
Ber Bezr Ala Ser Ssr Lys Val Leu
565
Asp Ser Tyr Ile Val Val Gly Arg
580
Trp His Lys Als Gly Ser Thr Len
595 600
Lys Gly Ala Gln Arg Leu Ala Ala
610 615
Gly Ser lla Gl¥ Gly Val Fhe Asn
625 630
Val Phe Gly Oly Ala FPha Arg Thr
645
Thr Gln Qly Leu Met Gly Ala Leu
660
Arg Asp Arg Ser Ile Ala Lau Ala
§75 630
Val Phe Leu Ala Thr Asn Val His
690 695

<210> 12
<211> 46
«<212> DA
<213> Artificial Beguence

<220>
<323> Description of artificial
synthatic construct

<221> minc_feature
<232> 1-46
<223> WN 466

<400> 13

FLUUDNVLIIU /08

Ala Sexr Val Ala Ser Lsu Asn Asp
540

Thr Val Asn Pro Fhe Val Ala Thr
555 560

Val Glu Met Glu Pro Pro Pha Gly

570 575

Gly Asp Lys Gln Ile Asn Hip His

585 590

Gly Lys Ala Phe :lr Thr Thr Lau

05
Lau Gly Asp Thx Ala Trp Asp Phe
620

Sex Ile Oly Lys Ala Val iis Oln
6315 640

Leu Fhe Gly Gly Nst Bar Trp llas

650 655

Lesu Leu Trp Mat Gly Val Asm Ala

665 670

Fhe Leu Ala Thx Gly Qly Val Lau

(1:1}
Ala

sequence; note =

cttggtacec gtcteggege cgtgaccecte tcgaacttec agggea

<210> 13

<211> 4}

<212> IMA

«213> Artificial Sequence

<320>
«223> Description of artificial
synthetic conatruct

«221> misc_feature
<222> 1-43
<223> CWNadds

<400> 13

segquence; note =

agaggcactt geacgtgegy acttccogecy gCplAllaaga aas

<210> 14
<211> 24
<212> PRT
«213> Artificial Sequence

<220>

10

pouled
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«223> Description of artificial sequance; note =
synthatic construct

«<223> JE Signal

<400> 14

PUCLIUNUN LU 04

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Sar Ils Mat Trp Leu Ala Ser Lsu Ala
1

L)
Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala
20

<210> 15
<211> 5300
<212> DNA

<313> Artificial Sequence

<320>

10

<233> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<221> CDS

<222> (911)...(2987)

«221> misc_featurs
<222> ({1)...(5308)
<223> pCBUN

<400> 15

gacggategg
ccgeatagtt
cgagcaaaat
ttaggyttag
gattattgac
tggagttecyg
ccegeccatt
attgacgtca
ateataktgee
atgcceagta
tcgetattac
gactcacggg
caaaatcaac
ggtaggegtyg
actgecttact
egecgecged

gagatectece
aagccagtat
ttaagctaca
gegttetgey
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtguay
aagtacgecee
catgacctta
catggtgatg
gatttccaag
gouactttec
tacggtpggya

gatceccetat
ctgeteecty
acaaggoaay
ctgcttegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cotattgacyg
tgygacttte
cggttttigo
tctecaccece
amsatgtegt
gogtctatata

gotgeactet
ecttgtgtgtt
gcttgacega
atgtacggge
ttacggggte
atggecegec
ttccoatagt
aaactgccca
tcaatgacgy
ctacttggca
cagtacatca
attgacgtca
aacaacteeg
agcagagete

gucttatcga aattaatacg acteactata
atg ggc aag agy tce gec gge toa ate atg tgy

1

cagtacaate
ggaggteget
caattgoaty
cagatatacg
attagttcat
tggotgaceg
AACgCcaAta
cttggcagta
taaatggeee
gtacatctac
atgggegton
atgggegttt
ceccattgac
tectggetaac
gugagacecea

10

15

tgectetgatg
gugtagtgeg
aagaatetge
cgttgacatt
ageccatata
cccaacgace
govactttee
catcaagtgt
goetggeoatt
gtattagtea
atagcggttt
gttttggenc
gosaaAtggyge
tagagaacce
agcttggtac
cto gowr

Met Gly Lys Axrg Ser Ala Gly Ser Ile Net Trp Leu Alm
5

agc ttg goa gtk gtc ata get tgt gea ggc gee gtg ace cte tcg aac
Ser Lau Ala Val Val Ils Ala Cys Ala Gly Ala Val Thr leu Ser Asn
15 20 a5

tte cag ggc aag gtg atg atg Acp gta aat get act gac gtc aca gat
Fhe Gln Gly Lye Val Met Mat Thr Val Asn Ala Thr Asp Val Thr Asp
30 3s 40 45

gtc atc acg att cca aca get get goga aag aac cta tge att gte aga

Val Ile Thr Ile Pro Thr Ala Ala Gly Lys Aan Lsu Cys Ile Val Arg
. 50 55 60

11

60
120
180
a0
300
360
420
480
540
600
660
730
780
B840
9300
949

97

1045

109

bou124
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gca arg gat gog
Alas Mat Asp Val
65

cea gtg etg teg
Pro Val Leu Sax
[

aca aag tea gea
Thr Lys Ser Ala
95

Mis Sar Arg Aryg
110

agc act cta geg
Ser Thr Lau Ala

anh Agg tat ttp
Thr Arxg Tyr Lau
145

tat gce ctyg gtg
Tyr Ala Leu Val
160

atg cag aga gtt
Mot Glno Arg Val
175

tac agc ttc aac
Tyr Eer Fhe Asn
190

gte tet gga goa
Vel Ser Oly Ala

gtg act atc atg
Val Thr Ile Mat
225

ant atg gag gcg
Asn Met Glu Ala
240

get acc gte age

gge
Gly

get
Als

gte
val

agt
Ber

aac
Amn
130

gta
Val

gea
Ala

oty
Val

tge
Cys

aga
Thr
210

tct
Ber

gce
Ala

gat

tac atg tge gat gat act
Tyr Mat Cys Asp Asp Thr

gt

Gly Aan

tac
Tyx

9y
Arg
1135

aag
Lys

(71
Lys

gee
Ma

tee

aat

gte
Val
100

gy
Arg

sag
Lyw

noa
Thr

gtc
Val

gte

Fha Val

(11
Leu
185

tor
Trp

aag
Lya

ctc

Ala Thr Val Sar Asp Lau

gaa getk cac aat gac aaa
Glu Als Ris Asn Asp ly»

270

275

180

gus
Gly

gte
val

gac
Asp

ctg
Lau

tec
Sar
360

cgt
Axg

10

gat cea gaa gac
Asp Pro Glu Asp
85

agg tat gpua aga
Arg Tyr Qly Arg

tca ctg aca gtg
Ber Leu Thr val
130

o9 gct top atg
Gly Ala Trp Net
135

FaA toa tpw ato
Olu Sor Trp Ile
150

att ggt tgg atg
Ile Gly Trp Mest
16%

gtg cta ttg ctt
Val Leu Leu Leu

atg agc aac aga
Mar Sar Asn Arg
2900

@ak ttg ptt ote
Asp Leu Val Leu
115

aag cct acec atc
Lys Pro Thr Ile
230

gca gag gtc cpc
Ala Glu Val Arg
245

ace aaa get geg
Thr Lyw Ala Ala

get gac cca got
Mla Asp Fro Ala
280

gga gty Oty gac agy guc tou guc aac got tge
Gly Val Val Asp Arxrg Gly Trp Gly Asn Gly Cys Gly

12

atc
Ile

ate
Ile

tge
Cys
105

cag
Gln

ttg
Lau

ett
Leu

ttg
lau
185

gac

Asp

gaa
Glu

gat
Asp

age
Ser

tge
Cya
265

ttt
Fhe

PUITUSELIUTY

act tat gaa tge
Thxr Tyr Glu Cya
15

gac tgt tgg tge
l:g Cys Trp Cys

acc BAQ aca cge
Thr Lye Thx Arg

aca cac gga gaa
Thy His Qly Glu
125

agc acc aag gce
Ber Thr Lys Ala
140

207 aac cct gga
Arg Asn Pro Qly
155

gog agc aac ace
Gly Sex Asn Thr
170

gtg gec cea got
Val Ala Pro Ala

tte ttg gaa gga
Fha Lsu Glu Oly
a0s

ggo gac ago tge
Qly Asp Bar Cys
220

gtg aag atg atg
Val Lys Mst Mat
215

tat tge tar ttg
as0

ccg acce atg gga
Pro Thr Mat Gly

gtg tgc aga caa
Val Cys Axrg Gln
285

cta ttt gge asa
Leu Fhe Gly Lys
300

1141

1168

117

1265

1333

18

1429

1477

1525

i

1621

1669

1717

17463

ins

Bu0128
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R
Gly

gtc
Val

gtt
Val
350

tes
Ser

gas
Glu

gge
Gly

ctc
Leu

1
Leu
430

ttg

cet

angy
Lys

gyc
Gly

ggt
Gly
510

cct
Pro

agc att gac aca tgce gee asa ttt gee tge tect ace
Ser Ile Asp Thr Cys Ala Lys Pha Ala Cys Sar Thr

305

1o

aga acc atc ttg asa gag ast atc aag tac gaa gtg
Gly Arg T™hr Ile lLeu Lys Glu Asn Ile Lys Tyr Glu Val

320

cat gya cca act
Hia Gly Pzeo Thr
335

gga gec act cag
Gly Ala Thr Gln

tac sca cta aag
Tyr Thr Lau Lys
370

cca cgg tea pgy
Pro Arg Ser Gly
k] H

aca aag acg tte

cect tgg age agt
Pro Trp Ser 8Sar
415

atg gag ttt gag
Met Qlu Phe Glu

gge tca cam gag
Gly Ser Gln Glu
450

gtg gaa ttt tea
Val Glu Phe Bar
{65

tgt aga gto aag
Cys Arg Val Lys
480

gtc tgt toa aag
Val Cys Ser Lys
495

cac ggc act gty
His Gly Thx Val

tgc aas gtt cet
Cy» Lya Val Pro
530

3o

act gty gag tcg cac gga aAac tac

Thr Val Glu Ser
340

geca ggg aga tte
Ala Qly Axg Fhe
355

ctt gga gaa tat
Leu Gly Glu Tyr

att gac acc aat
Ile Asp Thr Asn
3%

ttg gte cat cgt
Leu Val His Arg
405

gect gge agt act
AMa Gly Ser Thr
420

gha coAd eac gee
Glu Pro His Ala
4315

gga geot ctg cat
Gly Ala Leu His

agec aac act gtc
Sar Asn Thr Val
470

atg gaA aaa ttg
Met Glu Lys Leu
485

get tte aag Ett
Ala Phe Lys Phe
500

gtg ttg gaa ttg
Val Leu Glu Leu
515

ate teg tea gty
Ila Ser Ser Val

His Gly Amn Tyr
345

agc atc act cct
Sex Ile Thr Pro
360

gga gag Gtg aca
Gly Glu Val Thr
3rs

gca tac tac gty
Ala Tyr Tyr Val

gag tgg ttec atg
QGlu Trp Phe Met
410

gtg tgg agyg aac
Val Trp Arg Asn
435

acy aag cag tet
Thr Lys Oln Ber
440

caa get ttg get
Gln Alas Leu Ala
455

sAg ttg acg teg
Lys lsu Thr Sexr

cag ttg aag gga
Gln Leu Lys Gly
450

att gyy aat cac
Leu Gly Thr Fro
505

cag tac act guc
Gln Pyr Thr Gly
520

get tea ttg anc

Ala Sex Leu Asn
5315

13

PCIIUSUZ1U764

aag gca ata
Lys Ala Ile
315

gec att ttt
Ala Ils Fhe

tce aca cag
Ser Thr Gln

geg geg cct
Ala Ala Pro
365

gtg gac tgt

val Asp Cys
380

atg act gtt
Net Thr Val
395

gac ctc amc
Asp Leu Asn

aga gag acg
Arg Olu Thr

gtg ata geca
Val Ile Ala
445

goa gee att
Gly Ala Ile
460

ggt cat ttg
Gly His Leu
475

acA ace tat
Thr Thr Tyx

90F gag aca
Ala Asp Thr

acg gat goa
Thr Asp Gly
535

gac cta acg
Asp Leu Thr
540

1861

1908

1957

2005

1101

2149

2197

2293

2341

2417

2533

guol2s
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ceca gtg ggc aga ttg

gce aac got aag gte
Ala Aan Ala Lys Val

gtc act gtc

aac cct ttt

Pro Val Gly Arg Leu Val Thr Val Aan Pro Phe
545 550
ckg att gaa tty gas cca
teu Ile Glu Leu Glu Pro
565

tac ata gtg gtg ggc

AQA gga QAA cCaA cag atc

Tyr Ila Val Val Gly Arg Gly Glu Gla Gln Ile

575

g 5§

gtt goa gao gtg tte

tct gga age age
Ser Gly Ser Ser

cag aga cta gee
Ala Gln Arg Leu Ala

610

att gyc aamas gec ttt aca
Iles Gly Lys Ala Fhe Thr

gct cta gga gac aca geot
Ala Leu Gly Asp Thr Ala

615

ace tca gtt ggo aapg get

Val Gly Gly Val Fhe Thr Ser Val Gly Lys Ala
630

gya gga geoa ttc cge toa ctg tte gga gge atg
Gly Qly Ala Fhe Axrg Ser lLsu Phe Gly Gly Met
640

645

gga eeg ctg guUy got cte ctg ttg tgy atg ggc
Gly Leu Leau Gly Ale Leu Lau Leu Trp Met Gly

agg tec ata got ckte acg ttt cte gea gttt gga

Axg Ser Ilw Ala Leu Thr Phe Lesu Ala Val

670

675

Gly Gly val

L I/UDULL LY 108

gtt tca gtg gee acg
Val Ber Val Ala Thr
555

cece ttt gga gac toa
Pro VYhe Gly Asp Her

$70

aat cac cat tgg cac
Asn Ris Hia Txp His

acc acc Cte ask gga
Thr Thr Leu Lys Gly

tgy gac tte
Trp Asp Phe

gua tca
Gly Sar
620

gtc cat caa gtg tte
Val His Gln Val Phe
635

tec tgg ata acg caa
Ser Trp Ile Thr Gln

650

atc aat goct cgt gat
Ile Asn Ala Arg Asp

665

gga gtt ctg cte tte

Lsu Leu Phe

‘cte tec gtg asc gtg cac gec t gaaggegges getogageat gcatctagag
Lau Sexr Val Asn Val His Ala

guccetatte
tetagttgee
gecactecea
tgtcattecta
aatagoagoe
tgcattaatyg
cttegteget
actcanagys
gagcarragy
ataggetceg
acccgacagy
ctgttecgac
egettbctea
tggpcrgtgt
gtcttgagte
gugattagcag
acggctacac
gasaaagagt
ttgttigcaa
tttoctacgoy
gattatcasa

tatagtgtca
agccatctgt
ctgtecttte
ttetggogag
atgetoggoa
satcggceaa
cactgactcg
gateatacgg
ccagceaashg
cecccctgac
actatanssga
cectgeegett
tagctcacge
gcacgaacecs
caaccoggta
agcgaggtat
tagaagaaca
tggtagetet
gcagcagatt
gtotgacget
aaggatcttc

cctaaatget
tgttegecee
ctaataasat
tovaatgogy
tposatogoc
cgcgcagoga
etgegetegg
ttatecacag
gccaggaace
gagcatcaca
taccaggegt
accggatace
tgtaggtate
ccegtecage
agacacgact
gtagucogty
gtatttggta
tgatccggea
ACgEgCAgRA
cagtggaacy
acctagatcee

agageteget
tecoocgtge
gaggasatty
caggacagca
tatatgmatte
gaggeggttt
tecgtrogget
aatcagguge
gtaaaaagge
aaaatcgacy
tteocecetgg
tgtccgectt
teagttcgpt
ccguccgcty
tatcgeeact
ctacagagtt
tetgegetct
AAcaaACCAC
AaaAaggatc
aasactcacg
ttttasatta

14

gatcageete
cttecttpac
catcgeatty

‘sggumgagga

atgaggogga
gegtattooy
gcggcgagea
taacgcagga
cgegttgety
ctcaagtcag
aagetececte
teteectteg
gtaggtcgtt
cgecttatce
gucageagee
cttgaagtog
getpaageca
cgetggtage
tcangaagat
ttaagggatt
aamatgaagt

gactgtgeet
cctggaaggt
tctgagtagy
ttgggaagac
asgancoage
cgetectteeg
gtatcagetc
asguacatgt
gegtittter
aggtgucgaa
gtgegetete
gonagegtogy
cgctoccaage
gotaactate
actgutaaca
tggectaact
gttaccttcg
gogtggttttt
cctetgatet
ttggtcatga
tttaaatcas

a581

2677

1723

2773

2821

2917

3017

3077
3137
3197
3257
mz
iz
Ja37
7
3ss57
a1z
am
3737
3197
3os7
v
3977
4037
4097
4157
4217
4377

6up12?
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tetasagtat
ctatcteage
taactacgat
cacgctcace
gaagtgygtee
gagtaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
tEgtcagaag
ckcttactgt
cattetgaga
atagogegas
gasaactecte
ccaactgate
gacanaatge
teettettea
ttgaatgtat
cacctgacgt

<210> 18
<211> 692
<213> PRT

statgagtaa
gatetgteta
acgggagouc
ggctecagat
tgecaacttta
ttcgeoagtt
ctegtegttt
atcceccatyg
taagttggee
catgeccatee
ataptgtatyg
soatageaps
aaggatctta
ttcagcatet
cgcaaaasag

acttggtetg
tttegticat
ttaccatctyg
ttatcagcaa
tecgecteca
antagtttge
gogtatggett
ttgtgcaaan
geagtgttat
gtaagatgcect
cggcgacega
aotttaasay
cogeegttga
tttactttea
ggaataaggy

acagttacea
ceatagttge
gecceagoge
taaaccagee
tecagtctat
goaacgttgt
catteagete
aageggttag
cactcatggt
cetetgtgac
gttpetettg
tgotaataat
gatccagtte
ccapegttte
cgacacggaa

atattattga agecatttatc agggttattg
ttagaasaat anacasatag gggttcegey

«213> Artificial Sequence

«220>

atgecttante
ctgactcece
tgcaatgata
agccggaagy
tanttgttge
tgeoattget
cggttecean
ctcetteggt
tatggcagca
tggtgagtac
ccoggegtea
tggalasapt
gatgtaacee
tgogtgagen
atgttgaata
tectecatgage
cacatttcce

<223> Description of artificial seguence; note w»
synthestic conatruct

<223> pCBNN

«400> 16

Met Gly Lym Arg Ser

1

Val val Ile Ala Cys

Lys Val Met Met Thr

Ile Pro Thr Ala Ala

Val Gly Tyr Mat Cys

Sar Ala Gly Asn Asp
Ala Val Tyr val Arg
Arg Ber Arg Arg Ser

10

a5
100

115

Ala Asn Lys Lys Gly

130

Leu Val Lys Thr Qlu

145

Val Ala Ala Val Ile
Val val Fhe Val val

Asn Cys Lsu Gly Mst

10

120
135

150

168
1s0

155

Ala Thr Trp Val Amp

210

Met Bsr Lys Asp Lys

75
90

Tyr Gly Arg Cys Thr Lys Thr Arg
108
Leu Thr Val Oln Thr His Gly Qlu Ber Thr Leu

155
170

185

200
218
0

Pro Thr Ile Asp Val ;-:1"; Mat Met Aan Mat Glu

15

Val Asn Ala Thr Asp Val Thr Asp Val

125
140

Leu Val Lau Glu Gly Asp Sex Cys Val

Him
110

PULIUDEL IV 108
agtgaggceac 4337
gtcotgtage 4397
ccgepagace 4457
geogagegea 4517
cgugaageta 4577
acaggcateg 4637
cgatcaagge 4697
cctecgateg 4757
ctgeatastt 4817
tcaaccaagt 4877
atacgggata 4937
tottoggpge 4997
actcgtgeae 3057
BAARCRgUAR 5117
ctcatactet 5177
ggatacatat 5237
cgaasagtpe 5297

5308

Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala

15

Als Gly Ala Val Thr Leu Ser Asn Pha Gla Qly

Ils Thr

Gly Lys Asn Leu Cys Ile Val Arg Ala Mst Asp
55 60
Asp Asp Thr Ile Thr Tyr Glu Cys Pro Val Leau

Pro Glu Asp Ils Asp Cys Txp Cys Thy Lys Sexr

95
Sexr Axg

Ala Trp Net Asp Ber Thr Lys Ala Thr Axg Tyr

Ber Trp lle Leu Arg Asn Pro Gly Tyr Ala Lsu

160

Gly Trp Met Leu Gly Ser Asn Thr Mat Gla Arg

175

Lsu Leu Lsu Leu Val Ala Pro Ala Tyr Ser Fhe
1%0
S8er Asn Arg Asp Phe Leu Glu Qly Val Ser Gly

T™hr Ile

yud123d
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Ala Ala Aan Leu Ala Glu Val Arg Ser Tyr Cys Tyr Lesu Ala Thr Val
a4 as50 253
SBer Asp Lau Ser Thr Lys Ala Ala Cys Pro Thr Met Gly Olu Ala Mis
260 263 270
Asn Asp Lys Arg Ala Asp Pro Ala Phe Val Cys Arg Gln Gly val Val
275 260 8%
ASp Arg Gly Trp Qly Aan Gly Cys Gly Lsu Phe Qly Lys Qly Bar Ile
2% 293 300

Asp Thr Cys Ala Lys Phe Ala Cys Ser Thr Lys Ala Ile Gly Axg Thr

305 10 315 320

Ile Leu Lys Glu Asn XIla Lys Tyr Glu Val Ala Ila Phe Val His Gly
Jas 330 kk 1

Pro Thr Thr Val Glu Ser Xis Gly Asn Tyxr Ser Thr Gln Val Gly Alm

L L/UDYAILY 0%

Thr Oln Ala

355

Leu Lys Leu
370

Ser Gly Ile
ans .

Thr Phe Leu

Ser Ser Ala

Phs Glu Glu
435
Gln Glu Gly
450
Phe Ber Ber
465
Val Lys Nat

Sar Lys Ala

Thr val Val
515
Val Pro Ile
530
Arg Lesu Val
348
Lys Val Lasu

Vval Qly Arg

Sor Bex Ile
595
Lou Ala Ala
610
Val Fhe Thr
625
Fhe Arg Ser

Gly Ala Leu

Als Leu Thr

675

Asn Val His
690

«210> 17
«211>» 5334

340
Oly

aly
Asp
Val
aly
420
Pro
Ala
Asn

Glu

500

Sax
Thr
Tle
Gly
sa0
Gly

Lau

Arg Fhs Ber

Glu Tyr Gly
375
Thr Asn Ala
380
His Arg Glu
405
Ser Thr val

His Ala Thr

Lsu Eis Gln
455
Thr Val Lys
4170
Lys Lsu Gln
485
Lys Phe Leu

Glu Leu Gln

Ser Val Ala
535
Val Asn Pro
550
Glu Leu Glu
565
Glu @in Qln

Lys Ala Phe

Gly Asp Thx
§15

345
Ile Thr Pro Ala Ala Pro
360 365
Glu Val Thr val Aap Cys
iso
Tyr Tyr Val Met Thr Val
ass
Trp Phe Met Aap Leu Asn
410
Trp :;g Asn Arg Glu Thr

Lys Gln Sex Val Ile Ala

440 445

Ala Leu Ala Gly Ala Iles
460

Leu Thr Ser Gly His Leu

475
Leu Lys Gly Thr Thr Tyr
490
Gly Thr Pro Ala Asp Thr
505

Tyr Thr Qly Thr Asp Gly

520 525

Ser Leu Asn Asp Lau Thr
540

Phe Val Ser Val Ala Thr

L] ]
Pro Pro ¥ha Gly Asp Ber
570
Ile Asn His His Trp His
545

Thr Thxr Thr Leu Lys Oly

600 605

Ala Trxp Asp Phe Gly Ser
620

Ser Val Gly Lys Ala Val His Gln Val Phe

Lau

Lau
660

630
Phe Gly Gly
645
Leu Trp Mat

635
Met Ser Trp Ile Thr Gln
650
Qly Ile Asn Ala Axrg Asp
663

Phs Leu Ala Vel Sly Gly Val Leu Leu Phe

Ala

16

aso
Ser Tyr Thr

Glu Pro Arg

Gly Thr Lys
400
Leu Pro Trp
415
Leu Met Glu
430

Leu Gly Ser
Pro Val Glu

Lys Cyn Arg
480
Oly Val Cys
495
aly Ris Oly
510
Pro Cys Lys

Fro val Qly

Ala Asn Ala
[T}
Tyr Ils Val
575
Lys Ber Gly
590
Ala Gln Arg

Val Gly Oly

Gly Gly Ala
640
dly Lau Leu
655
Arg Ser lle
670
Leu Ser Val

quo123
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<213> DMA
<213> Artificial Sequance

<220>

<223> Description of artificial sequence; note =

synthetic construct

<211> CDE

<222> (916)...(3007)

<231> nmige_feature

<222> (1)...(5334)

<223> DCBOE 1-14

<400> 17

gacggatcgg gagatctcoc gateccctat gutgemctet cagtacaatc tgotetgutyp &0
cogoatagtt angccagtat ctgetocetyg cttgtgtgtt ggaggteget gagtagtgeg 120
cgagcaasat ttaagctaca acaaggoasg gettgaccga caattgeatg asgaatetge 140
ttagpgttag gegtitigeg ctgeticgeg atgtacggge cagatatscg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcaa ttacggggtc attagttcat agececatata 00
tguagttecg cgttacataa cttaecggtas atggecegee tggetgaccg cecaacgace 360
cccgeccatt gacgtomata atgacgtatg ttcccatagt ascgocasta gggectttee 420
attgacgtca atgggtpgyag tatttacggt aaactgeoca cttggeagta catcaagtgt 480
atcatatgec aagtacgecc cctattgacg tcaatgacgg taaatggeceoe goctggeoatt 540
atgoceagta catgacctta tgggactttc ctacttggea gtacatctac gtattagtcea 600
tcgetattac catggigatg cggttitgge agtacatcas tgggegtyga tageggttty 660
actcacgggy atttccamgt ctoeacccea ttgacgteam tgggagtttg ttttggoacc 720
aasatcaacg ggactttceca amatgtegta acaactcege cccattgacg caaatgggeg 780
gtaggegtgt acgutgguay- gtctatataa goagagetct ctggectaact agagaaccoa 840
ctgettactg gettategaa attaatacga ctcactatag ggagacccaa gettggtace 900
tctagageog cogec atg gge aQ0A aAg CAR AAC AnA AQA gga Uga aat gaa 951

Nat Gly Arg Lys :n Asn Lys Arg Gly Giy Asn Glu
1 0
ggc tca ate atg tgg ctc geg age ttg gea gtt gte ata get tgt geg 999
Gly Sex Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala Val Val Ile Ala Cys Ala
15 a0 a5

gga gee atg aag thg teg aat tte cag ggu aag ctt ttg atg ace ate 1047

Gly Ala Vet Lys Leu Ser Asn Phs Gln Gly Lys Leu Leu Mat Thr Ils
3 s 40

4AC mAc acg gac att gcoa gac gtt ate gtg att ccc ace tca saa gga 1095
Asn Asn Thr Asp Ile Ala Asp Val Ilas Val Ile Pro Thr Ser Lys GQly

45 50 55 60
gag sAc aga tgc tgg gtc cgy gC8 Atc gac gtc gge tac atg tgt gag 1143
Glu Asn Axrg Cys Trp Vel Arg Ala Ile Asp Val Gly Tyr Met Cys Qlu

(1] 70 75

gac act atc acg tac gaa tgt cct aapg ctt acc atg gge aat gat cca 1191

Asp Thr Ila Thr Tyr Glu Cys Pro Lys Leu Thr Net Gly Asa Asp Pro
80 1] 90
gag gat gtg gat tge tgy tgt gac aac caa gaa gtec tac gtc caa tat 1239

Glu Asp Val Aap Cys Trp
95

Cy® Asp Amn Oln Glu
100

17

val Tyr Val Gln Tyr
105

auaisd

120
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gua cgg tge
Gly Axy Cys
110

tcg gtc caa
Ber Val Gln
125

tge ctg gat
Trp Leu Aap

tgo ate ata
Trp Ile Ilw

tgg atg ctt
Trp Net Leu
175

cty ctg tg
Leu Lesu Leu
190

aat cgt gac

Asn Arg Asp
205

oty
Val

ctg gaa
Leu Glu

acA ttg gac
Thr Leu Asp

gtc aga agt
Val Azg Sex
255

cgg tge
Arg Cys
270

get
Aln

Ser Ser Tyr

goa tgt gga
Gly Cys Qly

tece tge ace

asa tac gaa

Lys Tyr Glu
335

acg cgg ace agy cAC tcc aAg oga age
Tar Arg Thr Arg Hie Ssr lys Arg Ser

aca
Thr

tea
Serx

160

aly

gte
Val

tte

oge
Gly
gte
240
tac

Tyx

[ ¢
Val

ctt
Leu

agt
320

gte
Val

115

120

cat g9y gag agt tca cta gtg aat

His Oly Glu Ser Ser Lau Val Asn

acyg
Thr

145

ast
Asn

agt
Ser

get
Ala

ata
Ile

gat
Asp
225

egec
Arg

tgc
Cys

acyg
Thx

tpao
Cys

tte gog sag gga agc att
Fhe Gly Lys Gly Ser XIle Asp Thr Cya

305

aas gog att ggy aga aca atc cag cca gsa
Ser Cy» Thr Ger Lys Ala Ile Gly Arg Thr Ils Gln Pro Qlu

ggc att ttt gtg cat gga acc acc act
Gly Ila Phe Val His Gly Thr Thr Thr

130

135

AAR goc aca cga tat ctec atg
Lys Ma Thr Arg Tyx Lau Met

cct goc tat
Fro Gly Tyzr

aac sac ggt
Asn Aan Oly
180

ccg get tae
Pro Ala Tyr
195

gas gga gee
Glu Gly Ala
210

ttg
Leu

age tge
Ber Cys

att aae
Ile Asn

atg
Het

tat cat get
Tyr His Ale
260

act gga gas

get
Ma
165

caa
Gln

agt
Ser

agt
Ser

aca
Thr

atc
Ile
245

tea
Bar

150

ttc ctg geyg
Phe Lesu Ala

€gc gtg gta
Arg Val val

ttt aat kgt
Fhe Asn Cys
200

ggda goo act
dly Ala Thr
215

atc atg gea
Ile Ket Ala
230

gaa got
Glu Ala

agc
Ser

gtec act gac
Val Thr Asp

Thr Oly Glu Ala His Asn Glu

a7

At opgt

Lys Gln Gly Phe Thx Asp Axg

310

18

agg aga tee
Arg Arg Ser

AASR aAA gag
Lvs Lys Glu

aaa act gag
Lys Thr Glu
15%

geg gta ctt
Ala Val Leu
170

ttt ace
Phe Thr
1835

atc
Ile

ety pga aty
Lau Gly Met

tou
Trp

gtg gac
val Asp

&AC gac aas
Aan Asp Lys
235

caa ctkt get
Gln Lsu Ala
250

ate
Ile
265

tcg acg
8er Thr

sag cga get
Lys Arg Ala

geg tgs
Gly Trp

-]
oly

tgt gea

Ala Lye

313

Asn
330

tcg gaa
Ser Glu
145

U HUDUL Y 708
gty 1287
val
get 1335
Ala
140
Rac 1383
Asn
gge 1431
oly
cte 1479
Leu
pge 1527
Gly
ttg 1575
Lau
220
cca 1623
Pro
gag 1671
Qlu
gtg 1719
val
gat 1767
Asp
aan 1918
Asn
00
tee 1863
Phe
atec 1911
Ile
aAc 1959
Asn

gu013l
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cat ggg aat tat tea geg caa gtt
Hia Gly Asn Tyr Ser Ala Gln Val

aca gta aca ccc aat

Thr Val Thr
365

gua gam gtc
Gly Glu Val

Pro

aca
Thr

Amn

oty
Leu
388

Ala Phe Tyr Val Met

gag tgg ttt
Glu Trp Phe
415

gcg tgg aga
Ala Trp Arg
430

aca aaa
Thr Lys
445

cag
aln

ttw
Leu

oag wag
Gln Ala

tca
BSerx

tta aca
Leuw Thr

cty aaa
Leu Lys Gly

aat
Asn
510

tac
Tyr
52%

tet gog
Ser Oly

ctc aat

Asn

age
Oer

tte gtc
Fhe Val

gcg
Ala

cee
Pro

cece

575

4100
cat
His

asc
Asn

tee
Ser

gua
Ala

aly
4180

aca
Thr

Ala

agt
Ser

gac
Asp

act
™hr
560

gac
Amp

aga
Arg

gt

355

gct cct teg
Ala Pro Berx
370

gac tgt gag
Agp Cys GQlu

aos gty gow
Thr val Gly

cte get cte
Leu Ala Leu
420

gaa cte ctc
Glu Leu Leu
4315

gtt get ctt

L LI/UDNL IV I

g99 gcy toe cag geg gea aag ttt
Gly Ala Ger Gln Ala Ala Lys Phe

360

ata acc cte aaa ctt ggt gac tac
Ile Thr Leu Lys lLeu Gly Asp Tyx

atg paa ttt
Met Olu Fhe

ggg tca cag

Val val Ala Leu Oly Ser Qln

450

goco ato gte.

Gly Ala Ile Val Val Glu Tyr

His

gac
Asp

gat
Asp

atg
Net
545

tee
fox

kgt
Cys

§&
3 £t

tat
Tyz Q

atg
Mat
500

<

act ggt cac
Thr Gly Nis
515

ggo coe tge
Gly Pro Cys
530

ace ecc gtt
Thr Pro Val

agt goe age
Sar Ala Ber

ttc gga gao tcc tac ate
Phe Gly Asp Ser Tyr Ile

470

agg ctg aaa
Arg Lou Lys
405

tgt aca gaa
Cys Thr Glu

gua aca gtt
Gly Thr Val

ARR ALt gog
Lys Ile Pro
53%

gog cgg cty
Gly Arg Lau
550

tea sag gtg

Sex Lys Val Leu Val

gta gtt gpa agg oga

gaa
Glu
440

gaa
Qlu

tea
Sar

atg
Net

ana
Lyn

gte
val
5a0

akt
Ile

oo
val

ety aac act
Leu Asn Thr
ass

ctg gte cat
Leu val His
410

cct teg age
Pro Ser Bar
425

gag geg cac
Glu Ala His

gga gge cte
Gly Gly Lsu

age tea gty
Ser Ssr Val
475

gac aaa
Asp Lys
490

cty
Leu

tte teg
Fhe Ser
505

tte
Fhe

att
Ile

gaa ctc
Glu Lasu

et
Ala

tes gkt
Ser Val

aca gtg aac
Thr Val Asn
555

gtc gag atg
Glu Mat

570

Val val Gly Arg Oly Asp Lys

19

gaa
alu

agey
Arg

aca
Thr

gee
Ala

cat
His
460

aag
Lya

get
Ala

gcg
Ala

tce
Berx

oo
Ala
540

cce
Pro

gaa
Glu

cag
Gln

2007

2103

ann

2199

rriy)

1%

24319

497

2583

26831

2679

puvl132



atc aac cac
Ile Asn His
590

tca aca act
Ser Thr Thr
605

gec tgy gac
Ala Dxp Asp

gee gtt cac
Ala val His

atg tct tgg
Mat Ser Trp
655

gpe gtc aac
Qly Val Asn
6760

99 99t gty
Gly Qly Val
(113

agcggecgek
getcgotgat
cecgtgectt
gaaattgcat
gacagcaagg
atggettety
geggtttgeg
tteggctger
caggggataa
aaaaggccge
atcgacgete
cccetggaag
cegectteet
gtteggtpta
ascgetgege
cgeccactgge
cagagttctt
gegetetget
aslccaccege
aaggaktctca
acteacgtta
taaattanan
gttaccaatg
tagttgeetg
ceagtgetge
accagccage
agtctatctaa
acgttgttge
tecagectecgy
cggttagecte
tcatgottat
ctgtgactgy
getettgeee

FCIIUSU2/10764

cat tgu cac aaa gct gya age acg ctg ggc sAg gec tkt
Trp His Lys Ala Gly Ber Thr Lau Gly Lys Ala Phe

Mis

ttg
Leu

tte

caa
Gin
6§40

ate
Ile

geca
Ala

cte
Leu

ang gga gct caa aga ctg goa gog ttg guc gac aca
Lys Gly Ala Gln Arg Lau Ala Ala Lau Gly Asp Thr

610

gge tet att gga guyo gte
aiy Sexr Tle 8iy Sly Val

625 630

gtg ttt ggt ggt gee tte
val Fhe Gly Gly Ala Phe
645

aca caa ggg cta atg ggt
Thr Gln Gly Leu Met QGly
660

cga gac cga tca att get

Arg Asp Azrg Ber Ile Ala
675

gtg ttc tta geg acc aat
Val Phe Lau Als Thy Amn
650

615

ttc aac tce
Pha Aan Ber

aga aca cte
Arg Thr Lau

gee cta ctg
Ala Leu Leu
665

ttg gee tte
Leu Ala Pha
680

gtg cat get
Val Mis Als
6953

ata gga aaa
Ile Oly Lyw
635

ttt ggu gga
Fhe OGly Gly
650

ctc tgg atg
Leu Trp Met

tta goe aca
Leu Ala Thr

t aattagtitg

cgagcatgca
cagcctogac
ccttgaccet
cgeattgtet
gggaggatig
aggceggaaag
tattgggege
gcgagcggta
cgcaggaaag
gttgeceggeg
asgtcagagy
cteecctegey
ccettegaga
gotegttege
cttateegot
agcagccact
geagtogtog
gaagccagtt
tgutagegat
agaagatecct
agogattttg
atgaagtttt
ctoaatcagt
acteceecgte
aatgataceg
cggaagggre
ttottgecon
cattgctaca
tteccaacga
ctteggtect
ggcagcackg
tgagtacteca
ggcgtcaata

tctagagggo
tgtgeetiet
ggaagytgce
gagtaggtgt
ggaagacaat
aaccagctge
tcttecgett
tcagcteact
aacatgtgag
tttttcoata
tggcganace
cgetetecty
agegtggege
teccaagetoy
asctatcgte
gotaacagga
cctaactacg
accttcgpan
ggttttttty
ttgatetttt
gtcatgagat
aasatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacceac
gagcgeagaa
gaagctagagy
ggcatcgtoy
tcaaggegag
ccgategtty
aataattota
accaagtcat
cgggataata

cctattectat
apttgccage
actcccactg
cattctatte
ageaggeatg
attaatgaat
cctegetcac
casaggcggt
CaBaaggcca
ggcteegeee
cgacaggact
ttccgacecet
tttctcatag
getgtgtgea
ttgagtceoaa
ttegcagage
getacactag
aasgagttgy
tttgoaagea
ctacggggte
tatcaaaang
assgtatata
tcteagegat
ctacgatacyg
gotcaccgge
gteutecetge
tasgtagtte
tgteacgete
ttacatgate
tcagaagtaa
ttsatgtoat
toctgagaata
ccgegecaca

agtgtecacct
catetgttgt
tectttocta
tggagontans
ctggggatge
cggccaacge
tgactcgotyg
aatacggtta
gcasaaggcec
cectgacygeg
ataaagatac
geegettace
ctecacgetgt
cgaAcaguoe
cccggtaaga
gaggtatgta
aaghacagth
tagctcttga
gcagattacy
tgacgctoag
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtetatet
guagggctta
tcoagattta
aaettctatee
geceagttaat
gtogtitoyt
cocecatgtty
gttggecgea
gocatacgta
gtptatgegy
tagcagaact

aaatgctaga
ttgeecetee
ataaaatgag
gotgggucag
ggtggyctet
gcgeugagag
cgoteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaans
caggegtete
ggatacctgt
aggtatctca
gttoagoooy
cacgacttat
gocgytgeta
tttpogtatct
tceggoaaac
cgcagasaaa
tpysacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
cgtteateca
ccatctggee
tcagcaataa
gectecatee
agtttgegea
atggettcat
tgcaaansag
gtgttateac
agatgotett
cgaccgagtt
ttasaagtge

2727

2773

2871

ans

2967

3017

a7
3137
3197
3257
m
am
un
3497
3557
617
s
3737
3797
ass
3917
M
4037
4097
4117
4217
4am
4337
4an
4457
4517
4577
4637
4697
4757
4817
4077
497
4997

guu1dd
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tcatcattgg asaacgttet teggggcgam aactctcamg gatcttaceg ctgttgagat
ccagttcgat gtaacccact cgtgcacccoa actgatcite ageatotttt actttcacea
gegttictgy gtgagcasaa acaggangge AAAAELgCCQC askBaapgUs Ataagugcga
cacggaaatg ttgaatactc atactettee tttttcaata ttattgaage atttatcagg
gttattgtot catgagoggs tacatiattty satgtattta gassaatasa caastagoow
tteegegeac atticccoga aaagtgocac ctgucgt

<210> 18

<a11l> &97

<212> PRT

<213> Axtificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial sequence; note w
synthetic construct

«223> pCRJE 1-14

<400> 18
Mat Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg Oly Gly Asn Glu Gly fler Ile Mat
1 5 10 15
Trp Lau Ala Ser Leu Ala Val Val Ile Als Cys Ala Gly Ala Mst Lys
20 a5 310
Leu Ber Asn Phe Gln Gly Lys Leu Lsu Mst Thr Ils Asn Asn Thr Asp
35 10 45
Ile Ala Asp Val Ile Val Ile Pro Thr Ser Lynm Ga.y Glu Asn Arg Cys
50 5% &
Trp Val Arg Ala Ile Asp Val Gly Tyr Met Cye Glu Asp Thr Ile Thr
65 70 75 a0
Tyr Glu Cys Pro Lys Leu Thr Mst Gly Asn Asp Fro Glu Asp Val Asp
85 90 95
Cys Trp Cys Asp Aan Gln Qlu Val Tyr Val Gln Tyr Gly Arg Cys Thr
100 105 110
Arg Thr Arg His Bexr lys Arg Ser Arg Arg Ser Val Sexr Val Gln Thr
115 120 125
His Qly Glu Ser Ser Leu Val Asn Lys Lys Olu Ala Trp Leu Asp Ser
130 135 140
Thr Lys Ala T™hr Arg Tyr Leu Mat lya Thr 0lu Asa Trp Ile Ile Arg
150 155 160
Aan Pro Gly Tyr Ala Fhe Leu Ala Ala Val Leu Gly Trp Mat leu Gly
165 170 175
Bexr Asn Asn Gly Gln Arg Val Val Phe Thr Ile Lau Leu Leu Lau Val
180 185 1%0
Ala Pro Ala Tyr Ser Phe Asn Cyw Leu Gly Met Gly Asn Arg Asp Phe
195 200 205
Ile Glu Gly Ala Sex Gly Ala Thr Trp Val Asp Leu Val Leu Glu Gly
210 a15 a20
Asp Bar Cys Leu Thr Ile Mat Als Asn Avp Lys Pro Thr Leu Asp Val
aa5 239 233 240
Arg Met Ile Aen Ile Glu Ala Bar Gln Leu Ala Glu Val Arg Ser Tyr
245 a50 255
Cys Tyr His Ala Ser Val Thr Asp Ile Gexr Thr Val Ala Arg Cys Fro
. 260 265 a70
Thr Thr Gly Glu Als His Asn Glu Lys Arg Ala Asp Ser Ser Tyr Val
215 290 285
Cya Lys Gln Gly Phe Thr Asp Arg Gly Trp Gly Amn Gly Cys Gly Leu
290 a%5 o0
Fhe Qly Lys Gly Ser Ile Asp Thr Cys Ala Lys Pha Ber Cys Thr Ser
305 310 315 320
Lys Ala Ilae Gly Arg Thr Ile Gla Pro Qlu Asn Ile Lys Tyr Glu Val
3as 33 k k1

21

5057
5117
5177
5237
5297
5334

U134
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FLLI/UDILATIS

Gly Ils Phe Val His Qly Thr Thr Thr Sax Glu Asn His Gly Asa Tyr

Sex Ala 8in
358
Asn Ala Pro
370
Leu Asp Cys
aps
Maet Thr Val

Asp Leu Ala

Arg Qlu Leu
435
Val Val Ala
450
Qly Ala Ile
465
His Lau Lya

Thr Tyr Gly

Asp Thr Gly
515
Asgp Gly Pro
5310
Met Thr Pro
545
Ser Ser Ala

Asp Ser Tyr

Trp Mis Lys
295
Lys Gly Ala
610
Gly Ber Ile
635
Val Phe Gly

Thr Gln Gly

Arg Asp Arg

675

Val Phs Leau
690

210> 19
<211> 5283
<312> INA

345

Val 81y Alm Ser 61m Ala Ala Lys Phe Thr Val

360

Ser Ile Thr Leu Lys Leu Gly Asp Tyr Gly Glu

3718

Glu Pro Arg Harxr
aso
Gly Ser Lys Ser
40%

Leu Pro Trp Thr
420
Lsu Met Glu Pha

Leu Gly 8Ser Gln
458

Val Vval Glu Tyr

470
Cys Axg Leu Lys
485

Met Cys Thr Glu

500

fiis Qly Thr val

Cys Lys Ile Pro
535

Val Gly Arg Lau

550
Ser Sexr Lys Val
569

Ile Val Val Gly

580

Ala Gly Ser Thr

Gln Arg Leu Ala
513

Gly Gly Val Phe

630
Gly Ala Pha Arg
643

Leu Met Gly Ala

660

Ser Ile Ala Lau

Ala Thr Asn Val
693

<213> Artificial Sequence

<220>

Gly Lasu
Phe Leu

Ser Pxo
425

Glu Glu

440

Glu aly

Ser Ber
Net Asp

Lys Phe
505
Val Ile
520
Ile Ala

Val Thr
Leu Val

Arg Gly
585

Leu Gly

600

Ala Lau

Asn fer
Thx Leu

Leu Lau
665

Ala Phe

680

His Ala

390
Asn Thr Glu Ala Phe
395

Val Hia Arg Glu Trp
410
Ber Ber Thr Ala Trp

430
Ala His Ala Thr Lys

443

Gly Leu His Gln Ala

Ser Phe Ala Lys Asn
510
Qlu Leu Sar Tyr Sar
52%
Ser Val Ala Ser Leu
540
Val Asn Pro Phe Val
5535
Glu Mat Glu Pro Pro
570
Asp Lys Gln Ile Asn
590
Lys Ala Pha Ber Thr
605
aly Asp Thr Als Trp
620
Ile Gly Lys Ala Val
635
Fhe Gly Oly Net Sar
6§50
Leu Txp Mat Gly Val
670
Isu Ala Thr Gly Oly
1 1]

«223> Description of artificial sequance; note =
synthetic construct

«<221> CD8
<222> (910).

<400> 19

gacggatcgg gagatctcec gatcecectat ggtogactct cagtacaate tgetetgatyg

Thr Pro
Val Thr

Tyr Val
400
Phe His
415
Arg Asn

Gln Ber
Lau Ala

Sexr Gly
480

aly Thr

495

Pro Ala

Gly Ser
Asn Agsp

Ala Thr
560

Phe Gly

575

His His

Thr Lau
Asp Fha
His Gln
640
Trp Ile
655
Asn Ala

Val Leu

o135
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cageatagtt aagoaagtat stgoteocty ctitgebgtgtt gyeggteget gagtagtgeg 120
cgagcassaat ttaagctaca acsaggcasg gottgaccga caattgoatg asgaatctge isd
ttagggttag gegttttgeog ctgottcgey atgtacgpge cagatatacy cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtamtcaa ttacgopgtc attagtteat ageoccatata Joo
tggagttcecg cgttacataa cttacggtas atggeccgec tggotgacceg cccaacgace 60
ccogoceatt gacgtcaata atgacgtatg ttceccatagt sacgocaata gggactttee 420
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgeeca ctitggoagta catcaagtgt 480
atcatatgec aagtacgece cetattgacy tcaatgacgg tasatggeec gectggoatt 540
atgcecagta catgacctta tgggasctttc ctacttggea gtacatetac gtattagtca 600
tegetattac catggtpgatg cggttttgge agtacatcaa tgggegtogua tageggttty 660
acCtCACOUOg atttccaagt ctocacccca ttgacgbcaa tgggagtttg ttttggcace 730
aaaatcaacg ggacttteca aastgtegta acaactecoge cocattgacyg caaatgggeyg 780
gtaggecgtgt acggtgoggag gtotatataa geagagetet ctggoetaact agagaaccoea 840
ctgettactg gettatcgas attaatacgm ctceactatag gyagacceaa gettggtace 900
gecgocgec atg guc aag agg tcc gee gge tea atc atg tgp ctc gog age 951
Met Gly lys Arg Ber Ala Gly Sar Ile Met Trp Leu Ala Ser
b ] 10

ttg gea gtt gtc ata get ggt aca Age goet ace acC ate ©BcC ogg gac 999
Lou Ala Val Val Ile Als Gly Thr Ser Ala Thr Thr Ile His Arg Asp

15 20 25 a0
agg gaa gga tac atg gtt atg cgy goc agt gga sgy gac get gea age 1047
Arg Glu Gly Tyr Mat Val NMet Arg Ala Ser Gly Arg Asp Ala Als Ser

as 40 a5
cag gtc agg gta casa aac gga acg tge gte atec ctg goa aca gac atg 1095
Gln Val Arg Val Qln Asn Qly Thr Cys Val Ile Leu Ala Thr Asp Met
50 55 60

goa gag tgg tot gaa gat tca atc acc tac tct tge gtc acg att gac 1143

Gly Glu Trp Cys Glu Asp S5er Ile Thr Tyr Ser Cys Val Thr Ile Asp
65 70 73
cag gag gea gaa ccc gtt gaec gtp gac tge ttc tgc cga gut gtt gat 1191
Gln Glu Glu Glu Pxo Val Asp Val Asp Cys Phe Cyn Axg Gly Val Asp
[ 11) a5 20

agy gtt asg tta gag tat gya cgc tgt gga agg caa got gga tot agg 1239
Arg Val Lys Leu Glu Tyr Gly Arg Cys Gly Arg Qln Ala Gly Sex A:g

95 100 1405 110
YUy aaa agg tct gtg gtc att cca aca cat gca caa aaa gac atg gte 1287
Gly Lys Arg BSer val Val Ile Pro Thr His Ala Gln Lys Asp Mat Val

113 120 125

SUg cga got cat gea tgo cott aaa ggt gac aat sttt cga gat cat gte 1335

Gly Arg Gly His Ala Trp Leu Lys Gly Asp Asn Ile Arg Aep Eia Val
138 138 140

acc cga gtc gag ggc tgg atg tgg aag asc aag ctt cta act gee goo 1383

Thy Arg Val Glu Gly Trp Net Trp lye Asn Lys Leu Leu Thr Ala Ala
145 150 155
att gtg goc ttg got tgy ctc atg gtt gat agt tgg atg geoc aga gtg 1431
Ile Val Ala Leu Ala Trp Leu Met Val Asp Ser Trp MNet Ala Arg Val
160 165 170
act ptc atc ctc ttg gog ttg agt cta ggg cca gtg tac gec acg agg 1479

Thr Val Ile Leu Leu Ala
180

175

183

23

Lau Ser Lsu Gly Pre Val Tyr Ala Thr Arg

190

BUY13b
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tee
Cys

get
Ala

gaa
Glu

aac
Asn
235

ccyg
Pro

egt
Arg

get
Ala

gte
Val
aca
3315

gea
Ala

tat
Tyr

goe
Ala

tee
Ser

acg cat ctt
Thr His Lsu

aga gtg tee
Arg Val Ssr
210

gag gUc aag
Olu GQly Ly=
aas

age ccg get
Ber Pro Ala
a40

aca aaa gtg
Thr Lys Val

gag gag cat
Glu Glu Kis

gos tog gga
Gly Trp Gly
a%0

tgt gca ang
Cys Ala Lys
o5

tat gac tec

Tyr Asp Ser
aao

tug gat tac
Gly Asp Tyr

cag ttt acg
Oln Phe Thr

gga gat gtg
Gly Asp Val
370

caa act gtg
0la Thr val
385

gca tgg caa
Ala Trp Gln
400

aga gat ttt gtg aca

Glu Asn Arg Asp Fhe Val Thr

195

cta gtt
Leu Val

cca tee
Pro Ser

gaa acc
Olu Thr

gag ger
@lu Ala
260

cag gct
Gln Ala
a7s

aac cac
Asn His

£t gaa
Phe Glu

aca aag
Thr Lys

ttg get
L=u Ala
340

gty gea
Val Ala
355

teg ctg
Ser Leu

gtg atg
Val Met

gty cac
Val His

tgg asa cac aag gac aac
Trp Lys His Lya Asp Asn

415

ttg gea ctt gga gge
Lau Glu Lsu Qly Gly
a15

att gat gta tgy ctc
Ile Asp Val Trp Leu
130

aga gam tac tge ctg
Arg Glu Tyr Cys Lsu
245

cge tgt cca acc act
Arg Cys Pxo Thr Thr
265

aat atg gtg tgc aag
Asn Met Val Cys Lys
200

tge ggy ttt ttt ggg
Cys Gly FPhe Phe Gly
295

togc gag gas gca aaa
Cys Glu Qlu Ala Lys
310

atc acg tat gtt gtc
Ile Thr Tyxr Val Vval
325

gca aat gag acc aat
Ala Asn Glu Thr Asn
345

tce gag asa gtg ate
Serxr Qlu Lys Val Ile
360

acg tgt asa gty gea
Thr Cye Lys Val Ala
75

tca ctc gac agc age
Sex Lau Asp Ser Barxr
%0

cgt gac tgy ttt gag
A:g Asp Txp Fha QGlu
4

caa gat agt

tgy aac
Gln Asp Trp Aan Ser
435

24

gga act caa
Oly Thr Gln

tge gty ace
Cys val Thr
220

gaa gac att
Glu Asp Ila
235

cac gcc aaa
Hip Ala Lya
250

gus ccg gog
Gly Pro Ala

aga gac caa
Arg Asp Gln

aag guc agt
Lys Gly Ser

aaa gck gtg
Lys Ala Val

aag gtt gap
Lys Val @Qlu
330

tca mac agg
Eer

gac ttg geg
Asp Leu Ala
410

gtg gsg aaa
Val Glu Lys

ooy
Gly
205
ate
Ile

Ect
Fha

ttg

ata
Ils

ctg
Leu

ctg
Lau

ettt
Leu

FUT/UNULIIUTOS
ace 1517
Thr
aca 1575
Thr
cay 1623
aln
acc 1671
Thr
ctt 17198
Leu
270
gac 1767
Asp
atg 1415
Val
cac 1863
His
cac 1911
Hia
tea 19%9
Sar
350
gac 2007
Anp
gtec 2055
Val
cet 2103
Pro
cee 2151
Pro
otg 21%9
Val
430

000187
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gaa ttt gga cca
Phe Gly Pro

Glu

gac
Asp

apt
Ser

gat
Asp

tgt
Cys
495
cat
His

tgt

gta
Val

gga
Gly

goa
Gly
575

atg
Met

gaa
Glu

Gly

Gly

tog
Trp
655

cag acg get
Qln Thr Ala

oty
Val

gtg
Val
480

gac
Asp

gac
Asp

cgg
Arg

gee
Ala
tkec
560
gac

Asp

Lttt
Fhe

cat
His

aag
Lys

ooy
Gly
640

ttg
Lau

vag
Qlu
465

gga
Gly

aza
Lys

aca
Thr

atc
Ile

atg
Met
545

ata
Ile

ett
Leu

gaa
Glu

gca
Ala

gea
Ala
625

gtt
Val

gga
Gly

gge
Qly

cty
Leu

goea
Ala

gta
Val

geaa
Glu

age
Ser

atc
Ile

gga
oly

cta
Lau

cea cat get gtg saa
Pro His Ala Val Lys
435

gtg ctg ctc aaa teca
Val Lau Lav Lyas :;r
3

Cag AAA TA¢ cac etg
Gln Lys Tyr His Lau
470

gaa aag ctg aaa ctg
Qlu Lys Lsu Lys Leu
485

aag ttc asa tgg aag

Lys Fhe Lys Trp Lya
500

gtc atg gag gta tca
Val Mst Glu Val Ser
8518

gtg cgu get gtg gea
val Arg Ala Val Ala
533

ata acc ccc aat cca
Ile Thr Pro Asn Pro
550

atg cag ctg cca cca
Met Qln Leu Pro Pro
565

¢cag cag tgg ttt cag
Gln Gln Trp Phe Gln
280

acc ¢gc agg goua ttg
Thr Arg Arg GQly Leu
595

atg gat gtt ttc

Met Asp
440

ctg gea
Lau Ala

ABA agc
Lya Ser

ama ggc
Lys Gly

aga gtt
Arg Val
505

tac aca

Tyr Thx
220

cat ggt
His Qly

ace att
Thr Ile

gog gat
Gly Asp

lys Gly
883

gaa sgy
Glu Arg
600

Val

gos
Qly

ggc
qly
aca
490

cect

Fhe

gttt
Yal

cat
His
475

ace
Thr

gt

Pro Val

goa
aly

gte
Val

gaa
Glu

cte
Leu

gac ttt gge tca gta goc gog gts
Asp Phe Qly Ser Val Gly Gly Val

615

cac eacg gty ctg gUu goa got tte
His Thr Val Leu Gly QUly Ala Phe

630

ttc atc cct aag atg ctg ctg agg
Phe Ile Pro Lys Mst Lau Lgu Gly Val

8er

cca
Pro
aca
555
ate

Ile

ace
Thr

tct
Ser

ctg
Leu

aac
Asn
635

gtk

At gccC agg aat coca acg atg tcc atg
Asn Ala Arg Asn Pro Thr Mat Bexr Net Thr Pha

25

ant
Aan

ceg
Pro
460

gte
Val

tac

gac
Anp

gac
Asp

gog
Ala
540

aat

ABn

atc
Ile

att
Ile

gtg
val

kct
Bsr
620

ace
Thr

get
Ala

PLRIUDUL I 108

ctg gog 2247
Leu Gly
145
ctg gee 2295
Leu Ala
act tgt 1343
Thr Cys
tee atg 2391
Ssr Met
agc ggc 2438
Ser Gly

510
aag cca 2487
Lys Pro
528
gtt aat 2535
Val Asn
ggt ggc 2583
Gly Oly
tat gtg 2631
yr Val
ggt aga 2678
Qly Aryg

190
gtt gga 2727
Val Gly
605
ket gty 1775
Ser Val
ctt ttt 2823
Lsu Phe
etg gte 2871
Leu Val
£ttt ettt 1918

Lea

670

)28
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t gtg gog gct ttg aca ctg atg atg acs atg ggm
Ah Val Gly Ala Leu Thr Leu Met Net Thr Mat

gagcggecge
apctcgetga
eccegegect
ggaaattgeca
gyacagcang
tatggettet
gegotttgeg
tteggetgey
cagoggataa
asaaggecge
atcgacgete
eccctggaay
cogecttect
gttaggtpea
accgetgege
cgccactgge
cagagttctt
gegetetpet
asaccaccge
asggatctca
actcacgtta
tasaattaasa
gttaccaatg
tagttgecetg
ccagtgetge
accagccage
agtctattaa
acgttgttge
tcageteopgy
cggttagoto
tocatggttat
ccgtgactgy
getettgeee
tcatcattgy
ccagttcgat
gegtttectgy
cacggaaatg
gttattgter
ttecegegeac

<210> 20
<211> 681
<212> PAT

§75

tcgageoatge
tcagecteoga
tccttgacee
togeattgte
ggogaggatt
gaggcggasa
tattgggege
gocgagcggta
cgcaggasag
gttgoctggen
aagtcagagg
ckcectegtg
cectteggga
sotogttoge
cttatcoggt
agcagccset
gaagtgotoy
gaagceagtt
tggtageggt
agaagatect
agggattttg
atgaagtttt
cttaatcagt
acktecceegte
aatgataceg
cggaagggee
ttgttgeecgy
cattgctaca
tteccaacga
gtteggtaat
gucagcacty
tgagtactea
ggcgtecasta
aaascgttct
gtaacceact
gtgagcanaa
ttgaatacte
catgagcgga
atttcecega

atctagaggg
ctgtgeectte
tggaaggtge
tyagtaggtyg
UUgALAgACAR
gaacagectge
tettcegett
tecagetcact
ancatgtgag
tttttceata
tggcgaaace
cgeteteetg
agegtggege
tocaagotpo
aactategte
gotaacagga
cctaactacyg
acctteggaa
ggttttttty
ttgatetttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgeagaa
gasgctagag
ggcategtag
tcaaggegag
cogategtta
cataattete
accaagtcat
cgygataata
tcgguucgaa
cgtgcaceca
acaggaagge
atactettce
tacatatttg
aaagtgeccac

<213> Artificial Segquence

<320>

ccctatteta
tagttgecoag
cactcecact
tcattctatt
tageagpeat
attaatgaat
cctegotoac
casaggeggt
casaaggeca
ggctcegeee
cgacaggact
ttcegaccet
ttteteaatg
potptgtgoa
ttgagtccaa
ttagcagage
gctacactag
aasgagttgg
tttgeaagea
ctacggggtec
tatcaaaaag
asagtatata
tctcageogat
ctacgatacy
geteacegge
gtgutcetge
taagtagttc
tgtecacgete
ttacatgate
tosguagtaa
ttactgtcet
totgagaata
cegegecaca
aactctcaag
actgatette
sasatgccge
tttttcaata
antgtattta
ctgacgte

FUTIUNUZ/1UTOE
gtk gog gua € 2965
Gly Vval Gly Ala
685
tagtgtcacc tasatgeotag 3025
ccatekgttg trrgeccete 3085
gtectttcct aatasaatga 3145
ctguoveety ggutggguces 3205
getgoguaty cgotgogete 3265
cguccaacgc gegygoagag 1325
tgactogotg cgeteggteg 31385
aatacggtta tccacagaat 3445
gcaaaaggee aggaaccegta 1505
ccctgacgag catcacaasa 3563
atasagatac caggegtttc 3625
gcogottace ggatacctgt 31685
ctcacgctgt aggtatctca 3745
ogaasoccen gttoagoces J008
cccggtaaga cacgacttat 3865
gaggtatgta ggcegotgeta 3925
anggacagta tttggtatct 3985
tagctcttga tccopgcaaac 4045
geagattacg cgoagassaa 4105
tgacgctcay tggaacgaaa 4165
gatcttcace tagatcotte 4325
tgagtaaact tggtetgaca 4205
ctgtetattt egttcateca 4345
goagggctta ccatetggee 4405
tocagattta tcageaatasa 4465
sactttatce goctecatce 4528
gccagttaat agtttgegea 4585
gtegtttgpt atggetteat 4645
ccceatgttg tgoasaaaag 4705
gttggcagea gtgttateac 4763
geccateegta agatgetttt 4825
gtogtatgegg cgaccgagtt 4885
tagcagaact ttasaagtge 4945
gatcttaccg ctgttgagat 5005
ageatetttt actttcacca 35085
aaspaagoga ataagggega 5125
ttattgaage atttatcagg 5185
ganaaataaa caaatagggg 5245
5283

«323> Description of artificial saguence; note a
synthatic construct

<400> 290

Met Gly Lys Arg Ser Ala Qly Ser Ile Mst Trp Lsu Ala Ssr Len Ala
1

10

15

Val val Ils Ala Gly Thr Ser Ala Val Thr Leu Val Azg uyn Amn Arg
as
Trp Leu Leu Leu Asn Val Thr Ser Glu Asp Lsu Qly Lys Thr Phe Ber

35
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(LEVEVIU TR FLLIUDULIIV 104

Val Gly Thr Gly Amm Cys Thr Thr Asn Ile Leu Qlu Ala Lys Tyr Trp
30 B 50
Cys Pro Asp Ser Mst Glu Tyr Asn Cys Pro Asn Lsu Ser PFro Arg Glu
65 70 73 8o
Glu Pro Asp Asp Ila Anpw-mqu'lgralyhl Glu Asn Val Axg
85 9 95
Vval Ala Tyr Gly Lys Cyn Asp EBer Ala Oly Arg Ser Arg Arg Ber Axg
100 108 110
Arg Alm Ile Asp Leu Pro Thr His Glu Asn Mis Gly Leu Lys Thr Arg
115 120 125
Gln Glu Lys Trp Met Thr Gly Arg Mat Gly Glu Axg Glan Leu Qln Lys
130 135 140
Ile Glu Arg Trp Fhe Val Arg Asn Pro Phe Fhe Ala Val Thr Ala Leu
145 150 15% 160
Thr Iles Ala Tyr Leu Val Gly Ser Asn Met Thr Gla Axg Val Val Ila
165 170 175
Als Leu Leu Val Leu Ala Val Gly Pro Ala Tyr Ser Ala Hia Cys Ile
180 188 1%0
Gly Ile Thr Asp Arg Asp Phe Ile Glu Oly Val His Oly Gly Thr Trxp
195 200 205
Val Sexr Ala Thr Leu Glu Gln Asp Lys Cys Val Thr Val Mst Als Pro
210 215 220
Asp Lys Pro Ber Lesu Asp Ila Ser Leu GQlu Thr Val Ala Ile Asp Arg
125 430 3% i)
Pro Ala Glu Val Arg Lys Val Cys Tyr Asn Ala Val Leu Thr His Val
245 a50 as5
Lys Ile Asn Asp Lys Cys Pro Ser Thr Gly Glu Ala His Leu Ala Glu
as0 265 270
Glu Asn Glu Gly Asp Asn Ala Cys Lys Arg Thr Tyr Ser Aap Arg Gly
ryl 130 285
Typ Gly Asn Gly Cya Gly Lsu Phe Gly Lys Gly Sexr Ile Val Ala Cys
a%0 295 300
Alm Lys Fha Thr Cys Ala Lys Ser Mat Sar Lam FPhe Glu Val Asp Gln
305 310 315 320
Thy Lys Ile Gln Tyr Val Ile Arg Ala Gln Leu ¥Mis Vval 0ly Ala Lys
kY 1 330 335
Gln GQlu Aan Trp Thr Thr Asp Ile Lys Thr Leu Lys Phe Asp Ala Lau
340 345 Jso
Ber Gly Sar Gln Glu Val Glu Fhe Ilae Gly Tyr Gly Ilys Ala Thr Leu
355 60 365
Glu Cys Gln val Gln Thr Ala val Asp Fhe Gly Asn Ser Tyr Ile Ala
370 3s 380
Glu Met Glu Thr Qlu Ber Trp Ile Val Asp Arg Gln Trp Ala Gla Asp
385 330 395 400
sy Thr Leu Pro Trp Gln Ser Gly Ser Gly Gly Val Trp Arg Glu Mat
405 410 413
His His Lau Val Glu Phe Glu Pro Pro His Ala Ala Thr Ile Arg Val
420 425 430
Leu Ala Leu Gly Asn Gln Glu Gly Ser Lesu Lym Thr Ala Leu Thr Gly
435 440 445
Als Mat Arg Val Thy Lys Asp Thr Asn AsD Amn Asn Lau Tyr Lys Leu
450 455 460
His Qly GQly His Val Ser Cys Arg Val Lys Leu Ser Ala Leu Thr Leu
465 470 475 480
Lys Oly Thr Sax Tyr lLys Ile Cys Thr Asp Lys Met Fhe Fha Val Lys
485 490 495
Asn Pro Thr Asp Thr Gly His Gly Thr Val Val Mast Gln Val Lys Val
500 505 510
Ser Lys Gly Ala Pro Cys Arg Ile Pro Val Ile Val Ala Asp Asp Leu
515 520 515

27
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Thr Ala Ala Ile Asn Lys Gly Ile Leu Val Thr Val Asn Pro Ils Ala

530

535

Ser Thr Aan Asp Asp Glu Val Leu Ile Glu Val Asn Pro Pro Phe Oly
550
Asp Ber Tyr Ile Ile Val Gly Arg Gly Asp Ser Arg Lesu Thr Tyr Gln

555
570

560
375

Trp His Lys Glu Gly Ser Ser Ile Gly Lys Leu FPhe Thr Gln Thr Met

590

Lys Gly Val Glu Arg Leu Ala Val Met Oly Asp Thr Ala Trp Asp Phe
595

Sex Ber Ala Gly Gly Pha Phe Thr Ser Vil Gly Lys Gly Ile Nis Thr

610
a23

§15

Val Fhe Gly Ser Ala Phs Gln Gly Lau Fhe Gly Gly Leu Asn Trp Ile
630

Thr Lys Val Ile ¥Mat Gly Ala Val Leu Ile Trp Val Gly Ile Asn Thr

645

Arg Asn Net Thr Met Ser Mat Bar Mat Ile Leu Val Gly Val Ile Mat
670

675

<210> 21
<211> 5304
<212> DA

665
Met Phe Lou Ser Leu Gly Val Gly Ala

<213> Artificial Sequence

<320>

«223> Damcription of artificlal seguence; note =
synthatic construct

<221> CDS
<212> (910)

<400> 21

gacggatcgg
cogeatagte
cgagcaaaat
ttagggttag
gactattgac
tggagttceg
ceoegeecatt
attgacgtca
atcatatgec
atgcccagta
tegetattac
ackcasyues
aasatcaacqy
gtaggcgtat
ctgettacty

«..(2986)

gagatetcee
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgog
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgogtggac
aagtacgeec
catgacetta
catoutgaty
atttocaaps
ggactttcca
acgitugpey
gettategua

gecgeegee atyg ggc asg

1

gatccectat
ctgeteecty
Acaaggcaag
etgottegey
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgggacttte
cggttttgge
atocacoosa
aaatgtegta
gtctatatan
attaatacga

gotcgactet
ctrgtgtgte
gettgacega
atgtacgyge
ttacggggtc
atggeecgee
ttcecatagt
aaactgecca
tcantgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtaan
acasctecege
geagagetet
ctcactatag

cagtacaatc
gragpteget
caattgcatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgacey
ancgecaata
cttgpcagta
taaatggcce
gtachtctac
toggcotgga
togpagttes
cceoattgacy
ctpgctasct
ggagacccaa

tgectctgatyg
gagtagtgey
aagaatetge
cgttgacatt
ageccatata
ccecaacgace
guguctttec
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageguttry
tettpgoans
caaatgugcey
Apagaaccea
gettggtace

agg tcc geoc gge toca atc atg tgg ckc geg age
Het Gly Lys Arg Ssr Ala Qly Sex Ilw Met Trp Lau Ala Ber

10

tty gom gtt pte ata get ggt aca age get tty cap tta tea acce tat
Lau Ala Val Val Ile Ala Gly Thr Sexr Ala Leu Gln Leu Ser Thr Tyr
15 20 as 30

cag ggy aaa gtg tta atg tca atc aac aag act gac get caa age gee

Qln Gly Lys Val Leu Met Sar Ile Asn Lys Thr Asp Ala Gln Ber Ala
35 40 45

60
120
180
a4
300
60
420
480
540
600
660
720
790
840
900
951

1047

goul4l



ats aac att
Ile Asn lle

ect agt goc aac gga
Pro Ser Ala Asn Gly

cta
Leu

aty
Val

gte
Val
95

tcg
Sex

cag
aln
175

age
Ser

agt
Ser

aca
Thr

50

aag act
Amn Thr

gat gtg oog gtc atg tgc aas
Asp Val Qly Val Met Cys Lys
70

€S
ett tca geog

Leu Ser Ala
a0

gaa gag Qty
Glu Glu Val

&gy cgt age

gga aat gat
Gly Asn Asp
85

tgy gty cac
Trp Val MHis
100

cga ¢gyg tea

Arg Axg SBer Arg Axg Ser

¢ctg gca aca
Leu Ala Thr
130

tac ttg aca
Tyr leu Thr
145

cta gtt gcg
Leu Val Ala
160

aga gty gtt
Azg Val val

ttc aac tgt
Phe Asn Cy»

ggg gca Aca
Gly Ala Thr
210

gtg atg gcs
Val Met Ala
22%

gag gct acc
Glu Ala Thr

115

AAg asc acy
Lys Asn Thr

anp gte gan
fys Val Glu

cktg gcg att
Leu Ala Ile
165

ttt gtg ate
Fhe Val Iles
180

tac
Tyr

ate
Ile

cca
Pro

aac
Asn
150

gga
Gly

atg
Nat

g
Al
5

gat gac atc
Asp Asp Tle

gag gac att
Qlu Asp Ile

gge aga tge
Gly Arg Cya
105

tet gtg cag
Ser Val dln
120

tgy ttg gac
Txp Leu Asp
135

tgg gtt ttg
Trp Val Leu

togg atg cte
Trp Met Leu

ckg atg ctg
Lau Mat Lau
' 185

tge
Cya

aca
Thr

sac
Asp
90

acqg
Thr

cat
His

ctyg goa
Leu aQly
195

tgg att
Trp Ile

cCa gag
Pro Glu

gag tta
Glu Leu

ctg tca
Leu Ser
260

aaa apy
Lys Arg
a7s

aca tca aac
Thr Ser Asn

ttg gta
Asp Leu Val
215

ABRA cCa aca
Lya Pro Thr
23¢
gcc ACt gty

Ala Thr Val
243

aca gtg gca
Thr Val Ala

agt gaa aca
Ber Asp Pro

asa ettt gte
Thr Fhe Val
180

att
Ile

tac

Ty
75

tgt
Cys

cge
Ary

cat
His

gty
Vval

aat
Amn
155

age
Ber

gect
Als

gte
val

gga
Gly

235

aca
Thy

tge
Cys

L ATUDUL Y 108
gtg agg get 1085
Val Axg Ala
&0
ctg tge cca 1143
Leu Cys Pro
tgu tot gac 1191
Trp Cys Asp
atg gga cat 1239
Met Gly His
110
gga gat tcc 1297
Qly Asp Ser
125
aaa scc acc 1335
Lys Thr Thr
140
cet gga tat 1383
Pro Gly Tyr
aac aac aca 1431
Asn Asn Thr
ccyg goca tac 147%
Pro Alm Tyz
190
gag gga geco 1527
Glu Qly Ala
205
age tgt gte 1573
Ser Cys Val
220
ptg atg aag 1623
val Met Lys
tac gaa gea 1671
Tyr Glu Ala
aCA gga gaa 1719
Thr Gly Glu
270
ana aga gat 1787
Ly®s Arg Asp
205

0uD142



gtt gtg gac CcoC gua
Val Val Asp ::g Gly

age att gec aca tgc
Sar Ile Asp Thr Cys

asg acg atc
Lys Thr XIle
320

cat ggt tca
Ris Qly Ser
3315

gga asa aac
Gly Lyes Amn

ttt acg geoe
Phe Thr Ala

gca aga tca
Ala Axg Ser
385

gag aag tea
Glu Lye flex
400

cca

ttg
Leu

acg
Thr

can
Gln

aac
Asn
370

goa
aly

i)
Trp

Pro
415

gty
Val

gga
Gly

gee
Ala

tge
Cys

atyg
MNst
455

cac
Ais

tgg acg agc
Trp Thr SBer

gaa ttt gag
Glu Phe Glu

teg caa gaa
Sex Gln Glu
450

act gtt age
Thx Val Ser
465

aga get pag
Axg Ala Lys
480

tgt gac tet
Cys Asp Ber

vug ace gtg
Oly Thr Val

aga
Arg

Asp

gcg
Ala
333

atg
Mat

ate
Ile

cta

cct
Pro

gaa
Glu
435

ggt
aly

age
Sarx

et
Leu

gece
Ala

att
Ile
515

tgg oyt aac gga gt ogt
Trp Gly Asn g;g Cys Qly

gcet mag tte aca tge aaa
Ala Lys Phe Thr Cys Lys
e

gas asc AtC aag tat gag
Glu Asn Ile Lys Tyr Glu
325

tet acg tea cat gge aat
Ser Thr Ser His Gly Asn
340 45

get aga tte ace ata age

Ala Arg Fha Thr Iles BSer
ja0

ggc gag tat gga aca gtt
Gly Qlu Tyr Gly Thr val
715

aac acg gag gat tat tat

Asn Thr Glu Asp Tyr Tyr
390

gtg aac agg gac tgg ttt
Val Asn Arg Asp Trp Fhe
405

gce aca act
Ala Thr Thr
420’

ceg cat gee
Pro His Ala

gee ctg cac
Ala Leu His

teca ace cta
Ssr Thr Leu
470

gac aag gte
Asp Lys Val
485

ttc acc tte
Phe Thr Phe
500

gtg gaa ctg
Val Glu Leu

gat £gg cgc

Asp Trp Arg
422

AcCC aag caa
Thr Lys Gln
440

aca gea ttg
Thr Ala Leu
455

ace ttg ocaa
Thr Leu Gln

SRR AtcC aag
Lys Ile Lys

agc aag aac
Sexr Lys Asn
505

cag tat act

Gla Tyr Thr
520

30

ety ttt gga
Leu Phs Qly
o0

sac aag gca
Asn Lys Ala
315

gtt gea ate
Val Ala Ile
310

tac tét gag
Tyr Ser Glu

ctg caa gca
Pro GQln Ala

acc att gat
Thr Ile Asp
a0

gtt ttc act
Val Phe Thr
395

cac gac ttg
His Asp Leu
410

aAC ags gaa
Asn Arxrg Glu

act gta gta
Thr Val Val

get gga gee
Ala Gly Ala
450

tca pgg cat
fer dly Mias
475

gga acg aca
Gly Thr Thr
450

CCR act gac
Pro Thr Asp

gga agc aac
Gly Ser Asn

aan
Lys

aca
Thr

1312
Phe

cag
@ln

ceg

gt

gte
Val

Asn

aca

gee
Ala
445

att
Ile

ttg
Lou

tat
Tyr

gon
Gly
525

FULHUML VIS
gug 1915
a1y
o 1863
aly
gtg 1911
val
att 1959
Ila
aiso
tce 2007
Aer
gan 2055
Glu
aag 2103
Lys
ett 2151
Leu
ety 2199
Leu
430
cta 2247
Leu
cca 2285
Pro
aaa 2343
Lys
guc 2391
Gly
9un 243
aly
510
cce 2487
*ro

00143



(IR A I " Ful _J H:r’umm
tge cga gtt cec ate toc gtg act goa aac ctc atg gat ttg sca cog 2535
Cys Arg Val Pro Ila Ser Val Thr Ala Asn Lsu Nst Asp Leu Thr Pro

530 [ F] ] 840
gtt gga age ttg gtc acg gtc aat ccc %kt ata agc aca 9oy gua gog a50)
Val Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pro Phe Ile Ser Thr Gly Gly Ala

545 550 555
aac sac uag gtc atg atc gaa gtt gaa Ccca CcCC tEt pgc gat tet tae 2631
Asn Asn Lye Val Met Ile Glu Val Glu Pro Pro Fhe Qly Asp Sar Tyr
560 865 570
atc gtc gtc gga aga ggce acc acc cag att mac tac cac tgg cac aam 2679
Ile val Val Oly Arg Gly Thr Thr Gln Ile Asn Tyr His Trp His Lys
$75 580 585 590
gag gga agc age att gug asg get ttg gog acc aca tgg saAa gya gec 2727
Glu Gly Ser Ser Ile Oly Lys Ala Lau Ala Thr Thr T:p Lys Gly Ala
595 600 03

cas ¢cgg c¢ta gece gtc tta ggg gac eca geg tgg gec tthk gga tet att 2778
Gln Arg lLeu Ala Val Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ile

610 615 . 620
goga gga gtt tte aat tca att ggc saa get gtc cac caa gtt ttc gpa 2823
Gly Gly Val Phe Asn Sar Ile Gly Lys Ala Val His Qln Val Phas Qly

§25 630 635
gua geg ttc agg act ctg thic gug gga atg tce tgg atc aca cag guy 871
Gly Ala Fha Arg Thr Leu Fhe Gly Gly Mat Ser TyYp Ile Thr Gln Gly
640 645 650
cta ctt gga gek ctt cte ctg tgy atg gog ttg cag gec cge gac agy 2919
lau Leu Gly Ala Leu Leu Leu Trp Mat Gly Leu Gln Ala Arg Asp Arg
655 660 665 670
age ate teg ctg act cta ctg get gte gga gum att cte atc ttt ctg 2967
Ser Ile Ser Leu Thr Leu Lau Ala Val Gly Gly Ile Leu Ile Phes Leu
675 Gao (1 L]

gca acc agc gty caa goo t gageggccge tcgageatge atctagaggg 3016
Ala Thr Sar Val Gln Ala

690
ccctattcta tagtgtcace tapatgocbag agetegetga toagoctcga ctgtgectte 3076
tagttgccag ccatctgttg tttigeccete ceceegtgect teettgacce tggaaggtge 3136
cactccoart gtoctttoct aataasatga ggasattgea tcgeattgte tgagtaggty 3196
tecattctatt ctooogooty guutogggca ggacagcaag gogguagpatt gggaagacas 1256
tagcagoeat gotgpyuaty cgptgugete tatggettct gegpcguaaa gaacagctge 3316
attaatgaat cggccsacge goguggagag goggtttgeg tattgggege tettecegett 3376
cctegeotese tgactegetg cgotogptcy ttoguctocg gegageogta teagetcact 3436
claaggoggt aatacggtta tocacagaat cagougataa cguaggesap aacatgtgag 3498
CASARQUCCA gCABARUUCC AQUASCOgta ARBAgUCCgC gttgotggeg tttttccata 3536
goctecgoee ccctgacgag catcacaaaa ategacgetc aagtcagagg tggogassce 3616
cgacaggact atasagatac caggcgtttc cccctggmag ctcoctegtg cgetcotectg 3676
ttccgaccct gecgettace ggatacctgt ccgectttet cccttoggga agegtggoge 3736
tttetcaatg cteacgetgt aggtatetea gttoggtgta ggtegttege tecaagetgg 3796
gctgtotgea cgamcccoce gttoageccg mccgotgoege cttatceggt aactatcgte 3856
Ctgagtccaa cccggtaaga cacgacttat cgecactgge agcagcoact ggtancagga 3916
ttagcagage gaggtatgta googgtgeta cagagttctt gsagtggtgg cotasctacg 3976
gctacactag aaggacagta tttggtatct gegetetget gaagecagtt acettcggaa 4036

a1
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akagagttgy tagetettga toceggoassc amaccaccege tggtageoggt ggtttttteg 4096
tttgecaagea geagaAttacy cgUAgARAAL Amggatctca agaagateet ttgatctitt 4156
ctacggpotc tgacgctcag tOUAACGAAA Actcacgtta agygattttg gtcatgagat 4216
tatcaannag gatcttcacce tagatcecttt taaattaasa atgaagtttt asatcaatct 4276
asagtatata tgagtaasct tggtcetgaca gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta 4336
tekcagogat ctgtctattt cgttcateca tagttgectg actecccgte gtgtagatsa 4396
ctacgatacg gpagggetta ccatctggee ccagtgetgye aatgataceg cgagacccae 4456
gctcaceggc tccagattta tcagcaataa accagecage cggaagggec gagegeagss 4516
gtggtcctge asctttatcc goctccatcc agtctattaa ttgttgocgo gaagctagag 4576
taagtagttc gecagttaat agtttgegoa acgttgtigc cattgectaca ggeategtgy 4636
tgtcacgete gtegtttggt atggcttoat toagotcegy ttcccaauga te 4696
ttacatgate ccceakbgttyg tpeaaaasag cguttagete ctteggtect cegategttg 4756
tcagaagtaa gttggccgea gtgttatcac tcatggttat ggcageactg cataasttete 4816
ttactgtcat gecatcogta agatgetttt ctgtgactgy tgegtactca accaagtcat 4876
tctgagaata gtgtatgepy cgaccgagtt getettgece ggegtoaata cggoataata 4936
ecgecgecaca tagcagaact ttaaaagtge tcatcattgg assacgttet toggggcgsa 4996
asctctcaag gatcttaccg ctgttgagat ccagttcgat gtaacccact cgtgeaccca 5056
actgatcttc ageatctttt actttcacca gogtttctgg gtgagcaaaa acaggaagge 5116
aslatgecge asaaaaggga Ataagggcga cacggeaatg titgaatactce atactcttec 5176
tttttcaata ttattguagc atttatcagg gttattgtet catgagocgga tacatatttg 5216
aatgtattta gaaaaataaa caaatagggy ttecgegeac atttecccga aaagtgecac 5296
ctgacgte 5304
<110> 22
<211> 692
<112> PAT
<213> Artificial Sequencs
<220>
«22)> Description of artificisl ssguence; note =
synthetic construet
<400> 22
Met Oly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala Sar Lau Ala
1 5 10 15
Val Val Ile Ala Gly Thr Ser Ala Lsu Gln Lsu Ser Thr Tyr Qla Gly
20 a5 30
Lys Val Leu Mat Ser Ile Asn Lys Thr Asp Ala Gln Ser Ala Ile Asn
s 40 45
Ile Pro Ser Ala Asn Gly Ala Asn Thr Cys Ile Val Arg Ala Leu Amp
50 55 60
Val Gly Val Met Cys Lys Asp Asp Ile Thr Tyr Leu Cys Pro Val Leu
65 70 75 80
Ser Ala Gly Asn :;’ Pro Glu Aep 1le ::p Cys Trp Cys Asp Val Glu
95
Glu Val Trp Val Hia Tyr Gly Arg Cys Thr Arg Mest Gly Nis Ber Axrg
100 105 110
Arg Ser Axg Arg Ber Ile Ser Vel Gln His His Gly Asp Sar Thr Leu
115 120 125
Als Thr Lys Asn Thr Pro Trp Lsu Asp Thr Val Lys Thr Thr Lys Tvyr
130 135 140
Isu Thr Lys Val Glu Asn Trp Val Leu Arg Asn Pro Gly Tyx Ala Leu
145 150 155 160
Val Ala Leu Ala Ile Gly Trp Met Leu Gly Sar Asn Asn Thr Gln Arg
165 170 175
Val val Fhe Val Ile Met Leu Mst Leu Ile Ala Pro Ala Tyr Ser Phe
180 185 1%0
Asn Cya Leu Gly Thr Ser Asn Arg Asp Phs Val Glu Gly Ala Ser Gly
195 200 208
Ala Thr Trp Ile Asp Leu Val Leu Glu Qly Gly Ssr Cys Val Thr Val
210 a13 azo

32
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Met Ala Pro Glu
225
Ala Thr Glu Leu

Asp Thr Leu Ger
60

Asn Thr Lys Axrg

275
AEp Arg Gly Trp
a%0

Asp Thr Cys Ala

aos

Ile Leu Axrg Olu

Ser Thr Asp Ber
L0

Asn Gln Ala Ala

355
Ala Asn Met Gly
370

Ser Gly Ile Asn

aes

Ser Trp Leu Val

Thr Ser Pro Ala
420

fhe Olu Glu Pro

4315
Gln Glu QGly Ala
450

Val Eer Ser Ser

465

Ala Lys Lau Asp

Asp Ser Ala Fhas
500

Thr Val Ile Val

515
Val Pro Ile Ser
510

Asg Leu Val Thr

54%

Lyas val Met Ile

val Gly Arg Gly
580

Ser Sar Ils Qly

585
Leu Ala val Leu
610

Val Fhe Asn 8ar

625

Pha Arg Thr Leu

Gly Ala Lsu Lsu
660
Ser Lou Thr Leu
67%
Sex val Gla Ala
650

Lys Pro Thr Leu Asp Phe Lys Val Mat

Ala Thr Val Arg Glu Tyx Cys Tyr Glu

Thr Val Ala Arg Cys Pro Thr Thr Oly

Sar Asp Pro Thr Phe Val Cys Lva Arg

260

Gly Asn Gly Cys
295
Lys Phe Thr Cya
1o

Asn Ile Lys Tyx
325
Thr Ser His Qly

Arg Phe Thr Ile
kY]

Glu Tyr Gly Thr

375
Thr Glu Asp Tyr
390

Asn Axg Asp Trp

405

Thr Thr Asp Trp

His Ala Thxr Lys
440

Lau His Thr Ala

455
Thr Leu Thr Leu
470

Lys Val 1ys Ile

485

Thr Phe Ber Lys

Glu Leu Gla Tyx
520

Val Thr Ala Asn

533
Yal Asn ¥Pro Pha
550

Glu Vval Glu Pro

565

Thr Thr Gln Ile

Lys Ala Lau Ala
Gly Asp Thr Ala
Ile Gly Lys Ala
Phe Gly Gly Mat
845

Lgu Trp Mat Oly

Leu Alas val Qly
680

Gly Lau Phe Gly
300

Lys Asn Lys Ala

315
Glu val Als Ile
330

Asn Tyr Bsr Glu

345

8er Pro Gln Ala

Val Thr 1le Asp
380

Tyr Val Phe Thr

395
Fhe Ris Asp Leu
410

Arg Asn Arg Glu

425

Gln Thr Val val

Leu Ala Gly Ala
460

Gln Ber Gly His

475
Lys Gly Thr Thr
490

Asn Pxo Thr Asp

505

Thr Qly Sexr Aan

Leu Nat Asp Leu
540

Ils Ber ™hr Gly

555
Pro Phe Gly Asp
570
Asn Tyxr Ris Trp
285

aus
Lys

Thr
Phe
Gln
Pro
363
Cys
val
Asn
Thx
Ala
445
Ila
Lau
Tyr
Thr
aly
52%
Thr
Oly

Ser

His

FLLIUDUAIIU IO8

Lys Met Glu
240
AMla Thr Leu
a55
Glu Ala His
i
Asp Val vVal

aly Ser Ile

Gly Lys Thr
320
Val Kis Qly
335
Ile Gly Lyvs
aso
Ser Pha Thr

Glu Ala Arg

Lys Glu Lys
400
Lsu Prv Trp
415
Leu Val Glu
430
Lau Gly Ber

Pro Ala Thr

Lys Cys Axrg
480
Gly Mst Cys
495
Gly His Gly
510
Fro Cys Ary

Pro Vsl Gly

Ala Amn Asn
560
Tyzr Ile Val
575
Iys Glu Gly
590

Thr Thr Trp lys Gly Ala Gla Arg

Trp Asp Fhe Oly
6§20

Val His Gln Val

635
Ser Txp Ile ™Thr
650

Lau Gln Als Axg

665

Gly Ile Lau Ile

33

605
Ser

Fhe
Gin

Asp

Fhe
685

Ile Gly Qly

Gly Gly Ala
640
Gly Leu Lau
653
Arg Ser lle
670
Leu Ala Thr

gu0140



<210> 23
«211> 5271
<213> DA

<213> Artificial Bequence

<220>

4223» Daseriptisn of artifioial ssquanse) note w»
aynthstic construct

<121> CDS
<222> (910)...(295))

<409> 23
gacgpatcgg gagatctece
ccgeatagtt aagccagtat
cgageanaat ttaagctaca
ttagpgttag gegttktgeg
gattattgac tagttattaa
tggagttceg cgttacataa
CCCgCCcatt gacgtcaata
attgacgtca atgpgtpgac
atcatatgee aagtacgeee
atgceecagta catgacetta
tegetattar catggtgatg
actcacgggg atttecaagt
asaatcaacg ggacttteca
gtaggegtot acggtguoss
ctgecttactg pettategaa
geegecgee aty ggc aag
Net Gly Lys
1

gatccectat
ctgetecctg
acasggcaag
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtas
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggacttta
eggttttgge
ctecacceca
asatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

gotcgactet
cttgtgtgtt
gettgaccga
atgtacegye
ttacguyggte
atggeccgee
ttcccatagt
aaactgccca
teaatgacgg
ekaatiggoa
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagectct

cagtacaate
goaggtcget
caattgoatg
cagatatacg
attagttcat
tggctguceg
aacgocaata
cttggeagta
taaatggece
gtacatotae
topgegtoga
toggagttty
cccattgacy
ctggctaact

cteactatag gopagacccaa gettggtace
agg tcc geo gge toa atc atg tgg otc geg age
Arg Ser Ala Uly Ser Ile Met Trp Lau Ala Ber

10

ttg gca gtt gtc ata get ggt aca age get gtg ace ttg gtg cpy aas
Leu Ala Val Val Ile Ala Qly Thr Ser Ala Val Thr Leu Val Arg Lys
15 20

aac aga tgg ttg cotc cta aat gtg aca tct gag gac ctc ggg saa aca
Asn Arg Trp Leu Leu Leu Asn Val Thr Ser Glu Asp Lsu Gly Lys Thr

tte tet gty goc aca gge aac tgo Aca Ace AAC att ttg gaa gcc aag
Pha Ser Val Gly Thr Gly Asn Cys Thr Thr Asn Ile Leu Glu Ala Lys

tac tgy tgc cca gac tca atg gaa tac asc tgt ccc aat cte agt coa
Tyr Trp Cys Pro Asp Sar Met Glu Tyr Asn Cys Pro Asn Leu 5er Pro

aga gag gag cca gat gac atb gat tgo tgg tge tat ggy oty gsa
Arg Glu Glu Pro Asp Asp Ile Asp Cy» Trp Cys Tyr Gly Val Glu
90

gtt aga gtc gca tat ggt aag tgt gac tca gea ggc agg tet agy
Val Arg Val Ala Tyr Gly Lys Cys Asp Ber Ala Gly Arg Ber Arg

70

95 100

108

75

PULITUNUL IV 104
tgotetgatyg 60
gagtagtgceg 130
aaguatctge 180
cgttgacatt 240
agoccatata Joo
cccaacgace 360
gggactttce 420
catcaagtpt 480
gectggeatt 540
gtattagtoa $00
tagcgottty 660
ttttggcace 730
canatgggceg 780
agagaaccca 240

900
§51
9939
30
1047
45
1095
1143
aac 1191
Asm
agy 1239
Arg
110
1287

tea sga agg got att gac ttg cct acg cat gam aac cat ggt ttg aag
Ser Arg Arg Ala Ile Asp Leu Pro Thr His Glu Asn Eis Gly Leu Lys

115

130

34

125

gu0147



YVWP VAIVOL I

acc cgg caa gas aaa tgg atg act gga aga
Thy Arg Glo Glu Lys Trp Met Thr Qly Arg

130

caa aag att gag
Gln Lys Ile Glu
145

get ctg acc akct
Ala Lou Thr Ile
160

gtg att goco cta
Val Ile Ala Leu
175

tgc att gga att
Cys Ile Gly Ile

tea
Ser
210

act tgg gtt
Thr Trp Val

gec cet gac aag
Ala Pro Asp lya
225

gat aga cct got
Asp Arg Pxo Ala
240

cat gtg aag att
His Val Lys Ile
a58

gct gaa gag aac
Ala Glu Glu Asn

aga ggc tgg gyc
Arg Gly Trp Gly
290

gca tge goo aaa
Ala Cysm Ala Lys
305

gat cag acc aaa

Asp Gln Thr Lys
320

gCC ARQ CRg gaa
Ala Lys Qln Glu
33§

gec ety toa gge
Ala Leu Ser Gly

age tgg tte gtg
Axrg Trp Fhs Val
150

gee tac ctt gty

Ala Tyr Leu Val Gly Ber

165

ctg gtec ttg got
Leu Val Leu Ala
180

act gac agg gat
Thr Asp Arg Asp
198

get acc ctg gag
Ala Thr Lau GQlu

cet tca ttg gac
Pro Ser Leu Asp
230

gag gtg agy aas
Glu Val Axg Lys
a45

aat gac aag tgc
m::vuﬂrlwl

gaa ggg gac aat
@Glu Gly Asp Aan
2758

aat ggc tgt gyc
Asn Qly Cys Gly

tte act kgt gee
Phe Thr Cys Alas
310

att eag tat gte
Ile Gln Tyxr Val
325

aat tgg act acc
Asn Trp Thr Thr
40

tcc cag gaa gte
Ser Gln Glu Val
355

138

agy
Axg

gtt
Val

tte
Fhe

Gln
215

ate
Ile

gty
Val

gcg
Ala

cta
Leu
2958

aaa
Lys

ate
Ile

gac
Asp

gay
Glu

aac cec
Aan Pro

agc aac

ggt ceg
Gly Pro
1485

att gag
Ile Glu
200

gac aag
Asp Lys

tca cta
Ber Lau

tgt tac
Cys Tyr

agc act
fer Thx
265

tgc aag
Cys Lys
280

ttt ggg
Phe Gly

tee atg
Sar Met

aga goca
Arg Ala

att aag
Ile Lys
345

tte att

Fhe Ile
360

35

ttt
Pha

atg

Asn Nat

170

gee
Ala

qoe
aly

kgt
Cya

gag
alu

aat
Asn
a50

gga
Qly

agt
Ber

caa
Gln
310

act
Thr

-1
aly

ru /UMY YIS

atg got gaa sgy caa ctc
Mat Gly Glu Arg Gln Lau

40

ttt gea gty acg
Fhe Ala Val Thr
15%

acg caa cga gtc
Thr Gla Arg Val

tac tca get cac
Tyx Ser Ala Hins
190

gtg cat gga ggs
val His Gly Gly
205

gte act gtk atg
Val Thr Val Mat
220

aca gta gce att
Thr Val Ala Ile
2358

gem gtt ctc act
Ala Val Leu Thr

gag gce cac cta
Glu Ala His Lsu
a7o

act tat tct gat
Thr Tyr Saxr Asp
a85

ggy agc att gtg
Gly Ser Ile Val
300

ttg Lttt gag gtt
Leu Fhe Glu Val
315

ttg cat gta ggg
Leu His Val GQly

ctc aag ttt gat
Lou Lys Pha Asp
3150

tat gpa aaa geot
Tyr Gly Lys Ala
365

1333

1303

1411

1479

1527

1575

1623

1671

1719

1767

1815

1863

1511

1959

2007

MY



v VLwel IO%

aca
Thr

ate
Ile

ocag
aln

gag
Glu

415

aga
Arg

act
Thr

gte
495

Lya

gat
Asp

atc
Ile

ttt
Pha

tac

TyT
575

etg gaa tge cag gtg caa act geg gtg gac
Lau Glu Cys Gln Val @lin Thr Ala Val Asp

get gag atg gas aca gag age tgp ata gtg

370

by 1)

Ala Glu Mat Glu Thr Glu Ser Trp lle Val

ttg acc ctg cca tgg cag agt

Asp Lsu Thr Leu Pro Trp Gln Ber

400
atg cat
Met Hin

gta ctg
val Lasu

ggc geca
Gly Ala

cta cat

463
ctc aag
Lau Lya
480
aag aac
Lys Asn

tca
Ser

otg
Val

ctt aca
Lau Thr

gee tca
Ala Berx
345

gua gac
Qly Asp
560

cag tou
Gln Trp

atg aaa

cat ctt gte
His Lou Val
420

gce ctg gga
Ala Lau Qly
435

atg agy gtt
Met Arg Val
450

got gpa cat
Qly Gly His

999 aca tcc
Gly Thr lar

cca act gac
Pro Thr Asp
500

aaa gga gcc
Lys Gly Ala
515

gcy ges atc
Ala Ala Ila
510

acc aat gat
Thr Aan Asp

age tac att
8ar Tyx Ile

CAC apa gag
His Ly® Glu
580

gec oty gaa

405

gaa ttt gaa
Glu Pha Glu

SAC CBg gBa
Asn Gln Glu

AacCaA ang gac

Thr Lys Asp
453

gtt tct tge
Val Ber Cys
470

tac asa ata

Tyr lys Il
485

act gge cat
Thr Qly Hia

cce tge agy
Pro Cya Axg

aaAt asa ggec
Asn Lys Gly
535

gat gaa gtg
Asp Glu Val
550

ate gtt gogg
Ile Val Oly
565

gua age tea
Gly Ser Ser

cgc ctg gee

Thr Met Lys Gly Val Glu Arg Leu Ala

gua agt
Gly Ser

ect cog

Pro

age
Gly
440

aca
Thr

aga
Arg

tge
Cya

guc
Gly

att
Ile
520

att
Ile

etg
Leu

age
Arg

ata
Ile

rro
425

tce
Ser

aat
Asn

gtg
Val

act
The
act
505
cca

Pro

ctg
Leu

att
ille

gga
aly

oua
Gly
585

ttt ggt aac
Fhe Gly Aan
380

gac aga cag
Asp Axrg Gln
395

guc gUw gtg
Gly Gly Val
410

cat gce goe
His Ala Ala

ttg aaa =ca
Lesu Lys Thr

aac ahc
Asp Asn Asn
460

ttg tca
Lau Ser
475

gac aaa atyg
Asp Lya Mat
490

gtt gtg atg
Val Val Mat

gtg ata gta
Val 1ls Val

gte
Val

aca gtt
Thr Val
540

gag gtg aac
Qlu Val Asn
555

gat
Asp
570

teca cgt
Ber Arg

ttg tte
Lau Phas

aag
Ly»

gte atp gua gac ace
Val Met Gly Asp Thr

36

PUITUNSU2/1UT04

agt tac 2055
Ber Tyx
tog gee 2103
Trp Ala
toy aga 2151
Trp Axg
act ate 2199
Thr Ile

430
get ctt 2347
Als Leu
445
ctt tac 2255
Lag Tyr
get ttg 2343
Ala Lsu
CEt ttt 2391
Yha Pha
cag gtg 2439
Gln val

510
gct gat 2487
Ala Asp
525
aac cec 2535
Asn Pro
cca cet 2583
Proe Pro
cte act 2631
Lau Thr
act cag 2679
Thr Oln

590
gece tgg amn
Ala Trp
60S

gua)
149



YO NP VAl WA PR L LIUDUE IV /109
gat ttc age tec get goa ggg tte tte act teog gtt gugg aas gga att 2715
ASp Phe Ser flar Ala Gly Gly Pha Phe Thr Sar Val Gly Lys Gly Ile
610 615 620
cat acg gtg ttt gge tet gee ttt cag gup cta ttt gge ggo ttg aac 2823
His Thry Val She Oly Mar Ala Phs Olm Oly Leu Fhe Oly Oly Leu han
625 630 635
tog ats ace aag gtc atc atg ggo g¢g gta ctt ata tgg gtt ggyc ate 2871
Txp Ile Thr Lys Val Ile Mat Gly Ala Val Lau Ile Trp Val Gly Ile
640 645 650
2AC ACa aga aac atg aca atg tec atg age atg ate ttg gta gga gtg ae
Asn Thr Arg Asn Net Thr Mat Ser Met Ser Met Ile Leu Val Gly Val
655 660 668 670
ate atg atg ttt ttg tct cta gga gtt gpg gcg t gageggoege 2963
Ila Met Met Pha Lam: Sor Leu Gly Val Gly Ala
675 600
tcgagcatge atctagaggy ccctattota tagtgtcacc tasatgotag agetcogotga 3023
tcaguctegs ctgtgectta tagttgcoap coatotghtg tttgoacote cooogtgeast J08)
tecttgacee tgpanggtgc cactcccact gtectttoct aataasatga ggasattgea 3143
tegeattgte tgagtaggtg tcattctatt ctgopuopty gugtogguca ggacagcaag 3202
ggugaggatt gggaagacaa tagcagpgcat getggugatg cggtgggete tatggettce 3263
gagucgygeaa guacagctge attaatgmat cggccaacge gogaggegsd gogutttgeg 3323
tattgggege tcttocogett cetegeteac tgactogetg cgoteggtoy ttcggetges 3383
gcgageggta tcageteact casaggeggt aatacggtta tecacagast cagyogataa 3443
cgcaggaang ancatgtgag CAAAAQUCCA QUMMAAQUCC aAgganccgta asaaggccge 3503
gttgetggeg tttttecata ggetccgeees coetgacgag catcacaass atcgacgete 3561
aagtcagagy tggcpaaAcc cgacaggact ataasagatac caggcegtttc cccctggasg 3623
ctecctegty cgetctoetg ttccgaccet gecgettace ggatacetght cogectttet 3683
ccettepgoa agogtggege tttctcaatg cteacgetgt aggtatetca grttegutgta 3743
ggtcgttege tccaagebtgg getgtgtgea cgaaccecec gttcagecccg accgetgege 3803
cttatcocggt asctatogte ttgagtccaa cocggtaaga cacgacttat cgocactgge 186)
agcagcoact ggtascagya ttagcagage gaggtatgta gyeggtgeta cagagettctt 1913
gasgtggtgg cctaactacg getacactag aaggacagta tttggtatet gogetetget 3983
gasgcecagtt accttoggaa saagagttgy tagotottges toogguaase assucagage 4042
tggtageggt gotttttttg tttgoasgca goagattacy cgeagaaaaa aaggatctea 4103
agaagatcct ttgatctttt ctacgpggtc tgacgetcag tggaacgaaa actcacgtta 4163
agggattttg gtcatgagat tatcapasag gatcttcacc tagatccttt tasattsasa 4323
atgaagtttt aaatcaatct sasgtatata tgagtasact tpptctgaca gttaccaatg 4280
cttaateagt gaggcaccta teteagogat ctgtetattt cgttcatcca tagttgectg 4343
actccecgte gtgtagataa ctacgatacg ggagugetta ccatctggee ccagtgotge 4403
matgataccg COAgACCCAC geLcacoggec tocagattta toageaatsa accagecage 4463
cggaagggec gagogeagaa gtggtectge aactttatec gectocatce agtetattaa 4523
ttgttgcocgy geagetagag taagtagtic gocagttaat agtttgegoa acgttgttge 43503
cattgctaca pgcatcgtpgg tptcacgete gtegtttgot atpgeottcat tcagetcegg 4643
tteccaacga tcaaggepgag ttacatgate ccccatgttg tgoaasassg cggttagete 4703
ctteggtect ccgategttg toaguagtaa gttggecgea gtgttatcac tcatggttat 4763
gocagcactg cataatictc ttactgtcat gocatccgta agstgetttt ctgtgactgg 4823
tgagtactca accaagteat tetgagsata gtgtatgegy cgaccgagtt getettgeee 4883
ggcgtcaata cgggataata cegogecaca tagoagaadct ttasaagtge tcatcattgg 4943
aaaacgttct tocgygpogaa aactctcaag gatcttacceg ctgttgagat ccagttcgat 5003
gtascoonet ogtgcaceca actgatettc agoAtottit actttcacca gegtttetgg 3063
gtgagcasna acagpuaggc asaatgccgc aassaAggga atasgagega cacgugsaatg 512)
ttgaatactc atactcttcc tttttcasta ttattgmage atttatcagg gttattgtet 5183
catgagcgga tacatatbtg astgtattta gasssatama casatagggg ttcegegecac 53243
atttccoccga asagtgecac ctgacgte 53271
<210> 24

37

Qe



«211> 681
<212> PRT
<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Dascription of artificlal sequence; notea =
synthetic construct

«<400> 24

Meat
1
Val
Trp
val
Cya

65

alu
Val
Arxg
aln
Ile
145
Thx
Ala
aly
Val
Asp

225
Pro

Glu
Trp
Ala
305
oln
Ser
Qlu

Glu
385

Gly Lys Arg Ser Ala
5

Val Ile Ala Gly Thr
20
isu Leu Leu Asn Val
35
Aly Thr Gly Asa Cys
50
Pro Asp Ber Nat Qlu
70
ee Aep Anp Ile Asp
85
Ala Tyr Gly Lys Cy»
100
Ala Ile Asp Leu Pro
115
Glu Lys Trp Net Thr
110
Glu Arg Trp Fha Val
150
Ile Als Tyr Leu Val
185
Leu Leu Val Lsu Ala
180
Ile Thr Asp Axg Asp
195
Sexr Ala Thr Lou Glu
210
Lys Pro Ser Leu Asp
230
Ala Glu Val Axg Iam
. 245
Ile Asn Asp Lys Cys
260
Aan Glu Gly Asp Asn
275
Gly Asn Gly Cys QGly
190
Lys Phe Thr Cys Ala
310
Lys Ile Gln Tyr Val
325
Glu Asn Trp Thr Thr
340
Aly Ser Gln Glu Val
335
Cys Gln Val Gln Thr
370
Mat Glu Thr Glu Ser
3%
Thr Leu Pro Trp Glan
405

FULHUDUL IUTOA

Gly Ser Ile Mst Tzp Leu Ala Ser Lsu Als
s.ruavn:-:rmvnmmﬁnm
mur:iumpuumym::rmsu
m;::unn.:.-uamﬁammm
::rmcyl!ronlnl‘:us.rlromclu

3 a0
mmmw-uymcmmv;zm
90 95 -
Asp Ser Ala Gly Arg Ser Arg Arg Ser Arxg
105 110
Thr RAis Glu Amn His Gly Leu Lys Thr Arg
120 125
Gly Arg Mst Gly Glu Arg Gln Leu Gln Lys
118 140
Arg Asn Pro Fhe Phe Ala Val Thx Ala Leu
155 160
Qly Ser Asn Met Thr Gln Arg Val Val Ile
170 175
Val Gly Pxo Ala Tyr Ser Ala His Cys Ile
185 190
Phs Ile Glu Gly Val Kis Gly Gly Thr Trp
200 205
Oln Aap Lva Cys Val ‘Thy Val Mat Ala Pro
215 220
Ile Ser Lsu Glu Thr Val Ala Ile Asp Arg
. 215 240
Val Cys Tyr Asn Ala Val Leu Thr Mis Val
250 255
Pro Bexr Thr Gly Glu Ala Mis Leu Ala Glu
ass 270
Ala Cys Lys Arg Thr Tyr Ber Asp Arg Gly
280 aes
Leu Fhe Gly Lys Gly Sar Ile Val Ala Cys
295 300
Lys Ser Mat Sar Lau Fha Glu Val Asp Glan
1s 320
Ila Arg Ala G1n Leu His Val Gly Ala Lys
330 3135
Asp Ile Lya Thy Leu lLys Phe Asp Ala Lau
345 350
GQlu Fhe Ile Gly Tyx Gly Lys Ala Thr Leu
50 365
Ala Val Asp Fhe Gly Asn Ser Tyr Ile Ala
375 Jeo
Trp Ile Val Asp Arg Gln Trxp Ala Gln Asp
3ss 400
Sexr QGly Ser Gly Gly Val Tzp Axrg Glu Met
410 415

38

buo181



TS UAIUDA 709

His Kis Leu Val Glu

420 425

PUIIUDEN LU D4

Phe Glu Pro Pro His Ala Ala Thr Ile Arg Val

Leu Ala Leu Gly Asn Gln Glu Gly Ber Leu Lys Thr Ala Leu Thr Gly

435
Ala Net Arg Val Thr
450
Hio Gly Gly His Val
465

440
455 460

470 &75

Lys Asp Thr Asn Asp Asn Asn Leu Tyr Lys Lesu

Ser Cys Arg Val Lys Lau 8Ser Ala Lau Thr lLsu
480

Lys Gly Thr S8er Tyr Lys Ila Cys Thr Asp Lys Met Phe Fhe Val Lys

Agn Pro Thr Asp Thr Qly Mis Qly Thr Val Val Mat Gln Val Lys Val

510

Sar Lys Gly Ala Fro Cys Axg Ile Pro Val Ils Val Ala Asp Asp Leu

815

Thr Ala Ala Lys dly

30 313

Ser Thr Asn Asp Asp Glu Val
545 550

Asp Ber Tyr

520
Ile AEmn
%40

565
Trp His Lys Glu Gly
580
Qlu Arg

570

505

Lys Qly Val
595

Ser Bar Ala QOly Gly

610

Vval Pha Gly Ser Ala

(.71 ]

Thr lLys Val

€15 $20

§30 635

Ile Net

645

Arg Asn Nat Thr Met
({1}

Sar Leu Gly Val Gly Ala
680

Mot Phe Leu
675

<210> 25

«<211> 35

<213> INA

<213> Artificial Sequence

<2320>»
«223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<221> misc_feature
«222> 1-35
<323> POW 454

<400> a5
aaAAgaaasa gogetaccac catccocaccegg gacag

<210> 26
<3211> 41
«<212> INA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial segquence; note =
synthatic construct

<221> misc_feature

575

Ils Lau Val Thr Val Asn Pro Ile Ala
Leu Ile Olu Val Asn Fro Pro Pha Gly
Ile Ilae Val Qly Arg Oly Asp Ser Arg Leu Thr Tyr :::
Bar Sar Ile Gly Lya Leu Fhe Thr Gln Thr Met
Leu Ala Val Met Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe
Fhe Fhe Thr Ser Vsl Oly Ly» Gly Ile His Thr’
fhe Gln Gly leu Phs Gly Gly Leu Asn Trp Ils
Gly Ala val Leu Ile Trp Val Gly Ile Asn ':l‘::

Ser Mat Ser Met Ile Lau Val Gly Val Ile Met
663 670 .

35

gun1bd



gy0163

A UalUIL I PLAIUDAIIV D8

<222> 1-41 )
<213> CPOW 2417

<400> 26
actgttacce tcaaccocogt actogocgyc gAABARgARA A 411

<410> 27

<21l> 24

<312> PRY

<213> Artificlal Bequence

<220>
<223> Dascription of artificial sequence; note =
synthetic conatruct

<233> Modifled JE Signal

<400> 27
Mat Gly Lys Arg Sexr Ala Gly Saer Ile Mst Trp Leu Ala Ser Lsu Ala
1 . 5 10 15
Val val Ile Ala Gly Thr Ber Alas
20
<210> 28
<211> 36
<212> DNA

<213> Artificial Bequence

<230>
<223> Dascription of artificial sequence: note =
aynthetic conatruct

<221> misc_feature
<223> 1-36
<223» YF 482

«400> 28
aaaagassaa gegetgtgac cttggitgegy aaaaac 36

<210> 2%

<iil> 41

«2132> DNA

<213> Artificial Ssquences

<2130>
<223> Description of artificial sequence; note o
synthatic conatruct

<221> misc_feature
223> 1-41
<323> CYFr 2413

<400> 29
acagagatcc tcaaccecge actegecgge gassaagaas a 41
<210> 30
<211» 41

<2112> DRA
«213» Artificial Sequence

<220>



VLS VAIUSA 1% L AIUDUA IV IO

223> Description of artificial sequence; note =
synthatic construct

<221> misc_feature
4223» 1-41
<223> SLE 461

<400> 30
aasagaasaa gegetttgea gttatcascce tatcagagga a

<210> 31

<211> 40

<113> DA

«213> Artificial Sequenca

<220>
<223> Deuscription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<211> misc_faature
«3223> 1-40
<223> CSLE 2477

<400> 31
accgttggte gocacgttcgg actcgecgge gaaasagaas

<210> 12
<3211> 3%
<212> PRT
<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Dascription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 32
r..-unlp'ﬂu-IlcmmmrnluWIWImolyclr'ﬂ;rm
1 5 10 1

Ser Leu Leu Gly Leu Ala Ala Leu Ile Gly Lau Ala Ser Ser Leu Gln
20 25 3o
teu Lsu Ber Thr Tyr Gln Gly
35

<210> 33
<211> 24
<212> PRT
<213> Artificial Sequence

<3220>
223> Description of artificial sequemce; note =
synthatic conatruct

<400> 33
Mat Trp Lau Ala Ser Lsu Ala Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Mat
1 S 10 15
Lye Lau Ser Asn Phe Gln Gly Lys
20

<210> M

<211> 30
<212> PRT

41

41

600184



<213 Arelitioial Baquense

<220>
<223> Description of arkificiasl
synthetic construct

<400> 34
Nat Asn Glu Gly Ser Ile Nat Trp
1 5

Ala Cys Ala Gly Ala Mat Lys Lau

<210> 35

<211> 19

<i12> PR

«<213> Axtificlal Beguence

<220>
<23)> Description of artificial
synthetic construct

<400> 35

Net Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg
1 5

Trp Leu Ala Ser Leu Ala Val Val
20
Lau Ser Asm F¥he Gin Gly lys
s

<210> 36

<211> )4

<112> PRT

<313> Artificial Ssquencs

<320>
<221> Description of artificial
synthetic construct

<400> 36

Met Ser Lys Lys Arp Gly Gly Ser

1 5

Fhe Met Lau Yla Gly Fhs Ala Als

20
Gly Lys

<210> 37

<211> 11

<212> PAT

«313> Artificial Sequance

<320>

«<223> Description of artificiasl

synthstic construct

<400> 37

Net Gly Lys Axrg Ber Ala Oly Ber
b |

5
Val Val Ile Ala Cys Ala dly Ala

20
Lys

FLA/UMAIIV 108

sequence; note =

Leu Ala Ber Leu Ala Val Val Ile

10 15
Sexr Asn Phe Qln Gly Lys
a5 30

saguence; note =

Gly Gly Asn Glu Gly Ber Ile Mat

10 15
Ile Ala Cys Ala Gly Ala Met Lys
25 36

"y

sequencs; note =

Glu Thr Ser Val Leu Mat Val Ile

10 15
Als Lau Lys Lsu Gexr Asn Phe Gln
25 30

sequence; note =

Ile Mat Trp Leu Als Ser Lsu Ala
10 15

Val Thr Leu Ser Asn Fhe Gln Gly

15 30

Du01GH
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<210> 38
<211> 46
<212> FRT
<213> Axtificial Bequencs

<220>
<223> Deacription of artificial sequence; note =
synthatic construct

<400> 38
Mat Asn Val Leu Arg Gly Pha Arg Lys Glu Ile Qly Arg Mat Lau Asm
1 5 10 15 .
Ile Lau Asn Axg Arg Arg Arg Thr Ala Oly Met Ile Ile Mat Leu Ile
20 25 3o
Pro Thr Val Net Ala Phe Hia Leu Thr Thr Arg Asm Gly OQlu
3s 40 45

<3210> 39

<211> 40

<211> PRT

<213> Artificial Sequence

<320>
<223> Dascription of artificial sequence; note =
synthatic sonstruct

<400> 39
Met Val Gly Leu Gla Lys Arg Gly Lys Arg Arg Ser Ala Thr Asp Trp
1 5 10 15
Met Ser Trp Leu Leu Val Ile Thr Leu Leu Gly Met Thr Leu Ala Ala
20 25 30
Thr Val Arg Lys Glu Arg Gly Asp
35 40

<210> 40
<211> 24
<212> PRT )
«<213> Artificial Sequence

<220>

«22)> Description of arcificial sequance; nota =
synthetic ceastruct

<400> 40
Met Gly Trp Lesu Lau Val Val Val Lau Lsu Gly Val Thr Lsu Ala Ala
1 L 10 15
Thr Val Arg Lys Glu Axg Gly Asp
20

<210> 41

<311> 24

212> PRT .

<213> Axtificial Sagquence

<220>
<223> Description of artificisl sequence; note = *
synthetic construct

<400> 41

43
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Met Ser Trp Leu Leu Val Ile Thr Leu Lou Gly Met Thr Ile Ala Ala

1

5

Thr Val Arg Lys Glu Axrg Gly Asp
a0

a310» 42
«211> 5292
<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

10

<2123> Description of artificial sequence; note =
eynthatic conatruct

<321> CDS

<222> (910)...

«<400> 42

gacggategg
ccgoeatagtt
cgagcaaaat
ttaggptap
gattattgac
tggagttcey
cecegeceatt
attgacgtea
atcatatgee
atgeccagta
tegetattac
actcacgggy
aaaatcaacg
gtaggegtgt
ctgcttactyg

(2964)

gagatcteee
asgccagtat
ttaagctaca
tugtittdop
tagttattan
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtaoag
aagtacgecce
catgacctta
catggtgatg
atttecaagt
gyactttcea
acggtgggag
gcttatcogas

gatccecctat
ctgctecctg
ACARQOCALY
etyaktopuy
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacyg
tgogacttte
cggttttgge
ctccacecoca
aaatgtcogta
gtctatataa

ggtgeactet
cttgtgtgtt
gettgacega
atgtachogc
ttacggggte
atggecegee
tteccatagt
asactgecca
tcaatgacygy
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecge
geagagetet

cagtacaate
ggaggtcget
caattgeatg
cagatataog
attagttcat
tggctgacey
aacgecaata
cttggcagta
taaatggecee
gtacatctac
tggucotgga
tguvagttty
cceattgacy
ctggetaact

attaatacga ctcactatag ggagacccaa

gocgeegee atg gyc sag
Mot Gly Lys
1 S 10

tLg goa gtk gte ata got ©Lgt goa ggc goe tto oAt tta acao
Leu Ala val Val Ile Ala Cys Als Gly Ala Phe His Lev Thr

15 20 25

sac gga gam cca cac atg atc gtc agc aga caa gag aas ggg
Asn Gly Glu Pro His Met Ile Val Ser Arg Oln Glu Lys Gly
k1 40

ctt ctg ttt aaa aca gag gat ggo gty aac atg tgt acc cte
Leu Leu Fhe Lys Thr Glu Asp Gly Val Asn Met Cys Thr Leu
50 55 60

atg gac ctt ggt gaa ttg tgt gas gac aca atc acg tac aag
Mat Asp Leu Gly Glu Leu Cys Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lya
65 70 75

ctt ctc agg cag aat gag cca gas gac ata gac tgt tgg tge
Lau Leu Arg 4ln Asa @lu Pro Glu Asp Ile Asp Cys Trp Cys
a0 85 20

acg tcc acg tog gte act tat ggg acg tgt. acc acc atg gga

Thr Ser Thr Trp Val Thr Tyr Gly Thr Cys Thr Thr Met Gly
85 100 105

44

15

tgetctgatg
gagtagtgeg
aagaatctge
agttgacatt
agcccatata
cccaacgace
gaggactttce
catcaagtgt
goectgucatt
gtattagtea
tagecggttty
ttttggeace
caaatggpgcy
agagaaccea
gettggtace

agg tcc gec gogc tca mtc Aty tgy ctc gug age
Arg Ser Ala Oly Ser Ils Mat Trp Lesu Ala Ber

aca ogt
Thr Arg
o

asa agt
Lys Sex
45

atg gee
Mat Ala

tgt cee
Cys Pro

aac tet
Asn fer

gaa cat
Glu His
110

60
120
im0
240
300
Js0
420
480
540
600
660
720
780
840
900
951

1047

1p95

114

1

1219

du01d?
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aga aga gaa ABA Aga tca gtg gea cte gtt cca cat gtg gga atg gga 1287
Arg Arg Olu Lys Arg Ber Val Ala Leu Val Pro His Val dly Met Qly
115 120 135
cty gag aca CgAa act gaa aca tgg atg tca tea gas gogy gec tgg aas 1315
Lan Glu Thr Arg Thr Glu Thr TrD Met Ser Sar Glu Gly Ala Trp Lys
130 135 140
cat gtc cag aga att gaa act tgg atc ttg aga cat cca ggc tte ace 1
His Val Gln Arg Ile QGlu Thr Trp Ile Lau Arg His Pro Gly Phe Thr
145 150 153
atg atg gea geta ate ctg geoa tac ace ata gga acg aca cat ttc caa 141
Met Met Ala Ala Ile Lau Ala Tyr Thr Ile Gly Thr Thr His Phe Gln
160 165 170
aga gee ctg att ttce ate tta ctg aca geot gte act cet tea atg aca 1479
Arg Ala Leu Ile Fhe Ile Leu Leu Thr Ala Val Thr Pro Ser Mst Thr
175 180 185 190
atg cgt tgc ata gga atg tca ast aga gac ttt gtg gaa ggg gtt teca 1527
Met Axrg Cys Ils Gly Net Ssr Asn Arg Asp Phe Val Glu Gly val Ser
195 200 205
gga gga age tgg gtt gac ata gtc tta gaa cat gga agc tgt gty acg 1575
Gly Oly Ser Trp Val Asp Ile Val Leu Glu His Gly Ser Cys Val Thr
210 215 220
acg atg goa sAA Aac aAa cca aca ttg gat ttt gas ctg sta asa aca 1§23
Thr Met Ala Lys Asn Lys Pro Thr Lsu Asp Phe Glu Leu Ile Lys Thr
225 230 235
WAA gUD AL OAF Gut goo ADa otA Agy AAQ tAG Egt ata gAg goa aAg i87
Glu Ala Lys Gln Pro Ala Thr Lgu Arg Lys Tyr Cys Ilae Qlu Ala Lym
240 245 250
cta acc aac aca aca aca gaa tct cge tge cca aca Caa guy gaa ccc 171%
Leu Thr Asn Thr Thr Thr Glu Ser Arg Cys Fro Thr Gln Gly Glu Pro
155 260 265 270
agc cta aAt gaa gag cag gAC asA Agyg Ltc gtc tge aaa cac tce atg 1767
Ser Lau Asn Glu Glu Gln Asp Lys Arg Phe Val Cys Lys His Ser Mat
275 280 205
gta gac aga gga tgg gga aat pga tgt gya cta ttt gga sag gum ggc 1815
val Asp Arg OGly Trp Gly Asn Gly Cys Gly Leu Fhe Gly Lys Oly Gly
290 riL] 3oo
att gtg ace tgt got atg tto agsa tgo AAR aAy AAQ Aty QAA @OA AAA 1083
Ile Val Thr Cya Ala Met Phe Axg Cys Lys Lys Asu Mat Glu Oly Lys
108 310 a5
gtt gty caa ¢ca gaa aac ttg gas tac acc att gtg ata aca cct cac 1911
val Val Gln Pro Glu Asn Leu Glu Tyr Thr Ile Val Ile Thr Pro His
a0 335 330

tca ggp Oad gag cat gea gte ggé AAT ORC ACA gga ARA CAt ggc aag 1959
Ser Gly Glu Glu His Ala Val Gly Asn Asp Thr Gly Lys Hia Gly Lys
318 340 345 350

45
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gaa atc aaa ata aca cca cag agt tce atc aca gas gca gaa ttg aca
Glu Ile Lys Ile Thr Pro Gln Ser Ser Ile Thx Glu Ala Glu Leu Thr

355

got tat gge act gtc aca atg gag tge
Gly Tyz Oly Thr val Thr Met Glu Cys

tte
Phe

cac
His

gae
Asp
415

gan
Glu

tca
Sar

aty
Mst

ang
Lys
495

gtt
Vval

ttt

geca
Ala

voa
Gly
575

370

375

aAt gag atg gtg ttg ttg cag atg

Asn Glu Met
k].1

agg caa tgg

Arg Gln Trp
400

aca caa ggg
Thr Gln Gly

sat cce cat
Asn Pro Hia

oUy fec aty
Gly Ala Met
450

tca gga aac
Ber Gly Asn
488

gac aag cta
Asp Lys Leu
480

ttt aaa gtt
Fhe Lys Val

atc aga gtg
Ile Arg Val

gag ata atg
Glu Ile Met
530

gtec aac cca
Val Aan Pro
543

gaa cct cca
Glu Pro Pro
560

Caa ctg aag
Gln Leu Lys

Val

tte
Fha

tea
Berx

gcg
Ala
435

cae
His

tta

cag
Gln

gty
Val

caa
Gln
515

gat
Asp

att
Ile

tte
¥he

cte
Leu

Lau

cta
Leu

aat
Amn
430

aag
Lys

ectec

cte

aag
500

tat

tty
Leu

otg
Val

goa
aly

ang
Asn
580

. Lys Gly

Leu Gln Met
3%

gac ctg
Agp Lsu
408

ccg
Pro

tgg ata cag
Trp Ile Gln

aaA CAQ gat
Lys Gln Asp

aca
Thr
455

gea ctt
Ala Lsu

ttc aca

Phe Thr
470

gge
Gly

8AA gyA atg
Met

485
gaa ata gca
Glu Ila Ala

aas gua
Glu Gly

gac
Arp

caa asa
Glu Lys Arg

535

aaa
Lys

AcA gaa
Thr @lu
550

gac agc tac
Asp Ber Tyr
585

tgg ttt aag
Trp Fhe Lys

age cat

30

tct cca
Sexr Fro

gaa aat
Qlu Asn

Ak
Lys

tta cca
Lau Pro

tog
Tzp
410

aap gag aca
Lys Olu Thr
425

ptt gtt gtt
val val val
440

gUg gec aca

Gly Ala

cte
lau

cat
Mia

aag
Ly»

tca
Sar

tac
TYyx

ter
Sax
490

gaa
Glu

aca cap
Gln

tet
Ber

ggc
aly
520

cca
Pro

gte
val

tta

Mis Lau

gat
Asp

ate
Ile

ate
Ile

ata
570

aaa
Lys

goR agt
aly Ser
585

k]

365

aga acg guc ctc gac
Arg Thr Oly Leu Amp

get too oty gtg

Ala Txp
395

ttg ccc
Lau Pro

ttg gtc
Leu Val

tta gga
Leu Gly

gaa ate
Glu Ils
460

tge apg
Cys Arg
478

atg tge
Met Cym

cat gga
His aly

tge aag
Cy®» Lys

ggt cge
Gly Arg
840

gtc aac

Val Asn
555

gua gta

tct ate
Ser Ile

Lew

gya
aly

act
Thx

tee
Ser
445

caa
aln

ctg

atec
Ile
525

cty
Leuv

ata
Ile

goc
Gly

Vval

gog
Ala

tte

@ln

atg
Mat

aga
Axg

gga
ely

ata
Ile
510

cet
Pxo

att
Ile

gaa
Glu

coq

Xle Gly Val Glu Pro

caa
Gln
580

2007

2103

2151

a199

247

2295

2343

2351

241%

2487

2335

2631

1679



VY WS WAEUNPA oY

atg ttt gag aca aca atg agg
Mot Fha Glu Thr Thr Met Arg Gly Ala

gac aca gcc tgy gat ttt gga tee
Asp Thr Ala Trp Asp Phe dly Ser

gga aag got ctc cac caa gte ttt

610

G99 g©g aag aga
Ly

Ary

ttg goga goa
Lau Gly Gly

615

Gly Lys Ala Leu His Gln Val FPhe Gly Ala Ile
62%

agt ggg gtt tea tgg act atg aaa
Ser Gly Val Ser Trp Thr Met Lys

tgo Ata gga atg aat tca cgc age

atc ctc ata
Ile Lau Ile

acc tea etg

Trp Ile Gly Met Asn Ser Arg Ser Thr Ser Leu
660

ttg ptg gga att gtg aca ctg tat
Leu Val Gly Ile Val Thr Lasu Tyr

taattagttg
asatgctaga
ttgoccoetee
ataaaatgag
gutguogcag
gutgggotet
scuusvagag
cegeteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
CatcACAAAR
caggcegttte
ggatacctgt
aggtatctca
gtteageceg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatct
tccggcaanc
GoaAgAAAAL
tggaacgaaa
tagatcettt
tggtctgaca
egttecateca
ccatectggee
tcagcaataa
gectceatee
agtttgeogea
atggcttcat
tgcaaananag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccgagtt
ttasaagtge
ctgttgagat
aattteagea
atraggoega

675

ageggeeget
getegetgat
ccegtgectt
gasattgeat
gacagcaagy
atggettcetgy
gcggttegeg
ttcggetgeg
caggggataa
aasaggccge
ategacgcecte
ceectggaag
cegectteet
gtteggtgta
acegetgege
cgecactgge
cagagttett
gegetetget
aaaccaccge
AAggatatoa
acktcacgtta
tanattasaa
gttaccaatg
tagttgectyg
ccagtgekge
accagecage
agtetattaa
acgttptige
toeagetecgy
eggttagetc
tcatggttat
ckgtgactgn
getettgece
tcatcattoy
ccagttegat
gegttretgg
cacggaaaty

cgagcatgea
cagcctcogac
cottgeacoet
cgeattgtet
gggaggatty
aggcgyaasg
tattgggege
gcpagegpta
cgcaggaang
gttgetggeg
aagtcagagy
ctececctegtg
cectteggua
ggtegttege
cttatceggt
agcagecact
gsagtagtos
geagccagtt
tgutageggt
agaagataat
agggattttg
atgaagttet
cttaateagt
actcccogte
aatgatacceg
cggaagggce
tegttgecgg
cattgctaca
ttcecocaacga
cttoggtect
ggcageacty
tgagtactea
ggegtcaata
asaacgttet
gtaacccact
gtgagasaka
ttgaatactc

ttg pga gte
Lau GQly Val

tctagaggge
tgtgecttet
ggaaggtgees
gagtapgtgt
ggaagacaat
aaccagctge
tecttecgett
tcagcteoact
aacatgtgag
ttttteccata
tggegaaace
cgetotectyg
agegtggege
tecaagetgg
aactategte
ggtascagga
cctanctacy
acctteggaa
gutttttitg
ttgatateee
gtcatgagat
asatcaatet
gaggeaceta
gtgtagataa
cgagacccac
gagegcagaa
gaagctagag
ggcategtgy
tcaagycgag
ccgategttg
cataattete
accaagteat
cgggataata
tegggucgaa
cgtgcaceca

Acag@aaguc
atactottee

47

U LIUDRL A 1O%

atg gece att tta gge
Met Ala Ile Leu Qly

gtg ttt aca tet ata
Val Phe Thr Sar Ile
620

tat gga gect

gee tto

Tyr Gly Ala Ala Phe

gga gtc att

ate aca

Gly Val Ile Ile Thr

tet gtg aca cta gta
Sar Val Thr Lou Val

670

atg gtg cag gec
Mot Val Gln Ala

cctattetat
agttgccage
sakcconaty
cattctatte
agcaggeatg
attaatgaat
cctegeteac
casagoeggt
caaaaggcca
ggcetecgece
cgacaggact
ttccgaceet
tttctoatag
gectgtgtgea
ttgagtocaa
ttagcagage
getacactag
aAaagagttog
tttgcaagea
etasgogEte
tatcaassag
asagtatata
tceteagegat
ctacgatacy
gctcacegge
gtggteectge
taagtagttec
tgtcacpete
ttacatpate
tcagaagtaa
ttactgteat
tctpagaata
ccgegecaca
aactcteang
actgatette
aasstgoecgo
tttttcaata

agtgtcacet
catetgttgt
toatttocta
touounotyy
ctggggatge
cguccancge
tgactegetg
aatacggtta
gCalRAgQCT
coctgacgag
ataaagatac
gecgettace
ctcacgetgt
cgaacaccece
cecggtasga
gaggtatgta
angaacagta
tagctettga
geagattacy
tyaagotons
gatettcace
tgagtaaact
ctgtctattt
guagggctta
cceagatita
aactttatee
gecagttast
gtegtttget
ceceatgtty
gttggccgea
gocatocogta
gtgtatgegy
tagcagaact
gatcttaccey
agecatetttt

SAARAAQGODA
ttattgaage

727

2775

2871

2919

3024
o4
Il
3204
3264
3324
3384
3444
3504
3564
624
s
3744
3804
Jeéd
3%24
3984
4044
4104
4164
4224
4204
4344
4404
4464
4524
4504
4644
4704
4764
4824
4004
4944
5004
5064
8124
5184

(60



atttatcagg gttattgtct catgagogga tacatatttg aatgtatbitA gaasastasa

A U A UhIULS AU 1YY

caantaggog ttecgegoac atttececga aaagtgocac ctgacgte

<210> 4)
<211> 645
<213> FAT

<213> Artificial Sequence

<220>

<22)> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 43

Met Qly Lys Arg Ser Ala Qly Ser Ile Mst Trp Leu Ala Ser Leu Ala
1

5
Val Val Ile Ala Cys

Glu Pro His Met Ile

Fha Lys Thr Glu Asp

Lau Oly GQlu Leu Cys

Arg Qln Asn Glu Pro
Thr Trp Val Thr Tyr

100

Glu Lys Arxrg Ser Val

115

Thr Arg Thr Glu Thr

130

Gln Arg Ile Glu Thr

145

Ala Ala Ile Lou Ala

Leu Ile Pha Ile Lau

1e0

Cys Ile Gly Mat Sarxr

1835

Sex Tzp Val Asp Ile

aio

Ala Lys Asn Lys Pro

Lys Oln Pro Ala Thr
A Thr Thr Thr Glu

Ala aly

10

15

Ala Fhe His Lsu Thr Thr Arg Aan Gly

30

Val Ber Arg Gln Glu Lys Gly Lys Ser Leu Lou

Gly Val Asn NMat Cys Thr lLeu Met Ala Met Asp

Qlu Asp
70
Olu Asp

Gly Yhr
Ala Lsu

Trp Met
135

Trp Ile

150

Tyr Thr

Lsu Thr

Asn Arg

val Leu
218

Thr Lau

230

Lau Arg

Ser Arg

Asn Glu GQlu Qln Asp Lys Arg

a5

Thr Ile Thr Tyr Lys Cys Pro Leu Lsu
75

:hmgnmwnmnsmm
83

Cys Thr Thr Mat
105

Val Pro His Val

120

98z Sexr Glu Gly

Leu Arg His Pro
155

Ile Gly Thr Thr

170
Ala val Thr Pro
185

Asp Fha Val Glu

200

@lu Nis Gly Bar

Asp Phe Glu Leu
235

Lye Tyr Cys Ile

a50
Cy®s Pro Thr Gln
65
Phs Val Cys Lys
280

Arg a1} Trp Gly Asa Gly Cys Qly Leu Fhe Gly
290 298

Thr Cys Ala Met Fhe Arg Cys Lys Lys Aan Net

o

s

Gln Pro Glu Asn Leu Olu Tyr Thr Ile Val Ila

Glu Glu His Ala Val Gly Asn Asp ';'h: Gly Lys
43

340

Lys Ile Thr Pro Oln Ber Ser Ile Thr Glu Ala

3ss

Gly Thr Val Thr Met Glu Cys Ser Pro Arg Thr

370

375

Qly
Aly
Ala
140
aly
His
Ser
Qly
Cys
220
Ile
Glu
Gly
His

Lys
300
Glu
hy
His
Glu

Oly
30

Glu Mis Arg Arg
110

Mst Gly Leu Q@lu

125

Trp Lys ¥is Val

Phe Thr Mat Mat
160

Phe Gln Arg Ala

175
Mot Thr Met Arg
150

Val Ser Gly Gly

aons

Val Thr Thr Hat

Lys Thr Glu Ala
240

Ala Lys Leu Thr

255
Glu Pro Ser Leu
a7

Ssr Mat Val Asp

285

Gly Gly Ile Val

Gly Lys Val Val
320
Pro Wis BSex Gly
335
Gly Lys Qlu Ile
350

Lau Thr Gly Tyr
365
Lo Asp Phe Asn

(6]



YW wanuw L sury X% 31 UL AV 19

alu Mak Val Lau fLau 012 Mst Olu Asn Iys Ala Trp Lau Val Nis Axg
385 390 39s 400
Qln Trp Phe Leu Asp Leu Pro Leu Pro Trp Lsu Pro Gly Ala Asp Thr
405 410 415
Gln Gly Ser Asn Trp Ile Qln Lys Glu Thr Leu Val Thr Phe Lys Asn
420 425 430
Pro His Ala Lys Lys Oln Asp Val Val Val Leu Gly Ser Gln Glu Gly
435 440 445
Ala Net His Thr Ala Leu Thr Gly Ala Thr Glu Ila Qln Met Ser Ser
450 455 460
Gly Asn Leu Leu Pha Thr Gly His Leu Lys Cys Arg Leu Axrg Met Asp
465 470 475 480
Lys Leu Gln Leu Lys Gly Mst Ber Tyr Ber Mat Cys Thr Gly Lys Phe
. 488 490 495
Lys Val Val Lys Glu Ile Ala Glu Thr Gla His Gly Thx Ile Val Ile
500 505 510
Arg Val Qin Tyr Glu Qly Amp Oly Serxr Px6 Cys lys Ile Pro Fhe Glu
515 520 525
Ila Met Asp Leu Glu Lys Arg His Val Leu Gly Arg Leu Ile Thr Val
5310 535 340
Asn Pro Ile Val Thr Glu Lys Asp Ser Pro Val Asn Ile 0lu Ala Glu
545 550 555 560
Pro Pro Phe Gly Asp Ber Tyr Ile Ile Ila Gly Val Glu Pro Gly Gin
565 570 575
Leu Lys Lou Asn Trp Fhe Lys Lys Oly Ber Ser Ile Gly Gln Met Phas
580 585 550
Glu Thr Thr Met Arg Gly Ala Lys Arg Mat Ala Ils Leu Gly Asp Thr
595 600 605
Ala Trp Asp Phe Gly Ser Leu Gly Oly Val Fhe Thr Ser Ile Qly Lym
610 §15 620
Ala Leu His Gln Val Pha Gly Alm Ile Tyr Gly Ala Ala Phe Ser Gly
628 630 638 . 640
Val Sezr Tzrp Thr Met Lys Ile Lesu Ile Gly Val Ils Ile Thr Trp Ile
s 650 6§55
Gly Met Asn Ser Arg Ser Thr Ser Leu Ser Val Thr Leu Val Lgu Val
660 - 665 . 670
Gly Ile Val Thr Leu Tyr Lau Gly Val Net Val Gln Ala
675 680 §85

<210> 44

<211> 5293

<212> DHA

<213> Artificial Bequence

<220>
<223> Description of artificial ssgquemce; note =
synthetic comstruct

«221> CDS
€222> {810)...{2984)

<400> 44

gacggatcgy gagatctccce gatccecctat ggtgeactct cagtacaatce tgetetgatg
ccgeatagtt sapccagtat ctgetceoetg cttgtgtgtt ggaggteget gagtagtgeg
cgagcaasat ttaagotaca acaaggcang gottgaccga caattgoatg sagastctge
ttagggttag gegttttgeg ctgettcgeg atgtacggpe cagatatacy cgttgacatt
gattattgac tagttattaa tagtaatcas ttacggpote attagttcat ageceatata
tggagttecy cgttacataa cttacggtas atggeoegee tggetgaccg COCARCOACT
ccegeceatt gacgteanta atgacgtatg ttcecatagt aacgecaata gygactttee
attgacgtca atggptggag tatttacggt aaactgecca cttggcagta catcasgtgt
atcatatgec sagtacgece cctattgacg tcaatgacgg taaatggece goetggeatt

60
120
190

0uvo162



K% ATUSUA) AU 10%

atgeccagta catgacctta tgogacttic ctacttggea gtacatctac gtattagtca
tegetattac catgptgatg cggttttgge agtacatcaa tgpgegtgga tageggtitg
actcacgguy atttccaagt ctcoccacceca trgacgtcaa tgggagtttg ttttggoacc
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtegta acaactcecge cccattgacy caastgggeg
gtagucgtgt acggtgogag gtctatataa geagagetet ctggoctasct agagaacceca
ctgettactyg goettatcgea attaatacga ctoactatag gugagaccecaa gottggtace
gecgeegee atg guc aag apg toce goe goe teca ate atg tgy cte gog age

1

ttg goca gttt

Leu
15

aac
Asn

ctt
Leu

atg
Mat

ett

aga
Arg

ctg

cat
Ris

aga
Arg
178

Ala

gpa
aly

etg
Lau

gac
Asp
cte

80
tee

aga
Azxg

gag
Glu

gte
Val

atg
Hat
140

gee
Ala

gaa
alu

tee
Pha
ctt

gaa
Glu

aca
Thr

cag
Gln
145

goa
Als

ctyg
Lau

atg cgt tge
Mat Arg Cys

goa goa age
Gly Gly Ser Trp

gtc ata get tgt gea gge
Val val Ile Ala Cys Ala Qly

Lyw
50

agt
Gly

cag
Gln

too
Trp

AAa
Lys

cga
Arg
130
aga
Arg

gca
Ala

att
Ile

ata
Ile

tow
210

35

gaa
Glu

aat
An

gta
Val

aga
Arg
115

act
Thr

act
Ile

ate
Ile

tte
vhe

gga
Qly
195

gtc

atg
Met

gag
Glu

ttg
Leu

gag
Glu

act
Thr
100

tom
Sar

gaa
glu

gaa
Glu

ctg
Lau

ate
Ile
180

atg
Mat

atc gtc age
Ile Val Bex

gat ggc gtg
Asp Gly val
1]

tgt gea gac
Cys Glu Asp
70

cca gaa gac
Pro Glu Asp
a5

tat goy acg
Tyr Qly Thr

gtg geca cte
Val Ala Leu

aca tgy atg
Thr Trp Met
135

act tgyg atec
Thr Trp Ile
150

geca tac aec
Ala Tyr Thr
183

tta ctg aca
Leu Leu Thr

tca aat aga
Ber Asn Ary

ata gte tta

Val Asp Ile Val Leu

215

gee
Ala

aga
Axg
40

aca,
Thxy

ata
Ile

tgt
cya
gtt
120

teca
Ser

ttg
Lau

ata
Ila

get
Ala

gac
Asp
200

gaa
Glu

tte
Fhe
25

caa
aln

atg
Mast

acte
Ile

gac
Asp

acc
Thr
105

cca
Pro

tea
Ser

ags
Arg

gga
aly

gte
Val
185

tet
Phe

cat
His

Met Gly Lys Arg Sexr Ala Qly Ssr Ile Mat Trp Leu Ala Ser
5

10

cat
Hia

gag
alu

tgt
Cya

acg
Thr

gt
Cys
90

age
Thr

cat
Hins

gaa
Glu

cat
Hia
acg
170

act
Thr

otg
Val

gga
Gly

Lesu Thr Thr Arg
30
aas gud agt

tac ang tgt ccc
Tyr Lys Cya Pxo

tgy tgc ame tot
TIp Cys Asn Ber

sty gga gaa cat
MNat Gly Glu Mis
110

gty goa atg gga
val Gly Met OQly
135

990 gcc tgy aaa
Gly Ala Trp Lys
140

cca ggce tte ace
Pro Qly Pha Thr
135

aca cat ttc caa
Thr Hia Fha Gln

cet tca atg aca
Pro Ser ¥at Thr
190

ges ggg gtt tea
Glu Gly val Bar
2058

age tgt ptg acg
Ser Cys Val Thr
220

600
660
720
780
840
900
951

1047

1093

1143

1151

123%

1287

1335

1383

1411

1479

1527

1575

0u0163



RS VAlUS) 1Y

Glu

cta

att
Ile

gkt
Val

Ser
335

gaa
Glu

ggt
Gly

tte
Pha

cac
Hias

atg gca aaam aac aaa
Mst Ala Lys Asn Lys

gee
Ala
240

acc
Thr

cta
Lau

gac
Asp

gtg
val

atg
Val

asa cag cct
Lys Gln Pxo

AAC aca aca
Asn Thr Thr

aat gaa gag
Amm Qlu Glu
275

aga ggs tgg
Arg Qly Trp
290

acc tgt got
Thr Cys Ala
305

caa cca gaa
Gln Bxo Glu

Jag .

oug
Gly

ate
Ile

tat
Tyr

aat
Aan

Arg
400

gas gag cat
Glu Glu NMis

asa ata aca
Lys Ile Thr
355

guc act gte
aly Thr val
370

gag atg ptg
Glu Net Vval
s

caAa tgg tte
Gln Trp Pha

gac aca cas ggyg tca
Asp Thr Glin Gly Ser

415

aaa aat ¢cc cat geg
Lys Asn Pro His Ala

gaa gug gcc atg cac
Qlu Gly Ala Met His

450

gee
Ala

acs
Thr
280

cag
Gln

tga
Gly

atp
Mat

gea
Ala
340
cca
Pro

tty

cta
Leu

aat
Asn
420

aag
Lys

gaa
Glu

gae
Amp

aat
Agn

tte

ttg

aca ttg
Thr Lau
230

cta agg
Leu Arg

tet ege
Sex Arg

gat
Asp

aag
Lys

tge
Cys

tte

L LTUDDA T I08

ttt gaa ctg ata asa aca
Fhe Glu Leu Ile Lys Thr
235

tac tgt ata geg gea anag
Tyr Cys Ila Glu Ala Ly»s
250

cca aca caa (gu gaa ccc
Pro Thr Gln Gly Glu Pro
ass aTo

gtc tgc aaa cac tcc atg

Lys Arg FPhe Val Cys Lys His Sex Met

gga tgt
Gly Cy»
295

goa
aly

cta ttt gga aag gga gge
Leu Fhe Gly Lys Gly Gly
3100

aga tgc aaa aag aac atg gsa gga aaa
Phe Arg Cys Lyam Lys Asn Mst Glu Gly Lys

10

gaa tac

teu Glu Tyr Thr

3as
gte
Val

cag
@ln

atg
Nat

ttg
Lau

gac
Asp
408

tog
Trp

aaa
Lys

gga aat
Gly Asn

agt tee
Bexr Ser

gag tge
Glu Cys
375

cag atg
aln Mst
39%0

ctg ceg
Lau Pro

ata cag
Ile Gln

cag gat
Gln Asp

ctt aca

gac
Asp

ate
Ile
360

tct

gaa
Glu

tea

ssa
Lys

gtt
val
440

Thr Ala Leu Thr Gly

435

315

att gtg ata aca cct cac
Ile Val Ila Thr Pro His
330

aca gga aaa cat ggc aag
Thr Gly Lys His Gly Ly»s
345 350

acs gas gca gaa ttg aca
Thr Glu Ala Glu Leu Thr
k[ 1]

cea aga acg gge cte gac
Pro Arg Thr Gly Leu Asp
380

aat aaa gect tgg ctg gtg
Asn Lys Ala Trp leu Val
195

cca gy ttg cee gga geg
Fro Trp Leu Pro Gly Ala
410

gag aca ttg gtc act tte
Qlu Thr Leu Val Thr Pha
425 430

gtt gtt tta gga tcc caa
Val Val Lsu Gly Bar Gln
445

gce aca gaa atc caa atg
Ala Thr Qlu Ile Gln Mat
460

51

1623

1671

171%

1767

1815

1863

1911

1959

2007

2103

2151

2199

2247

009184



P WP WAy WL Furw L HIUDUL AU 1o
tca tca gya aac tta ctc ttec aca gga cat cte aag tge &gy ctg aga 2343
Ser Ser Gly Amn Leu Leu Phe Thr Gly His Leu Lys Cys Arg Leu Arg
465 410 475
atg gac aag cta cag ctc aaa gga atg tca tac tct atg tgc aca gga 2391
Met Asp Ly® Lau Gln Leu Lys Oly Mat Ser Tyr Ser Mst Cys Thr Gly
480 485 4190

aAg Tttt aas gtt gtpg amg gaa ata gca gam aca CaA cat gga aca ata 2435
Lys Fha Lys Val Val Lys Glu Ile Ala Glu Thr Glan His Gly Thr Ile

495 500 505 510

gtt atc aga gtg caa tat gaa ggy gac gpc tck cca tge aag ate cct a487
Val Ile Arg Val Gln Tyr Glu Qly Asp Gly Ser Pro Cys Lys Ile Pro

5158 520 535
ttt gag ata atg gat ttg gam aaa aga cat gtc tts ggt ege ctg att 2535
Fhe Glu Ile Mat Asp Leu Olu Lys Arg His Val Leu Gly Arg Leu Ile
530 538 540
aca gtec aac cca att gty aca gaa aaa gat spc cca gtc aac ata gas 2503
Thr Val Asn Pro Ile Val Thr Glu Lys Asp Ser Pro Val Asn Ile Glu
545 550 555
gea gaa cct cca tte gga gac age cac atc atc ata gga gta gag ceg 2631
Ala Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser His Ile Ile Xle Gly Val 3lu Pro
560 565 570

gga cas ctg aag ctc aac tgg ttt aag aaa gga agt tck atc gge caa 2679
Gly Gln Leu Lys Lsu Asn Trp Phe Lys Lys Gly Ser Ser Ile Gly Gln
575 580 585 590

Atg Lttt gag Aca acA Aty AQU g90 goy Aag aga atg gee att tta ggt 2727
Met Phe Glu Thr Thr Met Arg Gly Ala Lys Arg Mst Ala Ile Leu Gly
5595 600 605

gac aca gece tgg gat ttt gga tee ttg goa goga gty ttt aca tet ata 2775
ASp Thr Ala Trp Asp FPha Oly 8Ser Leu Gly Gly Val Phe Thr Ser Ile
610 815 620

gga aag get ctc cac caa gtg Lttt gpt ggt gee tte aga aca cte ttt 2823
Gly Lys Ala Leu His Gln Val Phe Gly Gly Ala Phe Arg Thr Leu Phe
625 630 635

OO DOR Atg tct tgg atc aca ¢aa gyg cta sty ggt gec cta ctg cte 3871
Oly Gly Mat 8Ser Trp Ile Thr Gln Gly Leu Wet Qly Ala Leu Leu Leu
, 640 645 650

tgg atg ggc gte aac gea cga gac cga tca att get ttg geoec tte tta %19
Trp Mot Gly Val Asn Als Arg Asp Arg Ser Ile Ala Lsu Ala Fhe leu
{11) 660 665 670

gcc aca gug ggt gty cte gtg ttc tta gog acc aat gtg cat get 2964
Ala Thr Gly Gly Val Lsu Val Pha Lou Ala Thx Asa Val His Ala
8715 680 685

tsattagttt gygegpecge tcgageaktpc atctagaggpg coctattecta tagtptemce 3024
taaatgetag agctegetga teagcctega ctgtgectte tagttgecag ccatetgttg 3084
tttgececte cecegtgeet toctitgacec tggaaggtge cactcccact gtectttcet 3144
sataasatga ggaaattgea tcgeattgte tgagtaggtg tcattctatt ctgogggpty 3204
goUtgyuUca guacagcaag gUUgAgEAtt gughagacaam tagoagpoat gotgopgatg 3264



coggtgggcte
ogcguutirga
gegectoggte
atccacagaa
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegtte
cggatacety
taggtatcte
cgttcagece
acacguctta
aggoeggtact
atttggtatc
atcoggcaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
teggtotpas
togtteateo
accatctgge
atcagcaata
cgectocate
tagtttgege
tatggottca
gtgcasaaaa
agtgttatca
aagatgettt
gcgRcogagt
tttaaaagtg
getgttgaga
tactttcace
antaagggcy
catttatcag
acanatapiy

<210> 45
<211> 685
<2132> PRT

tatggettct

gasccagatg

gucpgtttge gtattpggey ctottceget

gttecggetye
tcaggugata
aaaasggcecg
aatcgacget
ccocecctggas
tcegeettte
agtteggtgt
gacegetgeg
togeoactgy
acagagttet
tgegetetge
caaaccacey
aaaggatcte
aactcacgtt
ttagattaaa
Agttassaak
atagttgeet
cccagtgetyg
aaccagccag
cagtctatta
aacpttgttyg
tteagoteeg
peggttaget
ctcatggtta
tctgtgactyg
tgotettgee
ctoateatty
tcoagttega
agcgtttetg
acacggaaat
ggttattgte
gttovgogaa

gycgagegat
acgeaggaaa
cgttgectgge
casgtcagag
getecctegt
teeektoggy
agutegtteg
ccttatcegyg
cageagecac
tgaagtggtyg
tgaagccagt
ctggtagcoy
angsaagatee
aagggattee
antgaagttt
gottaAtoag
gactecoegt
caatgatace
cocgaaaggge
attgttgceg
ccartgctac
gtteccaacyg
cctteggtee
kEggcagecact
gtgagtacte
cggegtcaat
gaanacgttc
tgtaacccac
gotgigcaza
gttgaatact
tcatgagegy
cattbocoep

«213> Artificial Sequence

<220>

atcagcteac
gaAcatgtga
gttttteeat
gtagcgaasc
goegetcteet
angegtgpeg
ctccaagetg
taactatcgt
tggtaacagg
gectaactac
taccttegga
tggtrtettt
tttgatettt
ggtcatgaga
taaatcaate
tgagguacot
cgtgtagata
gegagaccea
cgagegeaga
ggaagctaga
aggcategty
atcaaggcga
tecegategtte
geataattet
aaccaagtca
acgppataat
tteogguega
tegtgeacec
aacaggaagy
catactctte
atacatactt
AsAAptgoaa

cattaatgaa
toetegotoa
tcasaggeoy
goaasaggce
aggcteegee
cogacaggac
gttecgacee
ctttctcata
guctgtgtge
cttgagteca
attageagag
ggctacacta
aaaagagtityg
gtttgcange
tctacggggt
ttatcaaaaa
taaagtatat
atotoagaope
actacgatac
cgetcacegyg
agtggtectyg
gtaagtagtt
gtgtcacget
gttacatgat
gtcagaagta
cttactgtea
ttctgagaat
aACCgegecac
aaactctcaa
aackgatett
caaaatgccg
ctttttcaat
gaatgtattt
vctgaogto

<323> Descripticn of artificlal eequence; note =
synthetic construct

«400> 45

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile
1 5

10

L LIUDVLL I 1O%
tcggcaascg 3334
ctgactoget 3384
taatacggtt 44
agcasaagge 3504
ccoctgacya 3564
tatasagata 3624
tgeegettae 3604
getcacgetg 3744
acgascccce 3804
accegytaay 3864
cgaggtatgt 3924
gaaguacagt 3504
gtagctetty 4044
agcagattac 4104
ctgacgectea 4164
guatctteac 4224
atgagtasac 4284
totgtatat: 4344
goggagggett 4404
ctecagattt 4464
caactttate 4524
cgccagttas 4584
cgtegtttgy 4644
cccceatgtt 4704
agttggecge 4764
tgeceatecgt 4824
agtgtatgeg 4884
Atagcagaac 4944
ggatcttace 5004
cagcatcttt 5064
cannasaggy 5124
attattgaag 5184
Agaaaaatas 5244

8293

Met Trp Leu Ala Ber Lau Ala

15

Val Val Ile Als Cys Ala Qly Ala Fhe His Leu Thr Thx Arg Asn Gly

as

Glu Pro His Met Ils Val Ser Arg Gln Glu Lys Gly Lys Ssr Leu Lau
F L] 40 49

Phe Lys Thr Qlu Asp Oly Val Asn Met Cys Thr Leu Mst Ala Mot Asp

20

5%

30

Leu Gly Glu Leu Cya Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lys Cys PFro Lsu Leu
70
Arg Gln Asn Qlu Pro Glu Asp Ile Asp Cy

75

90. Trp Cys Asn Ser Thr Sear

Thr Trp Val Thr Tyr Gly Thr Cys Thr Thr Mst Oly Glu His Arg Arg

110

Qlu Lys Arg Ser Val Ala Leu Val Pro His Val Gly Mst Gly Leu Glu
115

100

105

120

53

125

pud1rEo



Thr Arg Thr Olu Thr Trp Mest Ber Ser Qlu

Gln
145
Ala

Lau
Cya
Ser

Ala
225
Lys

Asn
Asn
Arg
305
Gln

Glu

Gly
alu
385
Gln
aln
Pro

Ala

aly
465
Lys

Lya
Arg
Ile

Amn
545
Pro

130

135

Arg Ile Glu Tor Trp Ile Lau Arg Kis Pro

Ala
Ile
Ile

Trp
210
Lys
Gln
Thr
Glu

Gly
250
Cys

Pro
Glu
Ile
Thr
370
Hak
Trp
aly
KEis
Mat
450
Asn
Lau
Val
Val
Het

530
Pro

Pro

150

155

Ile Leu Ala Tyr Thr Ile Gly Thr Thr

165

170

Fhs Ile Lau Lesu Thr Ala Val Thr Pro

la0

185

Gly Met Ser Asn Arg Asp Phe Val Glu

198
Val Asp Ile

Amsn Lys Pro

Pro Ala Thr
ads
Thr Thr Olu
260
Glu Gln Asp
275
Trp Gly Aan

Als Met Fhe

Glu Asn Leu
325
Hia Ala Val
0
Thr Pro Gln
k111
Val Thr Mat

val Lau Lau

Phe Lau Asp
403
Ser An Txp
420
Ala Lys Lys
435
Hia Thx Ala

Leu Lsu Fhs

Gln Lau Lys
485
Val Lys GQlu
500
dln Tyr Gdu
515
Asp Leu Qlu

Ile Val Thr

Fhe Gly Asp
565

Lau Lys Len Asn Trp

200
Val lLeu Glu
215
Thr Leu Asp
230
Lau Arg Lys

His
The

Tyx

GQly Ser

alu Leu
35

Cys Ila
aso

Ser Arg Cys Pre Thr Gln

Lys Arg Phe Val

290
aly Cys Gly
295
Arg Cys Lys

310
Glu Tyr Thr

Qly Aan Asp

Ber Ger Ile
360
Glu Cys Ser
375
aGln Met Glu
390
Leu Pro Lem

Ile Gln Lys

Gln Asp Val
440
Leu Thr Gly
455
Thr Gly His
470
Gly Mat Ber

Yle Ala Glu

AQly Asp Oly

520

Lys Axg Hia
535

Glu Lys Asp

550
Saxr His Ile

Phe Lys Lys

Leu

Lya

Ile
Thr
345
Thr
Pro
Asn
Pro
Qlu
425
val
Ala
Leu
YT

Thr
305
Bz
Val
Ser
Ile

aly
585

Cys Lyw
Fha Gly

ASn Mat
315
Vval Ile
330
Gly Lys

alu Ala
Arg Thr
tya Ma
3ss
Trp Leu
410
Thr Lsu
val Leu
Thr Glu

Lys Cys
475
Ber Met
490
Gln His

o Cy»
Leu Gly

Pro Val
555

140

. L1 UDYUL AU FOR

Gly Ala Trp Lys His Val

Gly Phe Thr Mat Mst

160

His Fhe Gln Arg Ala

175

Ser Net Thr Met

190
aly val Ser
205
Cys Val Thr

220
Ila Lys Thr

Glu Ala Lys

aly Glu Pro
70
His Ser Met
285
Lys Gly Gly
300
Glu Oly Lys

Thr Pro His

His Gly Lye
50
Glu Leu Thr
365
Gly Lesu Asp
380
Trp Leu Val

Pro Gly Ala

Val Thr Fhe
430
Gly Ser Gln
445
Ile Qln Met
460
Arg Leu Arg

Cys Thr Oly

Gly Thr lle
510
tys Ila Fro
525
Arxg Leu Ile
540
Asn Ils Glu

Gly
Thx
Glu
Lau
].1]
Ser
val
Ile
val
Ser
3315
Glu
Gly
Fhe
His

Asp
415

Arg
Qly
Mat
Ala

240
Thr

Leu
Asp
val
Val
320
Gly

Ile

Amn

#ef

Lys Asn

Glu
Ser
Mat
Lys
495
val
ha
™hr

Ala

Ile Gly Val Glu Pro GQly

570

575

Gly
Ser

Asp
480
Phe
Ile
Qlu
Val
Glu

560
Gln

Ser Ser Ile Gly Gln Met Phe

Glu Thr Thr Met Arg Gly Ala Lya Arg Mat Ala Ile Leu Oly Asp Thr

0001067



VWU VLIUBE IS

Ala T™ep Asp Phe Gly Ser Leu Gly Gly Val Phe Thr Ser Ile 4ly Lys
610 615 620
Ala Leu His Gln Val Phe Gly Gly Ala Phe Arg Thr Leu Phe Oly Gly
62% 30 635 640
Met Ser Trp Ile Thr Gln Gly Leu Met Gly Ala Leu Lou Leu Trp Met
645 650 655
Gly Val Aen Ala Arg Asp Arg Ser Ile Ala Leu Ala Fhe Leu Ala Thr

675

<210> 46
=ili»> a2y}
<212> INA

565
Gly Oly Val Leu Val Phe Leu Ala Thr Asn Val XMis Ala

<213> Artificial Segquance

<220>

§70

<312)> Description of artificial saguence; note =
synthetic construct

<221> CD8

<123> (910)...1(2964)

<400> 46

gacggatcgg
cogeatagte
cgagcasaat
ttaggyttag
gattattgac
tggagtteceg
ccegececatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcecagta
tecgetattac
actcacgogy
aAakaktcaacy
gtaggcatgt
ctgettactg

gagatctcee
aagecagtat
ttangctaca
gegttetgeg
tagttattaa
cgteacataa
gacgtcaata
atggutggac
aagtacgecce
catgacctta
catgytgatg
atttccaagt
ggactttcea
acggtaguag
gcttategaa

gecegeegee atg ggc aag
Net Qly Lys
1

gateccctat
ctgetecoty
ACRAQUCARY
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtas
atgacgtatyg
tatttacggt
cctattgacy
tgggacttte
CogtLttgge
ctecaceccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ggtcgactct
cttgtgtgtt
gottgaccga
atgtacggge
ttacggugte
atggccecgee
ttcecatagt
aaactgccca
tcaatgacgg
ctacttggea
agtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactecege
gcagagetot
ctocactatag

cagtacaate
ggaggtoget
caattgecatg
cagatatacg
attagtteat
tggetgaceg
aacgccaata
cttggoagta
taaatggcec
gtacatctac
touucgtggn
tgogagtitg
cccattgacy
ctagetaact
ggagacccaa

tgctctgatg
gagtagtgeg
aagaatctge
cgitgacatt
agceocatata
cccaacgace
gugactttee
catcaagtgt
gectggcatt
gtattageea
tageggttty
ttttggcace
casatggycyg
agagaaccca
gectggtace

agg tcc gee gugc tca atc atg tgg ctc gog age
Arg Ser Ala Gly Ser Ile Mst Trp Leu Ala Ser
5

10

ttg goa gtt gte aka get tgk gea gge gee tte cat tta ace aca cgt

is

Lau Ala val Val Ile A;.n Cys Ala Gly Ala ﬂ'n His Leu Thr Thr Axg
0 a

AAC ggh JAA cca CAC Atg atc gtc agc aga cas gAg &AM ggy aaa agt
Asn Qly Glu Pro His Mat Ile Val Bexr Arg Gln Glu Lys Gly Lys Ser

40

Ctt ctg ttt aaa aca gag gat guc gtg aac atg tgt ace cte atg geo
Leu Leu Fhe Lys Thr Glu Asp Gly Val Asn Met Cys Thr Leu Mat Ala
60

atg geac ctt ggt gma ttg tgt gas gac aca atc acg tac aag tgt ccec
Met Asp Lsu Gly Glu Lsu Cys Glu Agp Thr Ile Thr Tyr Lys Cys Pro
65

70

55

15

L AUDVL U I0%

60
120
180
0
300
380
420
480

600
660
720
780
840
900
931

1047

1095

1143

2



ctt
Leu

acyg
Thr

95
ags
Arg

ctg
Leu

cat
Hin»

atg
Mat

175
atg
Met

goa
Gly

gas
alu
cta

gta
val

att
Ile

ctc agg cag sat gag cCa gaa gac ata gac tgt toy tge aac
Leu Arxg Gln Asn Qlu Pro Glu Asp Ile Asp Cys Trp Cys Asn

tce acgy tgg gta act tat ggg acg tgt acc
Ser Thr Trp Val Thr Tyz Gly Thr Cys Thr Thr

100

105

aga gaa ans aga tca gtg gea ctc gtt coa
Arg Qlu Lys Arg Ser Val Ala Leu vVal Pro

115

120

gag aca cga act gas aca tgg atg tea teca
Glu Thr Axg Thr Qlu Thr Trp Met Ber Her

130

gte cag aga att
Val Gln Arg Ile
145

atg gca goa atc
Mat Ala Ala Ile
160

gO0 otg ate tte
Ala Lou Ile Phe

cgt tgc ata gga
Arg Cys Ile Gly
195

gva agc tgg gtt
GCly Ser Trp Val
10

atg gra aaa aac
Mat Ala Lys Asn
215

gué saa gag eat
Ala Lys Gln Pro
240

ACC aAC aca aca
Thr Asn Thr Thr

cta sat gamn gag
Lesu Asn Glu GQlu
275

gaa
Glu

ctg
Leu

ake
Ile
180

atg
Met

gac
Asp

aan
Lys

gua
Ala

aca
Thr
260

act
Thr

gca
Ala
165

tea
Lau

teca
Ser

ata
Ile

cca
Pro

[ 1]
Thr
a45

gan
Glu

115

tgg ate ttg aga
Trp Ile Leu Azg
150

tac acc ata gga
Tyr Thr Ile Gly

atg ASa got gta
Leu Thr Ala Val
185

aat aga gaec ttt

Asn Arg Asp Yhe
200

gtc tta gaa cat
Val Leu Qlu His
215

aca ttg gat ttt
Thr Leu Asp Fhe
230

BEa ASD AAg kAR
Leu Arg Lys Tyx

tet cge tge cca
Ber Axrg Cya Pro
265

Cag gac sAR apgyg ttc gte
Gln Asp Lys Arg Fhe Val

gac aga gga too gga aAt gga tgt gpa cta
Asp Arg Gly Trp Gly Aan Oly Cys Gly Leu

gty acc tgt get atg tte agn tge ame wag
Val 7hr Cys Ala Nst Phe Arg Cys Lys Lya Asn Mst Glu

310

56

cat
His

gaa
Glu

cat
Nis

acg
Thr
170

ant
Thr

gte
Val

999
aly

gaa
Qlu

tot
Cys
aso

aca
Thr

tgc

atg gus gaa
Mat Gly Qlu

dte
val

oy
aly

cca
Pro
158

ach
Thr

gaa
Glu

age
flex

ctg
Leu
235

ata
Ile

caa
@ln

gya
aly

gee
Ala
140

gge
Gly

cat
His

toa
Ber

g
aly

kgt
Cys
420

ata
Ile

vag
alu

ooy
Oly

Cy» Lys Hin

ttt poa aag
Fha Gly Lys

ARC atg pAs

3is

atg
Het
125

tgg
Trp

tte
Phe

tte
Pha

gt
Val
205
gtg
Vval

asn
Lys

Ala

gaa
Olu
tec

oua
Gly

ma
oly

& % L} WA AV U
tet 1191
Ser
cat 1239
His
110
gga 1207
Gly
aaa 1335
Lys
acc 1383
Thr
caa 1431
Gln
aoa 1479
Thr
190
tca 1527
Ser
acg 1575
Thy
aca 1623
Thr
aagy 1671
Lys
cee 1719
Pro
270
aty 1767
Met
ggc 1815
Qly
ass 1883
Lys

2uu¥8Y
169



gtt gtg caa
Val val Gln
320

tca gog gaa
Saxr Gly Glu
335

gaa atc
@Glu XIle

AR
Lys

gut
Gly

tte
Pha

Ccac
Hin

gac
Asp
415

saa
Lys

gaa
Glu

tca
Ser

atyg
MHat

aag
Lye
495

gtt
Val

ttt

tat
Tyr

gac
aly

aat gag
Asn Glu
jas

agg cas
Arg Oln
400

aca
Thr

can
@ln

aat
Asn

[-{ -]
Pro

ggg gcc
Gly Ala

tea
Ser

gga
Gly
465

gac aag
Asp Lys
460

ttt aan
Phe Lys

atc aga
Ile Arg

gag ata

Fha Glu Ile

SCA gLC amac
Thr Val Asn
545

Glu

cat
His

qaag
Glu

ata
Ile

ack
355
act

Thr
370

gte
val

atg
Mat

ate
Val

tgg tte
Trp

tca
Ser

9oy
aly

cat
His

acg
415
atg

Met
450

cac
His

aac
Asn

tta

cta cag

Gln

gte
Val

ot
val

atg
val

caa
aln
515
atg gat
Amp
530

cca att
Pro Ile

gca
Ala
340
cca
Pro

ttg

cta
Lau

aat
Asn
420
aag
Ly»

aca
Thr

cte

cke
Leu

tat
Tyx

ttg
leu

oty
Val

ttg
328

gte
val

cag
aln

atg
Met

ttg

gac
Asp
405

toy
™D

Lys

gca
Ala

gaa
Qlu

gaa
Glu

gaa
Glu

aca
Thr

L AMUDLA AV 108

gaa kac acc att gtg ata aca cct cac
Glu Tyr Thr Ile Val Ile Thr Pro His

gga aat gac aca ggA aas cat gge aag
Gly Amn Asp Thr Gly Lys Kis Oly Lys

s

agt tcc atc aca gaa gca gaa ttg aca

Ile Thr
60

Ber Ser

tet cca
Ber Pro

gag tge
glu Cys
375

cag atg
Oln Mat
380

gaa sat
Glu Asn

tta cca
Leu Pro

ctg cog
Lau Pro

ata cag
Ile Gln

asa gag
Lys Glu
425

cag gat
Gln Asp

gtt gtt
Val val
440

ctt aca ggp gece
Leu Thr Gly Ala
453

cat cte
His Lasu

aca gga
Thr Qly
470

tca tae
Sar Tyr

gga aty
Gly Met

ata geca
Ile Ala

gaa ata
Glu Thx
505

g9e8 gac
Gly Asp

guc tct
Gly Ser
520

aaa ags cat gte
Lys Axg His Val
538

gaa asa gat age
Glu Lya Asp Sex
550

57

Glu Ala Glu

Leu Thr

aga
Arg

aaa
Lys

Loy
Tp
410

gtt
val

Lys

tct
Ser
490

caa
GQln

cca
Pro

tta

365

acg gge cte
Thr Gly Lesu
380

got tgg cty
Ala Trp Lsnu
395

ttg ccc gga
Leu Pro Gly

ttg gte act
Lsu Val Thr

tta gga tce
Leu Gly Ser
445

gaa Rtc caa
Glu Ile QIn
460

tge agg ctg

Cys Arg Leu
475

atg tge aca
Het Cys Thr

cat gga
Hia Gly

aca
Thr

ate
Ile
5a%

tge aag
Cys Lys

Asp

gtg
val

gce
Ala

tte
Phe
430

cas
Gin

atg
Met

aga
Azg

gga
aly

ata
Ile
510

cet
Pro

ggt cge
Leu Gly Arg
540

cCaA gtc anc
Pro Val Asn
555

ctg att
Leu Ile

atha gaa
Ile Qlu

1511

1959

2007

2055

2103

2151

21%%

247

2295

ain

2487

533

00017
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gea gaa cot
Ala Qlu Pro
560

gga caa ctg aag ctc

coa tke gga gae age tac ate ato
Pro Pha Gly Asp Ser Tyxr Ile Iles

565

aac tgg ttt aag ass gga

Gly Gln Leu Lys Leu Asn Trp Fha Lys Lys Gly
5080

578

gee
Ala

gac aca gcco

ttt tca

aca act
595
tge gae

ttg aag gga gct caa aga
Phe Ser Thr Thr Leu Lys Gly Ala Gln Arg

ttt gge teot att gga gge

Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ile Gly Oly
61%

aA4A goo gt oas

610

eAs gte bttt gut gyt goo

Oly Lys Ala Val His Gln Val Phe Gly Gly Ala

o0u gga atg

Gly Gly Mat
640

tyu atg gye

Sgr Trp

gte aac

tect tgg atc aca caa guy cta atg
Ilae Thr Gln Gly Leu Mat

gca cga gac cga tea att

Trp Met Oly Val Asn Ala Arg Asp Axrg Ser Ile
660

ggt gtg ctec gtg tte tta geg ace

Ala Thr Gly Gly Val Leu Val Phe Leu Ala Thr

taattagtts
taaatgctag
tttgeecccte
aataaaatga
goytgaggca
cggtgggete
cgcgougaga
gegetoggte
atccacagas
caggaaccgt
gcatcacaaa
ccaggegttt
cggatacctg
taggtatcte
cgtteageee
acacgactta
aggeggtgot
atteggtate
atccggeaaa
gcgcagaana
gtggaacgaa
ctagatcett
ttggtctgac
tegttoatee
accatetgge
atcagcaata
cgectecate
tagtttgege
tatggetica

673

gagegguage
agetegetga
cccogtgect
ggasattgea
guacagcaag
tatggettet
ggcgotttge
gtteggetge
teaggguata
RAARAggGCCY
aatcgacget
ecccctgaaa
tecgeettte
agtteggtgt
gaccgetgeg
tcgecactgy
Acagagttet
tgegetotge
caaaccaccg
aaappatete
aactcacgtt
ttasattaaa
agttaccaat
atagttgeet
cccagtgety
aaccagccag
cagtetatta
aacgtigttg
ttocagetceg

togagoatgo
tcagecctoga
tocttgacee
tegecattgte
goggaggatct
gaggcggaaa
gtattgggeg
ggegageggt
acgcaggasa
cgttgetgge
caagtcagag
getecetegt
tecctEocgyy
aggtegtteg
cettateegy
cagcagecac
tgaagtoute
tgaagccagt
ctggtagegy
sagasgatce
aagggatttt
aatgaagttt
gettaatcag
gactecccegt
caatgatace
cecggaaggge
attgttgeeg
ccattgetac
pttccoaacyg

atatapagge
ctgtgeectte
tggaaggtge
tgagtagytg
goguagucaa
gaaccageig
ctettceget
ateagctcac
gaacatgtga
gtttttceat
gtgycgaaac
gegeteteot
aagcgtoucn
ctceaagetg
taactategt
tggtaacagy
gectaactas
tacettcgga
tggtuttett
tttgatettt
ggtcatgaga
taantesate
tgaggcacct
cgtgtagata
gegagaccca
cgagcgeaga
goangctaga
aggecategty
atcaaggega

58

K% A Udniar AU 109
ata ggm gta gag cecg a8’
1le Gly Val Glu Pro
570
agc acg ctg guc aag 267%

Sear Thr Leu Gly Lyw

gog ttg gge

Leu Ala Ala Leu Gly

gtc tte

tce ata

Val Phe Asn Sex Ile
620

Ete g

Aok cto

| 14]

Phe Arp Thr Leu Fhe

635

got gcc
aly Ala
650

gect ttg gee
Ala Leu Ala

aat gtg

cta ctg cte
Leuz Leu Leu

tte
Phe

tta

670

cat gect

Asn Val His Ala

cactattota
tagttgccag
cactcccact
tcattctatt
tagcaggeat
cattaatgaa
tccteogetea
tcasaggegy
gcaaaagygec
aggctecpee
cogacaggac
gttccgacec
ctttetcaat
guctgtgtge
cttgagtcoa
attagcagag
goctacacta
aasagagttp
gtttgcaage
tetacgoogt
ttatcanaan
taaagtatat
atctcagega
actacgatac
cgctcacegy
agtggtcetg
gtaagtagtt
gtgtcacgct
gttacatgat

685

tagtgtoace
coatctgttg
gtecttteet
ctggouuote
gctaggggaty
toggccaacg
ctpacteget
tantacggtt
agcaasagyc
ccectgacga
tataaagata
tgucgettac
peteacgetg
acgaacceee
acccggtaag
cgagutatgt
gaasggacagt
gtagectetty
agcagattac
ctpacgetcea
ggatcticac
atgagtaaac
tetgteotatt
gousgggctt
ctccagattt
caactttate
cgeeagttan
cgtegtttgy
coccecatgtt

2727

2775

2371

a91%

3024
Joed
3144
3204
3264
3334
g4
aud
3504
3564
24
3684
3744
3sp¢
K} 1)
3934
ased
4044
4104
4164
4224
4284
4344
4404
4464
4534
4584
4644
4704

040171
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LU IV 108

gtgcaaaaaa gogpttaget cctteopptee tecgatcgtt gtcagaagta agttggecge 4764
agtgttatca ctcatggtta tggcagcact geoatasttet cttactgtea tgecatcegt 4824
aagatgettt tctgtpactg gtgagtacte aaccaagica ttctgagaat agtgtatpeg 4084
gcgaccgagt tgotcottgee cgycgtcaat acgggataat accgogecac atagoagasc 4944
tttuasagtg ctcatcattg gaaaacgtiéc ttcgggpcga aaactoctcaa ggatettace 5004
gotgttgeage tccagttega tgtamcccoac togtgeacce asctgatctt cageatettt 5064
tactttcace agogtttctyg QUtOagonAs SACMJUAAGY CAARALOCCY cahddaagyg 5124
aatsagggeg acacggaaat gttgaatact catactettec ctttttcaat attattgasg 5184
catttatcag ggttattgtc tcatgagegg atacatattt gaatgtattt agesaaatas 5244
acaaataggy gttecpcgea catibtececg aaaagtgeea coctgacgte 5291}
<210> 47

<211l> 685

<3213> PRT

<213> Axtificial Sequence

«230>

<223> Description of artificial seaquence; note »
synthetic construct

<400> 47

Met Gly
1l

val val

Glu Pro

Fhe Lys
50

Leu Oly

&5

Arg Gln

Thr Trp
Glu Lys

Thr Arg
130

Qln Arg

45

Ala Ala

Lau Ils
Cys Ile

Sar Trp
210

Ala Lys
22%

Lys Gln
Asn Thr

Lys Arg

Ile Ala
20

Hia Met

a5

Thr Glu

Glu Leu
Asn Olu

Val Thr
100

Azrg Ser

11%

Thr Glu

Ile Glu
Ile Leau
#ha Il»

180
Gly Mat

19%
Val Asp

Asn Lys
Pro Ala

Thr Thr

260

Ser Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala
L]

10 is5

Cys Ala Gly Ala Phe His Leu Thr Thxr Arg Asn Qly
25

30

Ila Val Ser Arg Gln Glu Lys Oly Lys Ser Lau Lau
48

Asp
Cys

Pro
85
TYT

val
Thr
Thr
Ala
165
s
Ser
Ila
Pro
Thr

245
Glu

49
Gly val Asn
55
Glu Asp Thr

70
Glu Asp Ile

Gly Thr Cya

Ala Leu Val
120
Trp Met Ser
135
Trp Ile Lesu
150
Tyr Thr Ile

Lau Thr Ala

Asn Arg Asp
200
Val Leu Glu
415
Thr Leu Asp
230
Lau Axrg Lys

Ser Azg Cya

Met Cys Thr Lau Net Ala Met Asp
60
Ile Thr Tyr Lys Cys Pro Lau Lgu
75 80
Asp Cya Trp Cys Asn Sexr Thr Ser
90 85
Thr Thr Mst Gly Glu His Azg Aryg
105 110
Pro Kis Val Gly Net Gly Leu Glu
123
Ser Glu Gly Ala Trp Lys His val
140
Axg His Pro Qly Pha Thr Nat Mat
155 160
Gly Thr Thr His Fha Gln Arg Ala
170 173
Val Thr Pro fsr Nat Thr Mat Aryg
185 190
Phe Val Qlu Gly Val Bar Oly Gly
205
His Qly Ser Cye Val Thr Thr Mat
2120
Phe GQlu Leu Ile Lys Thr Glu Ala
235 240
Tyr Cys Ile Olu Ala Lys Leu Thr
250 258
Pro Thr Gln Gly Glu Pro Sexr Leu

265

270

pouLTS

Asn GQlu Gl\sa Gln Asp Lys Arg Fha Val Cys Lys His Ser Met val Asp
27 200 285
Arg Gly Trp Gly Asn Gly Cys Qly Leu Pha Gly Lys Gly Gly Ila Val
2%0 255 300
Thr Cya Ala Mat Fhe Azg Cys Lys Llys Asn Met Glu Gly Lys val val
[ ] alo s 2o



Gln Fro
Qlu Glu
Lys Ila
Gly Thr

370

Glu Met
aes

Gln Trp
Gln Gly

Glu Asn Leu Glu Tyxr Thr Ile
325
His Ala Val Gly Asn Asp Thr
340 345
"he Pre Qln Sar Ser ile Thr
ass 360
Val Thr Met Glu Cys Ser Pro
375
Val Lsu Leu Glo Met Qlu Asmn
390
Fhe Leu Asp Leu Pro Leau Pro
405
Ger Asn Trp Ile Gln Lys Glu
420 425

Pro His Als Lys Lys Gln Asp Val Val

435 440

Ala Mat His Thr Ala Lou Thr Gly Ala

450
Gly Asn

Lys lau
Lys Val
Arg Val
Ile Mat
530
Asn Pro
545
Pro Pro
Leu Ly»

Ser Thr

. 455
leu Leu Phe Thr Gly His Leu
470
Gln Leu ln:l Gly Met fSsr Tyr
483
Val Lys Glu Ile Ala Glu Thr
500 505
Glop Tyr Qlu Oly Asp Gly Sar
515 520
Asp Leu Glu Lys Arg Mis Val
535
Ile Val Thr Glu Lys Asp Bar
550
Phe Gly Asp Sexr Tyr Ile Ile
365
Lsu Asn Trp Phe Lys Lys Gly
560 585
Thr Leu Lys Gly Ala Gla Axg
595 600

Ala Trp Asp Fhs dly Ssr Ile Oly Oly

810
Ala Val
625
Mat Sar
Gly Val

Gly Gly

<210> 48

413
His Gln Val Phe Oly Gly Ala
630
Trp Ile Thr Gln Gly Leu Met
645

Asn Ala Arg Asp Arg Ser Ils

660 665
Val Leun Val Phe Leu Ala Thr
675 680

<211> 34
<312> IMA
«313> Artificial Sequence

«220>

Val Ile Thr Pro His Ser Qly
330 3315
Gly Lys His Gly Lya Glu Ile
350
alu Ala Olu Lau Thr Oly Ty»
365
ATg Thr Gly Lev Asp Pha Asn
380
Lys Ala Trp Leu Val His Arg
s 400
Trp Leu Pro Gly Ala Asp Thr
410 415
Thr Leu Val Thr Phe Lys Asn
430
val Lau Gly Ser Gln Glu Gly
445
Thr Glu Ile Gln Mat Sar Ser
460
Lys Cya Arg Lesu Arg Met Asp
475 480
Sexr Mek Cyas Thr Gly Llvs Pha
4%0 493
Qln Ris Gly Thr Ile Val Ilas
510
Pro Cys Lys Ile Pro Pha Glu
52%
Leu Gly Arg Leu Ila Thr Val
540
Pro Val Asn Ile Glu Ala Glu
555 560
Ile Gly Val Glu Pro Gly Qin
570 575
Ser Thr Leu Gly Lys Ala Fhe
590
Lag Ala Ala Lsu Gly Asp Thr
605
Val Phe Asn Ser Ile Qly Lys
620
Pha Arg Thr Leu Fhe Gly OGly
635 640
Gly Ala Leu Leu Leu Trp Mest
650 655
Ala Lau Ala Phe Lou Ala Thr
670
Asn Val Hia Alam
685

«223> Dasoription of arcificial segquanca; note =
synthatic construct

<400> 48

tgtgeaggeg ccttecattt aaccacacgt aacg

<210> 49
<211> 40

7%
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<212> DNA
<213> Artificisl Sequence

<220>
<2123> Description of artificial segueance; note =
synthstic conatruct

<400> 49
togageggee getcaactaa thaggectge accatgactc

<210> 50

<211> 30

<212> DNA

«<213> Artificial Sequence

«220>
<32)> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> S0
cttatcgaaa ttaatacgac tcactatagn

<210> 51
<311> 215
<213» DMA
<3213> Artificial Sequence

<220>
«22)> pascription of artificial sequence; note w
synthstlc conatruct

<400> 51
atagattpget ccaaacactt pptgg

<210> 52

<211> 24

<212> DNA

«213> Arcificial Bequence

<320>
223> Desvription of artifieial ssguence; note »
synthetie construct

<400> 52
actceatagg sassgecegtt cace

<210> 53

<211>» 30

<212> DNA

«213> Arxtificial Bequence

<220>
«223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 53
gegagetcta gratttaggt gacactatag

<210> 54
<211> 3}
<312> DMA

61

pool7d

FLI/UMNILBU /08

40

30

a5

U
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«213> Artificial Sequence

<220>
«133> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 54
ctccacceag tgtttggbgg tgecttoags aca 1

<210> 55

<211> 11

<212> PRY

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dascription of artificial ssquence; note =
aynthetic conatruct '

<d00> 355
tau Nis Gin Val Phe Oly Gly Ala Phe Arg Thr
1 5 10

«210> 56

<i1l> 3

<212> DHA

<213> Artificial Segquence

<230>
«223> Description of artificial ssguence; nots =
synthetic construct

<400> 36
cttatcgaaa ttaatacgec toactatagg k[

<3210> 57
<211» 19
<3212> DNA

<213> Artificial Beguence

<320>
«223> Deascription of artificlial sequence; note =
synthetic construct

<400> 57
gaattegtet cacttoottt cttaaaccag ttgagettc k1)

<210> 58

<211> 31

<3d13> DMA

<213> Artificial Sequence

<320>
<2123> Dascription of artificial segquence; note =
synthetic conatruct

<400> 58
ggaattegte togoasgeac getgogesag g n

«210> 59
<211> 30
<213> ONA

puo17d
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€213> Artificial Sequencea

<220>
<223> Dascription of artificial sequence; note »
synthatic construct

<400> 59
gcgagetcta geatttaggt gacactatag 30

«210> 60

<211> 313

<213> DNA

<213> Artifiecial Sequence

<330>
«223> Description of artificlial sequence; note =
aynthetic construct

<400> 60
asctggttta agaaaggasg cacgetgggc gee 33

<310> 61

<311> 11

<112> PRT

«<2113> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

«400» 81
Asn Trp Lys Lys Gly Ber Thr Leu Qly Lys Ala
1 5 10

63
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VACUNAS DE ACIDO NUCLEICO PARA PREVENCION DE LA

INFECCION DE FLAVIVIRUS

Esta solicitud es una continuacién parcial de la
solicitud de patente norteamericana Serie No. 09/826.115
presentada el 4 de abril de 2001, y la cual reivindica el
beneficio de 1la misma, cuyo estatutos se encuentra
pendiente y la cual es una continuacién en parte de la
solicitud de patente norteamericana Serie No. 09/701.536,
presentada el 29 de noviembre de 2000, y reivindica el
beneficio de 1la misma, cuyo estatutos se encuentra
pendiente y la cual es una solicitud de etapa nacional de
la solicitud internacional Serie No. PCT/US99/12298
presentada el 3 de junio de 1999, que reivindica el
beneficio de 1la solicitud provisional norteamericana
Serie No. 60/087.908 presentada el 4 de junio de 1998,
cuyas solicitudes se incorporan a este documento en su
totalidad por referencia.

Campo del Invento

Este invento se relaciona con vacunas novedosas,
diagnésticos y métodos para utilizar tanto en el
tratamiento como en la prevencién de enfermedades
causadas por flavivirus. En particular, las vacunas son
dcidos nucléicos recombinantes que contienen genes para

proteinas estructurales de flavivirus, tales como el
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virus de encefalitis japonesa (JEV), el virus West Nile
(WNV) o flavivirus relacionados. Estas vacunas sirven
como una unidad transcripcional para la biosintesis de
los antigenos de 1la proteina del virus cuando se
administran in vivo. Los diagnésticos son composiciones
que contienen antigenos producidos de los Acidos
nucléicos recombinantes y se pueden utilizar para

detectar la infeccidén del flavivirus.
Antecedes del Invento

Los flavivirus son miembros del género Flavivirus,
que se clasifica dentro de la familia Flaviviridae. Los
flavivirus son ampliamente patogénicos para los humanos y
otros mamiferos. Los flavivirus que causan enfermedades
en los humanos y en los animales incluyen Alfuy, Apoi,
Aroa, Bagaza, Banzi, Batu . Cave, Bouboui, murciélago
Bukalasa, Bussuguara, Cacipacore, Isla de Carey, Cowbone
Ridge, murciélage Dakar, Dengue (serotipos 1, 2, 3 y 4),
Edge Hill, murciélago Entebbe, Gadgets Gully, Iguape,
Ilheus, meningoencefalitis de pavo de Israel,
encefalisitis Japonesa, Jugra, Jutiapa, Kadam, Karshi,
Kedougou, Kokobera, Koutango, Kunjin, enfermedad de la
selva Kyasanur, Langat, Meaban, Modoc, Montana myotis
leucoencefalitis, encefalitis Murray Valley, Naranjal,
Negishi, Ntaya, fiebre hemorragica Omsk, murciélago de
Phnom Penh, Potiskum, Powassan, Rio Bravo, Rocio, Royal

Farm, encefalitis de verano primaveral Ruso, Saboya, Sal
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Vieja, San Perlita, Saumarez Reef, Sepik, Sokuluk,
Spondweni,. encefalitis de Sst. Louis, Stratford,
encefalitis transmitida por garrapata - subtipo de Europa
central, encefalitis transmitida por garrapata - subtipo
del lejano oriente, Tembusu, THCAr, Tyuleniy, Uganda S,
Usutu, West Nile, Yaounde, Fiebre amarilla, Yokose, Ziki,
Agente que funde 1las células y otros Flavivirus

relacionados, tal como se enumeran en Kuno y otros. (J.

Virol., 72: 73-83 (1998)).

Los flavivirus contienen 1las siguientes tres
proteinas ~ estructurales: prM/M, la proteina de
premembrana y de membrana; E, la proteina envolvente; y
C, la proteina cépsida. (Monath, en Virologia (ed.
Fields.), Imprenta Raven, Nueva York, 1990, pp. 763-814;

Heinz y Roehrig, en Inmunoquimica de los Virus II: la

Base para Serodiagnéstico y Vacunas (eds. van Regenmortel

y Neurath.), Elsevier, Amsterdam, 1990, pp. 289-305). M
tiene un peso molecular (MW) de alrededor de 7-8
kilodaltones (kDa) y E tiene un MW de alrededor de 55-60
kDa. M s8se sintetiza como un precursor mas grande
denominado .er. La porciétn pr de prM se remueve cuando
prM se procesa para formar la proteina M en viriones
maduros. M y E estidn localizados en la membrana de 1la
particula del flavivirus, y por consiguiente hace tiempo
se considera que constituyen componentes inmunogénicos

importantes de los virus.



Los flavivirus son virus que comprenden RNA de un
solo ramal que tiene una longitud, entre las diversas
especies, de alrededor de 10 kilobases (kb). La proteina
C, con un peso molecular de 12-14 kDa se compleja con el
RNA para formar un complejo nucleocédpsido. Varias
proteinas no estructurales estan también codificadas por
el genoma RNA, las cuales de denominan NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B y NS5. El genoma se traduce dentro de la
célula huésped como una poliproteina, lueqo se procesa co
o post-translacionalmente hacia los productos de gen
individual mediante proteasas virales o de huésped

especifico (Figura 1).

Se conocen las secuenclas nucledtidas de los genomas
de varios Flavivirus, tal como se resume en la Patente
Norteamericana No. 5.494.671. Para el JEV esto 1lo
suministré .Sumiyoshi y otros. (Virologia 161: 497-510
(1987)) y Hashimoto y otros. (Genes de Virus 1l: 305-317
(1988)) . Las secuencias nuclebdtidas de la cepa virulenta
SA-14 del JEV y de la cepa atenuada SA-14-14-2, que se
utilizan como vacuna en la Repiblica Popular China, se
comparan en el trabajo de Nitayaphan y otros. (Virologia

177: 541-552 (1990)).

También se conocen las secuencias nuclebtidas que
codifican las proteinas estructurales de otras especies

de flavivirus. En muchos casos se han reportado 1las

g9y132
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secuencias de los g¢genomas completos. Las secuencias
disponibles incluyen el virus dengue serotipo 1, el virus
dengue serotipo 2 (Deubel y otros, Virol?gia 155: 365-377
(1986); Gruenberg y otros, J. Gen. Virol. 69: 1391-1398
(1988); Hahn y otros. Virologia 162: 167-180 (1988)),
virus del dengue serotipo 3 (Osatomi y otros, Virus Genes
2: 99-108 (1988)), virus del dengue serotipo 4 (Mackow et
al., Virology 159: 217-228 (1987), Zhao et al., Virology
155: 77-88 (1986)), virus West Nile (Lanciotti et al.,
Science 286: 2331-2333 (1999)), virus Powassan (Mandl et
al., Virology 194: 173-184 (1993)) y virus de fiebre
amarilla (YFV) (Rice et al., Science 229: 726-733

(1983)) .

Muchos flavivirus, incluyendo el virus de
encefalitis St. Louis (SLEV), WNV y JEV, se transmiten a
los humanos y a otros animales huéspedes por los
mosquitos. Por consiquiente ocurren en Areas ampliamente
esparcidas y su transmisién no se puede interrumpir o

prevenir facilmente.

La fiebre del Nilo Occidental (West Nile fever) es
una infeccién flaviviral transmitida por un mosquito, que
se transmite a los vertebrados primordialmente por
diversas especies de los mosquitos Culex. Al igual que
otros miembros de la encefalitis Jjaponesa (JE) el
complejo antigénico de 1los flavivirus, incluyendo 1los

virus JE, SLE y el de encefalitis Murray Valley (MVE), el
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WNV se mantiene en un ciclo natural entre los vectores
artrépodos y los padjaros. El virus se aisldé primero de un
humano febril en el distrito del Nilo Occidental de
Uganda en 1937 (Smithburn et al., Am. J. Trop. Med. Hyg.
20: 471-492 (1940)). Pronto se reconocidé como uno de los
flavivirus mds ampliamente distribuidos, y su rango
geogrdfico incluia Africa, el Mediano Oriente, Asia
Occidental, Europa y Australia (Hubalek et al., Emerg.
Infect. Dis. 5: 643-50 (1999)). Clinicamente, la fiebre
del Nilo Occidental en los humanos es una enfermedad
febril aguda autolimitada acompafiada por dolor de cabeza,
mialgia, poliartropatia, erupcién y linfadenopatia

(Monath y Tsail, en Clinical Virology, (Richman, Whitley y

Hayden eds.)}, Churchill-Livingtone, New York, 1997, pp.
1133-1186). La hepatitis aguda o la pancreatitis se han
reportado ocasionalmente y algqunas veces los casos de
Infecclén de WNV en pacientes mayores se complican con
encefalitis o meningitis (Asnis et al., Clin. Infect.
Dis. 30: 413-418 (2000)). Por consiguiente, la infecciébn
por WNV constituye una seria preocupacién de salud en

muchas regiones del mundo.

La difusién geografica de la enfermedad,
particularmente la introduccién del WNV en los Estados
Unidos desde 1999 ha aumentado enormemente la
concientizacién de los problemas de salud humana y animal

causados por esta enfermedad. Entre finales de agosto y
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comienzos de septiembre de 1999, la Ciudad de Nueva York
y las areas circundantes experimentaron una irrupcién de
encefalitis wviral, con 62 casos confirmados, de 1los
cuales siete resultaron en muertes. Concurrentemente con
esta irrupcién, los funcionarios locales de salud
observaron un aumento de la mortalidad entre los pajaros
(especialmente los cuervos) y los caballos.
Posteriormente se mostré qgue la irrupciédn fue causada por
WNV, basandose en el mapeo y deteccién del anticuerpo
monoclonal (Mab) de las secuencias genémicas en
especimenes humanos, avianos y de mosquitos (Anderson et
al., Science 286: 2331-2333 (1999); Jia et al., Lancet
354: 1971-1972 (1999); Lanciotti et al., Science 286:
2333-2337 (1999)). La actividad viral detectada durante
los meses siguientes del invierno indicdé que el virus se
habia establecido en norteamérica (Morb. Mortal. Wkly.
Rep. 49: 178-179 (2000); Asnis et al., Clin. Infect. Dis.
30: 413-418 (2000); Garmendia et al., J. Clin. Micro. 38:
3110-3111 (2000) ). Los datos de supervigilancia
reportados de los estados nororientales y del Atlantico
medio durante el aiflo 2000 confirmaron una transmisién
epidémica/epizoética  intensificada y una expansidn
geogrdfica del virus con documentacién de diversos casos
de infeccién en pajaros, mosguitos y caballos, asi como
casos en humanos (Morb. Mortal. Wkly. Rep. 49: B20-822

(2000)) .
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Actualmente, no existe wuna vacuna humana o
veterinaria para prevenir la infeccién WNV y el control
del mosquito constituye la unica estratégica préactica

para combatir la difusién de la enfermedad.

El virus de la encefalitis japonesa (JEV) infecta a
los adultos y a los niflos y existe una alta tasa de
mortalidad entre los infantes, los nifios y los mayores en
dreas de Asia tropical y subtropical (Tsai et al., en
Vaccines (ed. Plotkin) W.B. Saunders, Philadelphia, Pa,
1999, pp. 672-710). Entre 1los sobrevivientes existen
serias consecuencias neuroldgicas relacionadas con los
sintomas de la encefalitis que persisten después de la
infeccién. En palses mAs desarrollados de esta regiébn,
tales como el Japén, la Republica de China (Taiwan) vy
Corea, el JEV se ha controlado ampliamente mediante la
utilizacién de una vacuna de JEV inactivado. No obstante,

sigue siendo prevalente en otros paises de la regién.

Las vacunas disponibles para uso contra la infeccién
JEV incluyen virus vivos inactivados por métodos tales
como tratamiento con formalina, asi como con virus
atenuados (Tsai et al., en Vaccines (ed. Plotkin) W.B.
Saunders, Philadelphia, Pa, 19%4, pp. 671-713). Las
vacunas de virus totales, adn cuando son efectivas,
también tienen algunos problemas y/o desventajas. Los
virus se cultivan en cerebro de ratones o en cultivo de

células utilizando células de mamiferos como huésped.
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Esos métodos de cultivo son engorrosos y costosos.
Ademds, existe el riesgo del operador de incorporar
antigenos provenientes de las células huésped, v.g. del
cerebro u otro huésped, en el producto de 1la vacuna
final, 1lo que potencialmente conduce a respuestas
alérgicas no pretendidas y no deseadas en los receptores
de la vacuna. Existe también el riesgo de infeccién
inadvertida entre los trabajadores involucrados en la
produccidn de la vacuna. Finalmente, existe el riesgo de
que el virus no pueda ser total o completamente
inactivado o atenuado y, por consiguiente, la vacuna

puede realmente causar la enfermedad.

La fiebre del dengue y la fiebre hemorragica del
dengue (DF/DHF) son causadas por virus dengue, que
también es un flavivirus transmitido por mosquito.
Existen cuatro estereotipos de virus dengue relacionados
antigenicalmente, pero distintos, (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y
DEN-4), todos los cuales pueden causar DF/DHF. Los
sintomas del DF, la enfermedad relacionada con el dengue
en forma suave, incluyen fiebre, erupcién, dolor de
cabeza severo Yy dolor en las articulaciones. La
mortalidad entre los sujetes que sufren de DF es baja;
sin embargo, entre aquellos sujetos que sufren de DHF, la
mortalidad puede 1llegar al  58%. De las pruebas
disponibles, mads de 3 millones de casos de DHF y de

58.000 muq;tes se han atribuido al DHF durante los
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Gltimos 40 aflos, haciendo del DHF wuna enfermedad
principal emergente (Halstead, en Dengque y Fiebre
Hemorragica de Dengue (eds. Gubler y Kuno.) CAB
International, Nueva York, NY, (1997) pp 23-44). No
obstante, a pesar de décadas de esfuerzo, aun no se
dispone de vacunas seguras y eficaces para protegerse

contra la infeccidén del virus del dengue.

La fiebre amarilla prevalece en las regiones
tropicales de Sur América y en el Africa del sub-Sahara y
es transmitida por mosquitos. La infeccién produce
fiebre, escalofrio, fuertes dolores de cabeza y otros
dolores, anorexia, nausea y vémito, con aparicién de
ictericia. Una vacuna del virus vivo, -17D-, cultivada en
embriones de pollo infectados, se considera segqura y
eficaz. No obstante, sigue existiendo la necesidad de una
vacuna que sea estable bajo condiciones adversas, tales
como las que cominmente se encuentran en las regiones
tropicales de Africa y de las Américas donde maAs se

necesita la vacuna.

Un flavivirus recombinante que es una guimera entre
dos flavivirus se revela en la publicacién PCT WO
93/06214. La quimera es una proteina no estructural de
estructura que se funde a partir de un “tipo” o
“gerotipo” del virus dengue o de un flavivirus con
proteinas estructurales de un “tipo” o serotipo diferente

del virus dengue u otro flavivirus.
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Varias vacunas virales y de subunidad recombinante
se han disefiado en 1los afios recientes. La Patente
Norteamericana No. 4.810.492 describe la produccién de la
glicoproteina E del JEV para su uso como antigeno en una
vacuna. E1 DNA correspondiente se clona en un sistema de
expresién con el fin de expresar la proteina de antigeno
en una célula huésped idénea, tal como E. coli, levadura,
o un cultivo de célula de organismoc superior. La Patente
Norteamericana No. 5.229.293 revela baculovirus
recombinantes que hospedan al gen para la Proteina E JEV.
El virus se utiliza para infectar células de insectos en
cultivos tales que la Proteina E se produzca y recubra

para utilizacién como una vacuna.

La Patente Norteamericana 5.021.347 revela un genoma
de virus vaccinia recombinante en el que se ha
incorporado el gen para la Proteina E JEV. El virus de
vaccinia recombinante vivo se utiliza como la vacuna para
inmunizacién frente al JEV. Los virus de vaccinia
recombinante y los baculovirus en los que los virus
incorporan un gen para el truncamiento de un terminal-C
de la proteina E del dengue serotipo 2, dengue serotipo 4
y JEV se revelan en la Patente Norteamericana 5.494.671.
La Patente Norteamericana 5.514.375 revela diversos virus
de vaccinia recombinante que expresan porciones del marco
de lectura abierta del JEV que se prolongan desde el prM

hasta el NS2B. Estos poxvirus indujeron la
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formaclién de particulas extracelulares que contienen la
proteina M procesada y la proteina E. Dos virus
recombinantes que codifican estas proteinas JEV
produjeron altas titulaciones de anticuerpos
neutralizantes e inhibidores de hemaglutinina, e
inmunidad protectora, en ratones. El alcance de estos
efectos fue mayor después de dos tratamientos de
inmunizacién que solo después de uno. El virus vaccinia
recombinante que contiene genes para las proteinas prM/M
y E de JEV confirieron inmunidad protectora cuando se
administraron a ratones (Konishi y otros, Virology 180:
401-410 (1991)). Se mostrdé que 1las células Hela
infectadas con virus de vaccinia recombinante que
portaban genes de prM y E de JEV producian particulas
subvirales (Konishi et al., Virology 168: 714-720
(1992)). Dmitriev y otros reportaron inmunizacién de
ratones con un virus de vaccinia recombinante que
codifica proteinas estructurales y determinadas proteinas
no estructurales de virus de encefalitis transmitido por

garrapatas (J. Biotechnology 44: 97-103 (1996)).

Los vectores de virus recombinantes tamblién se han
preparadc para servir como vacunas de virus para fiebre
dengue. 2Zhao y otros (J. Virol. 61: 4019-4022 (1987))
prepararon virus de vaccinia recombinante que lleva
proteinas estructurales y NS1 del dengue serotipo 4 y

lograron expresién después de infectar células de



mamiferos con el virus recombinante. Se obtuvo expresién
similar utilizando baculovirus recombinante para infectar
células de 1insectos meta (Zhang et al., J. Virol. 62:
3027-3031(1988)). Bray et al. (J. Virol. 63: 2B853-2856
(1989)) tanfbién reportaron una vacuna de dengue de
vaccinia recombinante basada en el gen de proteina E que
confiere inmunidad protectora a ratones contra
encefalitis de dengue cuando se ponen a prueba. Falgout
et al. (J. Virol 63: 1852-1860 (1989)) y Falgout et al.
(J. Virol. 64: 4356-4363 (1990)) reportaron resultados
similares. Zhang et al. (J. Virol 62: 3027-3031 (1988))
mostraron que el baculovirus recombinante que codifica
dengue de proteinas E y NS1 igualmente protegié a los
ratones contra 1la encefalit:':s de dengue cuando se
pusieron a prueba. Otras combinaciones en las que se
incorporaron genes estructurales y no estructurales en
las vacunas de virus recombinante no produjeron inmunidad
significativa (Bray et al., J. Virol. 63: 2853-2856
(1989)). Igualmente, los monos no desarrollaron inmunidad
totalmente protectora para el reto del virus de dengue
cuando sSe inmunizaron con baculovirus recombinante que
expresaba la proteina E (Lai y otros (1990) pp. 119-124
en F. Brown, R. M. Chancock, H. S. Ginsberg y R. Lerner

(eds.) Vaccines 90: Modern approaches to new vaccines

including prevention of AIDS, Laboratorio Cold Spring

Harbor, Cold Spring Harbor, NY).
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La inmunizacién que utiliza preparaciones de DNA
recombinante se ha reportado para virus SLEV y dengue-2,
utilizando ratones destetados como el modelo (Phillpotts
et al., Arch. Virol. 141: 743-749 (1996):; Kochel et al.,
Vaccine 15: 547-552 (1997)). El1 DNA plasmida que codifica
los genes prM y E del SLEV proporcioné proteccién parcial
contra el reto SLEV con una dosis simple o doble de
inmunizacién de DNA. En estos experimentos, los ratones
de control exhibieron alrededor del 25% de supervivencia
y no se detecté ningin anticuerpo protector en los
ratones inmunizados con DNA (Phillpotts et al., Arch.
Virol. 141: 743-749 (1996)). En ratones que recibieron
tres inyecciones intradérmicas de plasmida de DNA de
dengue-2 recombinante que contenian prIM, el 100%
desarrolld anticuerpos neutralizantes anti-dengue-2 y el
92% de aquellos que recibieron el correspondiente gen E
desarrollaron también anticuerpos neutralizantes (Kochel
et al., Vaccine 15: 547-552 (1997)). .Sin embargo, los
experimentos retantes que utilizaron un programa de dosis
no protegieron a los ratones contra el reto letal del

virus del dengue-2.

Las vacunas desarrolladas hasta 1la fecha para
inmunizacién frente a infeccién por JEV, SLEV, virus
dengue y otros flavivirus tienen una serie de desventajas
y problemas que se deben a su uso. La vacuna inactivada

es costosa e inconveniente de preparar. Ademas,

vu01923
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cualquiera de esas vacunas conlleva el riesgo de
reacciones alérgicas que provienen de las proteinas de la
célula huésped utilizada en la preparaciédn del virus.
Ademds, esas vacunas presentan un riesgo considerable
para los trabajadores que se dedican a su produccién. Las
vacunas candidatas JEV atenuadas estén siendo objeto de
pruebas clinicas, pero desde 1996 no han encontrado una
amplia aceptacién fuera de la Replblica Popular China

(Hennessy et al., Lancet 347: 1583-1586 (1996)).

Las vacunas recombinantes basadas en la utilizacién
de solamente ciertas proteinas de flavivirus, tales como
el JEV, producidas por expresién biosintética en el
cultivo de células con purificacién posterior o
tratamiento de antigenos, no inducen altas titulaciones
de anticuerpos. Igualmente, tal como las preparaciones de
virus enteros, estas vacunas comportan el riesgo de
reaccién alérgica adversa a 1los antigenos desde el
huésped o  hasta el vector. El desarrollo de vacunas
contra el virus del dengue y el WNV es menos avanzado ¥y
las vacunas basadas en el virus o basadas en proteinas
recombinantes presentan problemas similares a los que se

aludié arriba.

Por consiguiente, existe la necesidad de vacunas
mejoradas o de vacunas encaminadas hacia los flavivirus,
tal como el virus de fiebre amarilla, el virus de dengque,

el JEV, el SLEV y el WNV que no sean costosas de



16 pun1d4

preparar, presenten poco riesgo para los trabajadores
involucrados en su manufactura, comporten riesgo minimo
de reacciones inmunolégicas adversas debido a impurezas o
a componentes inmunogénicos adventicios y sean altamente
eficaces en producir anticuerpos neutralizantes e
inmunidad protectora. Existe ademds la necesidad de una
vacuna contra el JEV, el WNV y los flavivirus
relacionados que minimice el nimero de dosis inmunizantes
requeridas

Muchas de las desventajas de la técnica actual, tal
como se describidé en detalle para la produccidén de las
vacunas, también se aplican a la produccién de antigenos
y anticuerpos que se utilizan para la produccién de los
inmunodiagésticos. Particularmente, los riesgos
concurrentes y los costos involucrados en la produccién
de antigenos a partir de los virus y la falla de la
mayoria de 1los antigenos expresados recombinantemente
actualmente disponibles para producir respuestas inmunes
eficaces, tienen su paralelo en el <campo del
inmunodiagnéstico por los mismos riesgos, altos costos y
una correspondiente carencia de sensibilidad. Asi pues,
debido a los altos costos, al riesgo de la infeccién
accidental con los virus vivos y a los niveles inferiores
a los deseados de sensibilidad de las pruebas disponibles
anteriormente, existe una necesidad de pruebas

de diagnéstico rapidas, simples y
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altamente sensibles para detectar 1la infeccién y/o

contaminacién del flavivirus.

El presente invento satisface todas estas
necesidadeq proporcionando antigenos recombinantes
altamente inmunogénicos para utilizacién en ensayos de
diagnéstico con el objeto de detectar anticuerpos para
los flavivirus seleccionados. El1 ©presente invento
proporciona ademis la utilizacién de antigenos
recombinantes derivados de flavivirus, genes de
flavivirus o imitaciones de 1los mismos en ensayos
Inmunodiagnésticos para la detecclédn de anticuerpos con

respecto a las proteinas de flavivirus.

Rasumen del Invento

El pz:esente invento proporciona una molécula de
dcido nucléico que contiene una unidad transcripcional
(TU) para un 'antigeno de flavivirus inmunogénico. La TU
dirige una célula huésped después de haber sido
incorporada en la misma, para sintetizar el antigeno. En
un aspecto importante del invento, el flavivirus puede
ser un virus de fiebre amarilla (YFV), virus de dengue
gserotipo 1 (DEN-1), virus de denque serotipo 2 (DEN-2),
virus de dengue serotipo 3 (DEN-3), wvirus de dengue
serotipo 4 (DEN-4), virus de encefalitls St. Louis
(SLEV), vir.:us de encefalitis Jjaponesa (JEV), virus West
Nile (WNV), virus Powassan o cualquier otro flavivirus.

En incorporaciones importantes del presente invento, el
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antigeno puede ser el flavivirus de proteina prM/M, 1la
proteina E, o ambos. En incorporaciones importantes del
presente invento, el antigeno puede ser una proteina
quimérica de flavivirus. En particular cuando la unidad
transcripcional (TU) incluye las proteinas tanto de prM/M
como de E, la c¢élula huésped secreta particulas
subvirales que contienen los antigenos prM/M y E. En
otros aspecto importante del invento, el &cido nucléico
es una molécula de DNA. En incorporaciones adicionales
significativas, la TU de A&cido nucléico incluye una
secuencia de control dispuesta apropiadamente, en forma
tal que controla operablemente la expresién de los
antigenos prM/M y E y esta secuencia de control puede ser
el promotor tempranc inmediato de citomegalovirus. En
otra incorporacién adicional, la secuencia nucleétida de
la TU estd diseflada para optimizar la translacién
eucariética minimizando amplias estructuras de orquilla
en la regidén no translacionada del extremo 5' de un mRNA
producido por la TU y/o la inclusién de una secuencia de
consenso Kozak en el lugar del inicio translacional de un
mRNA producido por la TU. En una incorporacién adicional,
la unidad transcripcional también incluye un terminador

poli-A.

El presente invento involucra ademéas una célula
huésped que comprende una molécula de Acido nucléico que

incluye una unidad transcripcional para un antigeno de
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flavivirus inmunogénico que dirige la célula huésped para
sintetizar el antigeno inmunogénico. El flavivirus puede
ser YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, SLEV, JEV, WNV,
virus Powassan u otro flavivirus. En incorporaciones
importantes, el antigeno puede ser la proteina prM/M, la
proteina E, o ambas proteinas. En el dltime caso, la
célula secreta particulas subvirales que contienen

antigenos prM/M y E.

Ademas, el invento proporciona una composicién para
vacunar a un sujeto contra un flavivirus que contiene una
molécula de 4dcido nucléico que incluye una unidad
transcripcional para un antigeno flaviviral inmunogénico.
La unidad transcripcional dirige una célula dentro del
cuerpo del sujeto, después de haber sido incorporada al
mismo, para sintetizar el antigeno inmunogénico. La
composicién incluye ademds, un portador aceptable desde
el punto de vista farmacéutico. En incorporaciones
significativas, el flavivirus puede ser YFV, DEN-1, DEN-
2, DEN-3, DEN-4, SLEV, JEV, WNV, virus Powassan y otros
flavivirus. Ademads, el antigeno puede ser la proteina
prM/M, la proteina E, o ambas proteinas. En el ultimo
caso, la c¢élula secreta particulas subvirales que
comprenden antigenos prM/M y E del flavivirus. Estas
particulas subvirales también se denominan antigenc
recombinante no infeccioso (NRA). En incorporaciones

importantes, la molécula de 4cido nucléicce es una
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molécula de DNA. En otras incorporaciones significativas,
la unidad transcripcional adiciocnalmente contiene una
secuencia de control dispuesta apropiadamente de manera
que controle en forma operable la sintesis de los
antigenos prM/M y E cuando el &cido nucléico se introduce
en la célula del sujeto. Esta secuencia de control puede
ser el promotor precoz inmediato del citomegalovirus.
Inclusive en otra incorporacién, la unidad
transcripcional también puede incluir un terminador poli-
A.

Las composiciones que proporciona el presente
invento para vacunar a un sujeto contra un flavivirus
pueden incluir una molécula ¢ moléculas de acido nucléico
que incluyen unidades transcripcionales para m&s de un
antigeno flaviviral inmunogénico. El mas de un antigeno
flaviviral inmunogénico puede ser de diferentes especies,
cepas o aislados de flavivirus, en cualquier combinacién.
En incorporaciones significativas, los flavivirus
incluidos pueden ser dos o mas, tres o mas, cuatro o mas,
cinco o mas o siete o mas flavivirus. Los ejemplos de
esos flavivirus incluyen YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4,
SLEV, JEV, WNV, virus Powassan y otros flavivirus, sin
que estos impliquen limitacién. Se pueden formular
vacunas de combinacién para conferir inmunidad a la
enfermedad de flavivirus comin a regiones geogréficas
particulares. En una incorporacién

particular dirigida hacia el Asia

/98
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tropical y subtropical, se pueden seleccionar los virus
DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4,WNV y JE. En una incorporacién
particular dirigida al Africa, se pueden seleccionar DEN-
1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, WN y YF. En una incorporacién
particular dirigida a BAmérica Latina se pueden
seleccionar los virus DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, Rocio y

YF.

El invento proporciona ademds un método para
inmunizar a un suljeto contra la infecciédn causada por un
flavivirus. El método involucra administrar al sujeto una
cantidad efectiva de una composicién de vacuna que
contenga una molécula de acido nucléico que incluya una
unidad transcripcional para un antigeno de flavivirus
inmunogénico. La unidad transcripcional dirige una célula
dentro del cuerpo del sujeto, después de haber sido
tomada por 1la célula, para sintetizar el antigeno
inmunogénico. La composicién adicionalmente incluye un
portador aceptable desde el punto de vista farmacéutico.
En incorporaciones significativas del método, el
flavivirus puede ser YFV, DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4,
SLEV, JEV, WNV, virus Powassan u otros flavivirus. En
otros aspectos importantes del método, el antigenc puede
ser la proteina prM/M, la proteina E, o ambas proteilnas.
Cuando el antigenoc es tanto la proteina E como la
proteina prM/M, la célula dentro de{ cuerpo del sujeto,

después de incorporar el &cido nucléico dentro de él,
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secreta particulas subvirales que comprénden los
antigenos E y prM/M flavivirales. Adicionalmente, en
incorporaciones significativas del método, la composiciédn
de vacunacién se administra al sujeto en una sola dosis,
via parenteral. En otro aspecto adicional del método, el
dcido nucléico es una molécula de DNA. En otras
incorporaciones adicionales del método, la unidad
transcripcional ademads incluye una secuencia de control
dispuesta apropladamente de manera tal que ésta controla
en forma operable la sintesis de los antigenos prM/M y E
y en un aspecto significativo de esta incorporacién, la
secuencia de control es el promotor precoz inmediato del
citomegaloéirus. Ademés, la unidad transcripcional puede

incluir un terminador poli-A

Estos aspectos e incorporaciones del invento
constituyen la base para sus claros atributos y ventajas.
Siendo una estructura de &cido nucléico que involucra
solamente porciones del genoma de flavivirus mas bien que
la secuencia que abarca el genoma completo, la vacuna que
contiene TU de &cido nucléico es completamente no viable.
Por consiguiente no presenta peligro para infeccidn por
el flavivirus a aquellos involucrados en su manufactura o
para los sujetos que reciben la vacuna. La vacuna de
adcido nucléico es facil de preparar y facil de
administrar y es estable en el almacenamiento anterior a

su uso. Inesperadamente se ha encontrado que la vacuna de
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dcido nucléico del invento es esencialmente 1008 exitosa
en conferir inmunidad protectora a mamiferos después de
administrar solamente una dosis simple. Otro resultado
adicional inesperado es que la TU de &cido nucléico puede
engendrar inmunidad a un flavivirus en un mamifero hembra
que se puede transmitir a su progenie a través de 1la
leche. Sin desear quedar limitados por la teoria, el
inventor considera que un posible mecanismo para el éxito
del &cido nucléico en conferir inmunidad protectora es
que la célula huésped que alberga el acido nucléico, tal
como la célula de un sujeto a quien se le administre la
vacuna, produce particulas subvirales que contienen los
antigenos prM/M y E flavivirales. Estas particulas
limitan los atributos inmunogénicos de los viriones de

flaviviris nativo.

El presente invento también proporciona polipéptidos
antigénicoa no infecciosos, fragmentos polipéptidos
antigénicos y NRA que comprende las proteinas prM/M y/o E
de los flavivirus, en donde la secuencia de la sefial
transmembrana se deriva de un primer flavivirus y las
proteinas M y/o E se derivan de un segqundo flavivirus.
Ademads, la proteina prM/M puede comprender secuencias de
aminodcidos tanto del ©primero como del segundo
flavivirus. Ademas, 1la proteina E puede comprender
secuencias de aminocdcldos tanto del primero como del

sequndo flavivirus. “Quimérico” tal como se utiliza en
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este documento significa cualqulier proteina o acido
nucléico que comprende la secuencia de mas de un
flavivirus. Tal como se utiliza en este invento, ™no
virulento” significa que el antigeno o la vacuna de este
invento es incapaz de causar enfermedad. Mas
particularmente, los antigenos proteinicos recombinantes
estdn libres de material gendémico contaminante de 1los
flavivirus que es necesario para la infecciébn,

replicacién y patogénesis del flavivirus.

Los polipéptidos del presente inventoc pueden
comprender las secuencias del aminodcido definido en este
documento, o de los que se conocen en la técnica, de las
proteinas prM, M y/o E de los flavivirus seleccionados.
Los Acidos nucléicos de este invento pueden comprender la

secuencia nuclebétida que codifica las proteinas prM, M

y/0o E de los flavivirus seleccionados.

Los antigenos del presente invento pueden estar
conjugados, o se pueden conjugar a una molécula portadora
que facilita la colocacién del antigeno en una fase
sblida. Una molécula portadora es aquella con la cual se
pueden conjugar los antigenos y que no reaccionard con
los anticuerpos en el suero humano. Un ejemplo de esta
portadora es la albimina de suero bovino (BSA, por sus

iniciales en inglés).
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Los antigenos del presente invento también pueden
ser proteinas recombinantes obtenidas mediante la
expresién de &cidos nucléicos que codifican el antigeno

en un sistema de expresién capaz de producirlo.

Las secuencias de aminodcido de 1los antigenos
presentes pueden contener una porcién inmuno-reactiva del
antigeno prM, M y/o E. Estos antigenos pueden ademéis
estar adjuntos a secuencias disefladas para proporcionar
alguna propiedad adicional, tal como remover/afadir
aminodcidos capaces de ligamento con disulfuro para
aumentar la reactividad de un epitope proporcionando una
estructura secundaria mas rigida, para aumentar su
biolongevidad o alterar su citotoxicidad o impedir
infeccién. En cualquier caso, el antigeno debe poseer

inmuno-reactividad y/o inmunogenicidad.
Breve Descripcién de los Dibujos

La Figura 1 es una representacién esquemdtica del
procesamiento de la poliproteina flaviviral. La regién
horizontal central proporciona una representacién
esquemdtica del genoma viral. Las lineas denotan las
regiones no transferidas 5' y 3' y las regiones
encerradas representan el marco de lectura abierto para
las proteinas estructurales (izquierda y superior) y no
estructurales (derecha e inferior). La separacién por

parte de la signalasa de 1la célula huésped ocurre

ouv2ud
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simulténeamente con 1la translacién en la proteina E
terminal-C, dividiendo las regiones estructurales y no
estructurales. Una enzima celular parecida a la
subtilasa, 1la furina, puede ser responsable por la
divisién del prM. Los dominios de 1la transmembrana
potencial de la poliproteina viral se indican en las
dreas sombreadas.

La Figura 2 es un mapa del genoma JEV (superior) y
de la secuencia del DNA de los oligonucledtidos
utilizados en wuna reaccién inversa de cadena de
polimerasa-transcriptasa (RT-PCR) (centro) para construir
la unidad de la trascripcién para la expresién de las
regiones de codificacién de la proteina prM-E (inferior).
Los dominios de la transmembrana potencial de la

poliproteina viral se indican en las Areas sombreadas.

La Figura 3 muestra una representacidén esquemdtica
de los vectores plasmidas, pCDNA3, pCBamp, y pCIBamp, y
la relacidén entre ellos. Estos plasmidas incluyen el
elemento promotor/realzardor CMV (citomegalovirus), el
BGHp (A} (sefial de poliadenilacién de 1la hormona de
crecimiento bovino y secuencia de terminacién de
transcripcién), el gen de la resistencia a la ampicilina
y el origen ColEl de la replicacién para seleccién y

mantenimiento en E. coli. El origen fl de la replicacién
para el rescate de una sola ramificacién en células E. coli,

el origen SV40 de la replicacién (Sv40 ORI), la regidn de



27

codificacién de 1la resistencia a la neomicina y las
secuencias SV40p(A) que se suprimieron del pCDNA3 para
generar pCBamp. Se inserté una secuencia intrén en el

sitio NcoI-Kpnl de pCBamp para generar plasmida pCIBamp.

La Figura 4 muestra analisis inmunosecantes
(imnunoblot) SDS-PAGE de 1las particulas subvirales
purificadas del gradiente de sucrosa a partir del
fluido del cultivo JE-4B COS-1 (4B, linea derecha de cada
par). Se utilizé el virién JE purificado del gradiente de
densidad del cultivo de la célula C6/36 infectada con JEV
como un controel positivo (JEV, linea izquierda de cada
par). JE HIAF (fluido ascitico hiperinmune); 4G2,
anticuerpo monoclonal anti-E; JM0l1l, anticuerpo monoclonal

anti-M; NMAF {(fluido ascitico normal de ratones).

La Figura 5 muestra un perfil del antigenc E en un
andlisis de rata de gradiente de sucrosa zonal preparado
a partir del precipitado PEG del medio de cultivo de la

célula JE-4B con o sin tratamiento Tritdén X-100.

La Figura 6 muestra la probabilidad de 1la sefal
péptida del pCBJEl-14 (pCBJE) predicado por el programa
de la Sefial P~HMM (A). La probabilidad de 1la sefilal
péptida se mejora alternado la secuencia de la reglén-c
en las posiciones -4 y -2 (C-4G y G-2S) (panel B, JE-LSS-

M), acortando la regién-n (panel C, JE-SS-ORI), o

Uu020d
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mediante una combinacién de ambas modificaciones (panel

D, JE-SS-M).

La Figura 7 muestra representaciones esquemdticas de
los vectores plasmidas pCBD2-14-16 (100% DEN-2 E), pCBD-
1J-4-3- (90% DEN-2 E: 10% JEV E), y pCB8d2-2J-2-9-1 (80%
DEN-2 E: 20% JEV E). Estos plasmidas incluyen el promotor
del gen temprano del citomegalovirus humano (CMV); la
secuencia de la seflal del virus JE; la regién del gen prM
Y E del virus DEN-2 (aminoterminal 100%, 90% u 60%,
respectivamente); la regién del gen E del virus JE
(ninguno, 10% o 20%, respectivamente); y la sefial poli A

de la hormona de crecimiento bovino (BHG).

La Figura B muestra comparacién de 1la proteina
recombinante secretada y ligada con membrana mediante
secante occidental (western blot). (A) Analisis del
antigeno recombinante secretado después de la
precipitacién PEG y de la extraccién de etanol del fluido
de cultivo para los plasmidas DEN-2 pCBB8D2-2J-2-9-1,
pCBSDZ-lJ-4-3,_ pCBD2-14-16, y 1la plasmida de control
PEGFP. La Linea 1 (V), virus DEN-2 purificado manchado

por Gold Blot (Owl Separation Systems, Portsmouth, NH).

La reactividad del antigeno secretado, recombinante
de cada plasmida con a, antlenvolvente (E) Mab 1A6A-8

especifico; b, una mezcla del Mab 1A6A-8, anticépsido (C)

Mab 1A2A-1 especifico, antisuero especifico para 1la
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proteina {(prM) de la premembrana del virus DEN-2; y g,
ascitis normal de ratén. (B) Analisis de proteinad de
membrana hidrofébica de célula transformada-plasmida
recombinante. Linea 1 (V), virus DEN-2 purificado
manchado con Gold Blot; Linea 2 (V), reactividad del
virus purificado DEN-2 con una mezcla de Mab 1A6A-B, Mab
1A2A-1, antisuero especifico para la proteina M del virus
DEN-2, y antisueroc para la proteina prM del virus DEN-2.
La reactividad de 1las proteinas de 1la membrana
hidrofébica aislada de cada linea de célula transformada-
plasmida con a, Mab 1lA6A-B; b, una mezcla de Mab 1lA6A-8,
Mab 1A2A-1, antisuero especifico para la proteina M del
virus DEM-2, y antisuero para la proteina prM del virus

DEM-2, y ¢, ascitis normal de ratén.

Descripcién Detallada del Invento

El invento abarca unidades transcripcionales de
dcido nucléico que codifican proteinas antigénicas
flavirales, tales como los antigenos de proteina prM/M y
E. Los. acidos nucléicos funcionan para expresar los
antigenos de proteina prM/M y E cuando el &cido nucléico
es tomado por una célula apropiada, especialmente cuando
la célula es la célula de un sujeto. E1 invento también
abarca una vacuna cuyo agente activo es la unidad
transcripcional de &cido nucléico (TU). El invento abarca
ademas células que contienen una TU. El1 invento abarca

también un método de inmunizar un sujeto contra la

gou2y?
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infeccién flaviviral administrandole una cantidad eficaz
de una vacuna que contiene las moléculas de la TU del
adcido nucléico.

El invento proporciona un acido nucléico aislado que
comprende una unidad transcripcional que codifica wuna
secuencia de seflal de una proteina estructural de un
primer flavivirus y un antigeno de flavivirus
inmunogénico de un segundo flavivirus, en donde la unidad
transcripcional dirige 1la sintesis del antigeno. El
invento abarca ademids la wutilizacién de la unidad
transcripcional (TU) del A&cido nucléico para generar
antigenos flavivirales y los antigenos flavivirales
producidos por la TU del acido nucléico. Los antigenos
flavivirales abarcados por el presente invento incluyen
antigenos de flavivirus quimérico que incorporan la
secuencia del aminodcido de un primer flavivirus y por lo
menos un flavivirus adicional. El invento abarca también
la utilizacién de los antigenos flavivirales codificados
por la TU del invento para producir anticuerpos
especificos de flavivirus y para detectar la presencia de

anticuerpos especificos de flavivirus.

En una incorporacién, el Acido nucléico aislado de
este invento puede comprender una unidad transcripcional
que codifica una secuencia de sefial de virus de

encefalitis japonesa.
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flavivirus. En una incorporacién preferida, el &cildo
nucléico aislado codifica tanto la proteina M como la
proteina E del flavivirus. Ademas, el &acido nucléico del
invento puede ser DNA y puede comprender una secuencia
nucledétida SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:21, SEQ

ID NO:23 o SEQ ID No. 42.

En otra incorporacidédn particular, el é&cido nucléico
de este invento puede codificar una secuencia de sefial
del virus de encefalitis japonesa, una proteina M de un
sequndo virus y una proteina E quimérica formada por
sustitucién de una porcién del 4&cido nucléico que
codifica la proteina E del segundo virus con A&cido
nucléico que codifica la porcién correspondiente de la
proteina E del JEV. Alternativamente, la porclén de la
secuencia que corresponde a la parte suprimida de 1la
proteina E del segundo virus se puede sustituir con otra
secuenclia seleccionada de un tercer virus, ¢ puede ser
una secuencia no viral. La segunda proteina puede ser
virus West Nile, SLEV, YFV, virus Powassan y/o un
serotipo del virus dengue. Las proteinas E quiméricas
pueden incluir aquellas en donde la porciétn terminal
carboxl puede ser de un flavivirus y la parte restante de
la proteina E quimérica es de otro flavivirus. La porcién
terminal carboxl puede ser, por ejemplo, 5, 10, 15, 20,
25, 30, 35, 40, 45, 50, 60 o 75% de la proteina E

quimérica. El1 &cido nucléico del invento puede ser DNA o
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puede comprender la secuencia de proteina codificada a
partir de la secuencia nuclebétida SEQ ID NO: 44 o SEQ ID
NO: 46. El &cido nucléico del invento puede comprender la
secuencia nucleétida SEQ ID NQO:44 o SEQ ID NO: 46.

La unidad transcripcional de este invento también puede
comprender una secuencia de control dispuesta
apropiadamente de manera que ésta controle operablemente
. la sintesis del antigeno. La secuencia de control puede
ser, por ejemplo, el promotor temprano inmediato del
cltomegalovirus. El1 #&cido nucléico de este invento
también puede comprender una secuencia de consenso Kozak
localizada en el sitio de iniciacién translacional para
un polipéptido que comprende el antigeno codificado por
la unidad transcripcional. La unidad transcripcional de
este invento también puede comprender un terminador poli-

A.

El presente invento proporciona ademds una célula

que comprende el A4cido nucléico de este invento.

También se suministra una composicién que comprende
un portador aceptable desde el punto de vista
farmacéutico y acido nucléico o célula o antigeno de este
invento. El invento adicionalmente proporciona un método
para inmunizar a un sujeto contra infeccién por un
flavivirus, que comprende administrarle al sujeto una
cantidad eficaz de una composicién de este invento. En

una incorporacién particular, la composicién wutilizada
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para inmunizar a un sujeto dirige la sintesis tanto de la
proteina M como de la proteina E de un flavivirus y de
una célula dentro del cuerpo del sujeto, después de
incorporar el A4cido nucléico dentro de ¢él, secreta
particulas subvirales que comprenden la proteina M y la
proteina E. Alternativamente, la composicién puede
comprender una proteina M y/o una proteina E de un
flavivirus o particulas subvirales gque comprenden la
proteina M y la proteina E. En los métodos de este
invento, la composicién inmunizante se puede administrar
a un sujeto en una sola dosis y se puede administrar via

parenteral.

Este invento proporciona ademds los antigenos
producidos a partir de los acldos nucléicos alslados del
invento. Como un ejemplo, el antigeno del segundo
flavivirus codificado por la secuencia nuclebdtida de 1la
TU puede ser la proteina M, que puede ser por ejemplo del
virus West Nile. El antigeno también puede ser proteina
del virus Eiengue, el virus de encefalitis St. Louis, el
virus de encefalitis japonesa, el virus Powassan y/o el
virus de fiebre amarilla. En otra incorporacién, el
antigeno comprende una proteina prM/M que comprende la
secuencia de la sefial de la transmembrana de un primer
flavivirus y ademAs 1la secuenclia del aminoacido que
comprende el resto de la proteina prM/M de un segundo

flavivirus, que puede ser del virus SLEV, JEV, YFV, WNV
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y/o del virus Powassan. La Ssecuencia de la sefial de 1la
transmembrana de un primer flavivirus puede ser una
secuencia de seflal mejorada o modificada en donde 1la
secuencia de sefial imparte las caracteristicas deseadas,
tal como una probabilidad de secuencia de sefial alta.
Para lograr estas metas mediante el disefio o la seleccidn
se pueden utllizar programas de computador de aprendizaje
con maquina incluyendo aquellos que utilizan el modelo

oculto Markov, sin que éste implique limitacién.

El antigeno codificado por la secuencia nucléotida
de la TU puede ser antigeno de virus West Nile, antigeno
de virus dengue, antigenoc de virus de encefalitis St.
Louis, antigeno de virus de encefalitis Jjaponesa,
antigeno de virus Powassan y/c antigeno de virus de

fiebre amarilla.

El antigeno codificado por la secuencia nucléotida
de la TU también puede ser la proteina E, que puede ser
la proteina E del virus West Nile, el virus dengue, el
virus de la encefalitis St. Louis, el virus de 1la
encefalitis japonesa, el virus Powassan y/o el virus de
la fiebre amarilla. El antigeno codificado también puede
ser una proteina E quimérica que comprende la secuencia

del aminoidcido seleccionada de mads de un flavivirus.

AdemAs, el antigeno codificado por la secuencia

nucleétida de la TU puede ser la proteina M y la proteina
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E, que pueden provenir del virus West Nile, el virus
dengue, el virus de la encefalitis St. Louis, el virus de
la encefalitis japonesa, el virus Powassan y/o el virus
de la fiebre amarilla.

Tal como aqui se utilizan, “proteina M" o “proteina
pr/M” o “proteina prM/M* significa una proteina M de
flavivirus o una proteina prM de flavivirus. Los ejemplos
incluyen proteinas prM que comprenden una secuencia de
aminodcido  de una o mis proteinas prM de flavivirus,
proteinas M que no comprenden una secuencia adicional de
aminoacido, y ©proteinas que comprenden secuencias
adicionales de aminodcido que se procesan in vitro o in
vivo para generar la proteina M madura, sin que 1lo

enunciado constituya limitaciénm.

Tal como aqul se utilizan, “unidad transcripcional
de acldo nucléico® o molécula de la unidad
transcripcional de éacido nucléico” significan un #4cido
nuclélico que codifica una o mids proteinas especificadas.
La TU tiene. actividad blolégica de manera que, después de
haber sido introducida en una célula adecuada, el é&cido
nucléico induce la sintesis de uno o mas productos de
genes especificados codificados por el &cido nucléiceo.
El(los) producto(s) de genes es(son) otras macromoléculas
bloldgicas, tales como proteinas, no quimicamente
relacionadas con la unidad transcripcional (TU). La TU

del 4cido nucléico induce a la célula a emplear sus
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componentes celulares para producir el producto o
productos de gen especifico codificados por el &cido
nucléico de la TU. AlGn cuando cualquier &cido nucléico
puede servir como una TU, en una incorporacién preferida,
la TU es 91 DNA de una plasmida o vector similar, en
donde la plasmida o vector comprende codificar secuencias
de genes marcadores u otras construcciones de secuencla
que faciliten la utilizacién de la TU para

experimentacidén y bilosintesis.

Tal como se wutiliza en este documento, una
“secuencla de control” es una secuencia nucleétida
regulatoria incorporada dentro de una TU que interactia
con los componentes celulares apropiados de la célula y
conduce a biosintesis mejorada o activada de 1los
productos del gen codificado por la TU. Por consiguiente,
una secuencia de control adecuada es aquella con la que
los componentes de la célula tienen la capacidad de
interactuar, originando l1la sintesis del producto de gen.
Cuando estd dispuesta en forma que se puede operar en un
acido nucléico con respecto a una secuencia de
codificacién especificada, una secuencia de control
controla eficazmente la expresidén del 4&cido nucléico

especificado para producir el producto de gen.

Tal como se utiliza en este documento, un “promotor”
es una secuencia nuclebtida en una TU que sirve como una

secuencla de control.
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Tal como s8e utiliza en este documento, una
“secuencia Kozak” o una “secuenclia de consenso Kozak” es
una secuencia nucleétida en el sitio de iniciacién
translacional que optimiza la translacién de los mRNAs
eucaridticos (Kozak, Mol. Cell. Biology 9: 5134-5142

(1989)) .

Tal como 8e utiliza en este documento, un
“terminador” es una secuencla nucle6étida extendida que
actla para inducir la poliadenilacién en el extremo 3
del mRNA maduro. Una secuencla de terminador se encuentra
después, 0 corriente abajo de wuna secuencia de

codificacién particular.

Tal como se utiliza en este documento, una “célula”
es una célula eucarldética o procariética dque comprende
una unidad transcripcional (TU) que codifica uno o méis
productos de genes, o en la cual se ha introducido la TU.
Por consiguiente, wuna c¢élula alberga una sustancia
heterbloga o forénea, la TU, que no se encuentra enddgena
o naturalmlente en la célula como un componente. Una
célula adecuada es aquella que tiene la capacidad para la
biosintesis de los productos del gen como consecuencia de
la introduccién de la TU. En particular, la célula idbnea
es aquella que responde a una secuencia de control y a
una secuencia de terminador, si la hubiere, que puede

estar incluida dentro de 1la TU. En incorporaciones
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importantes del presente invento, la célula es una célula
de un mamifero. En incorporaciones particularmente
importantes del invento, la célula es una célula que
ocurre naturalmente en el cuerpo de un humano o de un
sujeto no humano al que se le ha administrado la TU como
un componente de una vacuna. Alternativamente, en
aplicaciones analiticas o diagnésticas, incluyendo la
preparaciédn de antigeno para utilizacldéd4n como vacuna o en
ensayos inmunodiagnésticos, o para propésitos
demostrativos, la célula puede ser una célula humana o no

humana cultivada in vitro.

Tal como se utiliza en este documento, una “vacuna”
0 una “composiclidén para vacunar a un sujeto” especifico
para un patédgeno particular significa una preparaclédn
que, al administrarse al sujeto, conduce a una respuesta
inmunogénic;a en el mismo. Tal como se utiliza en este
documento, una respuesta “inmunogénica” es aquella que
confiere al sujeto una inmunidad protectora contra el
patédgeno. S$in desear quedar atados a esta teoria, se
considera que una respuesta inmunogénica puede surgir de
la generacién de anticuerpos neutralizantes (v.g. una
respuesta inmune humoral) o de células citotédxicas del
sistema inmune (v.g. una respuesta inmune celular) o
ambas. Tal c¢omo se wutiliza en este documento, un
“antigeno inmunogénico” es un antigeno que induce una

respuesta inmunogénica cuando se introduce en un sujeto,



o cuando se sintetiza dentro de las células de un
anfitrién o de un sujeto. Tal como se utiliza en este
documento,'una “cantidad eficaz” de una vacuna o de una
composicién de vacuna es una cantidad que, al
administrarse a un sujeto, es suficiente para conferir
inmunidad protectora al mismo. Histéricamente, se ha
entendido que una vacuna contiene como principio activo
uno o© mas componentes moleculares especificos o
estructuras que comprenden el patdgeno, especialmente su
superficie. Esas estructuras pueden incluir componentes
de superficie tales como proteinas, carbohidratos
complejos y/o 1lipidos complejos que cominmente se

encuentran en los organismos patogénicos.

Tal como se utiliza en este documento, sin embargo,
se debe hacer énfasis en que los términos “vacuna” o
“composiclén para vacunar a un sujeto” prolongan el
significado convencional resumido en el paréagrafo
precedente. Tal como aqui se utilizan, estos términos
también se relacionan con la TU del presente invento o
con composiciones que contienen la TU. La TU induce la
biosintesis de uno o més productos de genes especificados
codificados por la TU dentro de las células del sujeto,
en donde los productos de genes son antigenos
especificados de un patégeno. Los antigenos biosintéticos
sirven entonces como un inmunogen. Tal como ya se anoté,

la TU, y por consiguiente la vacuna, puede ser cualquier

0vu2l18
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acido nucléico que codifique los antigenos inmunogénicos
egspecificados. En una incorporacién preferida de este
invento, la TU de la vacuna es DNA. La TU puede incluir
una plasmida o vector que incorpore genes adicionales o
secuencias particulares para la convenliencia del
trabajador que conoce la técnica en los campos de
biologia molecular, biologia de células e inmunologia

viral. (Ver Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2*

Edicién, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989; vy Current

Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., John

Wiley Yy Sons, New York 1987 (actualizados
trimestralmente), los cuales se incorporan a este

documento por referencia).

Las moléculas de la TU del presente invento
comprenden Aacidos nucléicos o derivados de Aacides
nucléicos que tienen secuencias nucledétidas que codifican
productos de genes especificos relacionados con antigenos
de flavivirus tales como WNV, JEV, virus dengue, virus de
fiebre amarilla y SLEV, sin que estos impliquen
limitacién. AGn cuando cualquier &cido nucléico puede
servir come una TU, en una incorporacién importante, la
TU es DNA. Alternativamente, los &cidos nucléicos pueden
ser moléculas RNA. También pueden ser cualquiera de los
muchos derivados de DNA o de RNA que tengan una espina

dorsal de enlaces de fosfodiester que hayan sido
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quimicamente modificados para aumentar la estabilidad de
la TU como agente farmacéutico. Las modificaciones asi
contempladas 1ncluyen derivados de fosforotiocato o
derivados de fosfonato, sin que estos impliquen
limitacién. Estos y otros ejemplos de derivados son bien
conocidos por las personas que conocen la técnica del

campo de la quimica del Acido nucléico.

El genoma del JEV se ha caracterizado y secuenciado
(Figura 1 ; 2). La proteina estructural M se expresa como
una porciédn de la poliproteina que incluye una secuencia
pre-M (pr). Esta secuencia P, inmediatamente
aminoterminal a la secuencia de la proteina M, previene
los problemas conformacionales en el procesamiento de la
poliproteina. En particular, la presencia de la secuencia
pr es importante para impedir un mal enlace de 1la
proteina E. Por consigulente, la presencia del prM
permite que se ensamblen las particulas JEV. Una vez que
se forma el virién o particula, la secuencia pr se puede
separar de la proteina prM para producir particulas de
virus maduras que contengan proteinas M, auin cuando la
separacidén de la proteina prM para producir proteina M no
es necesaria para producir particulas infecciosas. Las
secuencias pPrM de muchos flavivirus diferentes
relacionados se dividen solo en un bajo grado, pero los
flavivirus mismos no obstante son infecclosos. Ejemplos

de los flavivirus relacionados c¢on estructuras vy
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funciones genémicas similares incluyen WNV, YFV, virus

dengue y SLEV, sin que estos impliquen limitacién.

En una incorporacién, la TU que codifica las
proteinas M y E flaviviralea en el presente invento es
DNA., De -acuerdo con 1la discusién del paragrafo
precedente, esta DNA comprende una secuencia nucleétida
que codifica la proteina M, comprende la secuencia pre-M,
Yy una secuencia nuclebdtida que codifica la proteina E. De
esta forma, los productos de gen pretendidos se capacitan
para formar particulas subvirales dentro de la célula. La
secuencia pre-M se puede luego dividir en una forma
andloga a la que ocurre con respecto a los viriones

repletos.

Para _poder funcionar efectivamente in wvivo como
vacuna, es ventajoso incluir dentro de 1la TU una
secuencia de control que tenga el efecto de mejorar o
promover la transcripcién de las secuencias nuclebtidas
que codifican los antigenos. La utilizacién de esos
promotores es bien conocida para los técnicos en el campo
de la biolegla molecular, 1la biologia celular y la

inmunologia viral (Ver Molecular Cloning: A Laboratory

Manual, 2" Edicién, Sambrook, Fritsch y Manlatis, Cold

Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989; y

Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al.,
John Wiley and Sons, New York 1987 (actualizados

trimestralmente)). Cuando la TU se utiliza como una
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vacuna en un huésped mamifero, el promotor a ser empleado
es preferiblemente uno que opere eficazmente en las
células mamiferas. Tal promotor estd dispuesto con
respecto a las secuencias de codificacién desde donde la
transcripcién de va a promover, en una posicién en la que
éste puede promover operablemente esa transcripcién. En
una incorporacién significativa del presente invento,
este promotor es el promotor precoz de citomegalovirus.
Ademds, en otra incorporacién preferida del invento, las
secuencias de codificacién son seguidas, en el Acido
nucléico de la TU, por una secuencia de terminador,
(Sambrook et al.). Incorporaciones particulares del
invento se relacionan con células tanto procaridéticas
como eucaridéticas. Muchas secuencias del promotor se
conocen como Utiles en cualguiera de las células

procaribéticas o eucariédticas. (Ver Sambrook et al.)

Los acidos nucléicos del invento pueden ademés
incluir secuencias DNA conocidas como elementos
inmunoestimulatorios para los expertos en 1la técnica.
Ejemplos de estos elementos incluyen determinados motivos
CpG en DNA bacteriano, sin que éste implique limitacién
(Sato et al., Science 273: 352-354 (1996); Klinman et

al., Vaccine 17: 19-25 (1998)).

La preparacién de 1la TU del invento se logra
rdpidamente mediante métodos bien conocidos para los

expertos en la técnica del campo de 1la biologia
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molecular. Los procedimientos involucrados se establecen

por ejemplq en Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 2*

Ediciédn, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor, NY, 1989 y Current

Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al., dJohn

Wiley Y Sons, New York 1987 (actualizados
trimestralmente). La molécula RNA flaviviral se puede
alslar de una muestra de virus vivo mediante métodos
ampliamente conocidos entre los virdlogos familiarizados
con flavivirus, por ejemplo, y con otros grupos de virus
también. Los métodos utilizados con JEV se resumen en
Kuno et al. (J. Virol. 72: 73-83 (1998)). El RNA se
utiliza como una plantilla para la sintesis del cDNA
utilizando transcriptasa inversa. Del cDNA, un fragmento
que contlene la reglén codificada pre-M hasta E (Figura
2) se obtiene mediante digestién con nucleasas de
restriccién que se saben dividen el cDNA apropiadamente
para proporcionar esos fragmentos. Ejemplos de digestién
de restriccién de JEV se proporcionan en Nitayaphan et
al. (1990) y Konishi et al. (1991). La incorporacién de
promotores, tales como el promotor de citomegalovirus,
las secuencias para promover translacién eficliente, tal
como la secuencia Kozak, y 1la de la seflal de
poliadenilacién también son bien conocidas para los
técnicos en Dbiologia molecular y la ingenieria
recombinante DNA (Kozak, Mol. Cell. Biology 9: 5134-5142

(1989); Azevedo et al., Braz. J. Med. Biol. Res. 32: 147-
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153 (1999)). Cuando se prepara un Aacido nucléico que
comprende una TU que contiene las secuencias de
codificacién deseada y las secuencias de control, éste se
puede obtener en mayores cantidades con métodos que
amplifican 1los Acidos nuclélcos. Estos métodos son
ampliamente conocidos para 1los técnicos en biolégia
molecular y en ingenieria recombinante de DNA. Los
ejemplos de estos métodos incluyen la incorporacién del
acido nucléico en una plasmida para replicacién mediante
cultivo en una célula tal como una célula procariética y
cosechar la plasmida después de completar el cultivo, asli
como la amplificaclén del &cido nucléico mediante métodos
tales como el PCR y otros protocolos de amplificacién,
bien conocidos en la técnica. Estos ejemplos no pretenden
limitar las formas en que se obtiene el &acido nucléico

que contiene la TU.

La TU que contiene moléculas de &acido nucléico del
presente invento se puede introducir en células
apropiadas.en muchas formas bien conocidas por aquellos
que conocen la técnica del campo de la blologia molecular
y la inmunologia viral. A manera de ejemplo, estos
incluyen la incorporacién en un vector de acldo nucléico
de plasmida o similar que es tomado por las células o la
encapsulacién dentro de las estructuras lipidas
vesiculares tales como liposomas, especialmente liposomas

que contiene lipidos catiénicos o adsorcién a particulas
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que se Iincorporan en la célula por endocitosis, sin que

esto implique limitacién.

En general, una célula de este invento es una célula
procaridética o eucariética que comprende una TU, o en la
cual se ha introducido una TU. La TU del presente invento
incluye 1la biosintesis intracelular de 1los antigenos
prM/M y E codificados. Una célula adecuada es aquella que
tiene la capacidad para la biosintesls de los productos
de genes como consecuencia de la introduccién del &cido
nucléico. En incorporaciones particulares del invento,
una célula adecuada es aquella que responde a una
secuencia de control y a una secuencia de terminador, si
la hubiere, que se puede incluir dentro de la TU. Con el
fin de responder de esta forma, tal célula contiene
dentro de ella componentes que interactiian con una
secuencia de control y con un terminador y actdan para
llevar a cabo las respectivas funciones de terminacién y
promociédn. Cuando la célula se cultiva in vitro, ésta
puede ser .una procariota, una eucariota de una 8sola
célula o© una célula eucariota multicelular. En
incorporaciones particulares del presente invento, 1la
célula es una célula de un mamifero. En estos casos, los
productos del gen de la proteina prM/M y E sintetizada
estan disponibles para ser utilizados en aplicaciones

analiticas o diagnésticas, inclulda la preparacién del
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antigeno para utilizarlo como una vacuna o en ensayos de

inmunodiagnéstico, o para propésitos demostrativos.

En algunas circunstancias, tal como cuando la célula
es una célula de mamifero cultivada, los antigenos prM/M
Yy E se secretan en forma de particulas subvirales. Eatos
son los agregados de las proteina prM/M y E gque se
asemejan a virus vivos en las propiedades inmunogénicas y
la morfologia ultraestructural de 1la superficie. Sin
embargo, como la TU del invento no incluye la parte
restante del genoma flaviviral, no hay un cédpsido
incorporado, y lo que es mas importante, no hay RNA viral

infeccioso.

En otra incorporacién importante de este invento, la
célula es un componente celular natural del sujeto a
quien se ha administrado la TU como una vacuna. La TU, al
administrarse al suleto, es tomada por las células del
mismo. Las células del sujeto tienen la capacidad de
responder a cualesquiera secuencias del promotor, y del
terminador, sl estan presentes. En cualquier caso, la TU
induce a 1las células del sujeto a sintetizar los
productos de gen prM/M y E flaviviral. Sin desear estar
constreflido por las consideraciones tebéricas, se
considera que las células del sujeto producen particulas
subvirales .in vivoe que consisten de antigenos prM/M y E,
tal como se ha encontrado que ocurre con las células

mamiferas cultivadas in wvivo, estipulando el sistema
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inmune del sujeto para generar repuestas inmunolégicas
que confleren inmunidad protectora al sujeto. Nuevamente,
sin desear quedar limitados por la teoria, la inmunidad
protectora resultante puede surglr via humoral o a través
de inmunidad celular, v.g., bien sea a través de un
mecanismo lrestringido MHC clase-II, o clase I-,

respectivamente, o con ambos mecanismos.

De acuerdo con el invento, los sujetos se inmunizan
contra infecciétn por flavivirus, tales como JEV, YFV,
virus dengue, SLEV, WNV u otros flavivirus
administrandoles una cantidad eficaz de una TU comprende
4cido nucléico que codifica lo; antigenos prM y/o E. el
dcido nucléico, después de incorporarse a las células del
aujeto, conduce a la sintesis de 1los antigenos

flavivirales prM/M y/o E.

Con el fin de administrar la TU al sujeto, se
incorpora en una composiclén que comprende un portador
aceptable desde el punto de vista farmacéutico. El
término “aceptable desde el punto de vista farmacéutico”
significa un material que no sea indeseable
biolégicamente o de cualquler otro punto de vista, v.q.
el material se puede administrar a un sujeto junto con el
material inmundgenico (v.g. los antigenos de la proteina
de flavivirus recombinante o porciones de los mismos) sin
causar ningin efecto biolégico indeseable o interactuar

en forma perjudicial con cualquier otro componente de la
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vacuna en la cual estd contenido. Los ejemplos de los
portadores ° aceptables desde el punto de vista
farmacéutico, o los componentes de los mismos, incluyen
agua, salina filslolégica y tampones fisiolédgicos comunes
(para ejemplos adicionales wver Arnon, R. (Ed.) Synthetic

Vaccines I: pp. 83-92, CRC Press, Inc., Boca Ratén,

Florida, 1987).

Quienes conocen la técnica entienden que el valor
critico para describir una dosis de vacuna es la cantidad
total de inmundédgeno necesario para producir una respuesta
protectora en un huésped que esté sujeto a enfermedad
infecclosa causada por flavivirus virulento o tipo
silvestre. E1l niGmero y volumen de dosis utilizadas puede
variar y se determina por parte del médico basa&ndose en
parametros tales como la edad, peso, género, especie,
tipo de vacuna que sBe va a administrar, modo de
administracién, estado general del sujeto, etc., asi como
en otros factores importantes reconocidos por los

expertos en la técnica.

La TU se puede administrar a un sujeto oralmente,
parenteraln'lente (v.qg. intravenosamente), mediante
inyeccién intramuscular, inyecciédn intraperitoneal,
transdérmicamente, extracorpbéreamente, intranasalmente,
tépicamente, o en forma similar. La entrega también puede
ser directamente a cualquier area del sistema

regpiratorio (v.g. los pulmones) mediante entubacién. La
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cantidad exacta de la TU que se requiere variari de
sujeto a sujeto, dependiendo de la especie, edad, peso y
estado general del mismo, la inmunogenicidad de la vacuna
utilizada, la cepa o especle del flavivirus contra el
cual se estd inmunizando el sujeto, el modo de
administracién, y otros factores. Por consiguiente, no es
posible especificar una cantidad exacta para cada
incorporacién del presente invento. Sin embargo, quien
conozca la técnica puede determinar una cantidad
apropiada utilizando solamente experimentacién de rutina
dadas las ensefianzas de este documento y lo que estéa

disponible en la técnica.

La administracién parenteral de 1la vacuna del
presente 1invento, s8i se utiliza, generalmente se
caracteriza por inyeccidén. Los inyectables se pueden
preparar en formas convencionales, bien sea como
soluciones , o suspensiones liquidas, formas so6lidas
adecuadas para solucién o suspensién en liquido antes de
la inyeccién, o como emulsiones. Un enfoque méas
recientemente revisado para administracién parenteral
involucra la utilizacién de un sistema de liberacién
sostenlda o de liberacién lenta, de manera tal que se
mantenga una dosis constante. Ver por ejemplo la Patente
Norteamericana No. 3.610.795, que se incorpora a este

documento por referencia.
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Para composiciones sb6lidas, los portadores sblidos
no téxicos convencionales incluyen, por ejemplo, grados
farmacéuticos de manitol, lactosa, almidén, estearato de
magnesio, sacarina sédica, talco, celulosa, glucosa,
sucrosa, carbonato de magnesio y similares. Las
composiciones liquidas que se pueden administrar
farmacéuticamente pueden, por ejemplo, prepararse
disolviendo, dispersando, etc. un componente activo, tal
como sSe describe en este documento y adyuvantes
farmacéuticos opcionales en un excipiente, tales como por
ejemplo, agua, salina, dextrosa acuosa, glicerol, etanol,
y similares, para formar asi una solucién o suspensiodn.
Si se desea, la composiciétn farmacéutica que se va a
administrar también puede contener cantidades menores de
sustancias auxiliares no téxicas tales como agentes
enulsionantes o humectantes, agentes de tampén de pH ¥y
similares, por ejemplo, acetato sédico, monolaurato de
sorbitan, acetato sbédico de trietanolamina, oleato de
trietanolamina, etc. Los métodos actuales para preparar
tales formas de dosis son conocidos, o seran aparentes
para quilenes conocen la técnica; por ejemplo ver

Remington's Pharmaceutical Sciences (Martin, E.W. (ed.),

Gltima edicién, Mack Publishing Co., Easton, PA).

En una incorporacién la TU de este invento se puede
administrar a un sujeto mediante 1la utilizacién de

entrega de genes in vivo mediada por
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electrotransferencia, en donde inmediatamente después de
la administracién de la TU al sujeto, se aplican al mismo
pulsaciones eléctricas transcutédneas, que proporcionan
una mayor eficiencia Y reproducibilidad de la
transferencia del &cido nucléico in vivo al tejido del
sujeto (Mir et al., Proc. Nat. Acad. Sci USA 96: 4262-

4267 (1999)).

En los métodos del presente invento que describen la
inmunizaclén de un sujeto administrando una vacuna del
invento al mismo, la eficacia de la inmunizacién se puede
monitorear de acuerdo con protococlos clinicos bien
conocidos en la técnica para monitorear el estado inmune

del sujeto.

Una céntidad efectiva de una composicién de vacuna
ya estid determinada por quienes conocen la técnica como
una cantidad que, al administrarse a un sujeto, confiere
inmunidad protectora al mismo. Con el fin de llevar a
cabo esa determinacién, el técnico puede evaluar 1la
capacidad para inducir anticuerpos especificos prM/M y E
flavivirales y/o 1linfocitos T citotéxicos especificos
prM/M- y E flavivirales presentes en la sangre de un
sujeto a quien se le haya administrado la vacuna. También
se puede determinar el nivel de la inmunidad protectora
conferida a un sujeto experimental interrogando al
flavivirus vivo correspondiente a la composicién

antigénica utiliza para inmunizar al sujeto experimental.

poo23l
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Estos experimentos cuestionantes son bien conoclidos para

quienes conocen la técnica.

En general, con el fin de inmunizar a un sujeto
contra infeccidn causada por WNV, JEV, YFV, virus dengue,
SLEV, u otres flavivirus de acuerdo con el presente
invento, y reconociendo que las TUs empleadas en esos
métodos pueden tener tamafios generales divergentes, se
pueden utilizar las dosis que fluctian entre alrededor de
0.1 pg/kg por peso corporal hasta alrededor de 50 ug/kg

por peso corporal.

Inesperadamente se han encontrado que una TU del
presente invento que es una DNA confiere inmunidad
protectora a un nivel de eficacia que se aproxima al 100%
después de la administracién de solamente una dosis
efectiva simple de la TU mediante una inyeccién i.m. o
mediante electrotransferencia. Esto es contraste con
muchos métodos de inmunizacién llevados a cabo utilizando
vacunas convencionales (tales como se describe arriba),
que requieren una o mas vacunas de refuerzo y que pueden
no conferir inmunidad protectora a una eficacia cercana

al 100%.

Adicionalmente se ha encontrado inesperadamente que
la inmunidad protectora puede ser transmitida por un

sujeto femenino vacunado a la descendencia de ese sujeto.
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Se mostré que una porcidén significativa de ratones
neonatales estaba protegida contra el reto viral después
de que las madres se vacunaron utilizando la TU DNA del
invento. Sin desear quedar limitados por la teoria, se
sabe que 1la inmunidad pasiva se puede conferir a
mamiferos neonatales debido a la presencia en la leche
materna de anticuerpos neutralizantes especificos para
los diversos patégenos. Es posible que la inmunidad
protectora contra el JEV encontrade dentro de los

neonatos se les haya transmitido de esta forma.

En otra incorporacién del invento, la TU codifica
una secuencia de seflal de una proteina estructural de un
primer flavivirus y un antigeno de flavivirus
inmunogénico de un segundo flavivirus. Por consiguiente,
en una incorporacién, por ejemplo, la secuencia de la
seflal de la proteina estructural de un primer flavivirus
se reemplaza mediante una secuencia de sefial de proteina
estructural de un ;egundo flavivirus, que origina un
plegamiento adecuado del ©polipéptido incipiente, un
procesamiento adecuadc en un huésped y/o un plegamiento

adecuado de la proteina procesada.

En otra incorporacién del invento, la TU puede
codificar un antigeno de flavivirus inmunégenico en donde
el antigeno comprende una secuencia de uno o mas de un
flavivirus. La secuencia de sefial puede ser un péptido de

sefial mejorada. El1 mejoramiento de 1las secuencias de

0un233
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seflal, 0 la seleccién de secuencias de sefial mas Optimas
se puede lograr mediante la aplicacién de los principios
Yy las técnicas ensefiadas en el Ejemplo 18 y en las
referencias alli citadas, cada una de las cuales se
incorpora a este documento por referencia para las
enseflanzas expresas de cada una relacionadas con 1la
seleccibén, identificacién y disefio de secuencias de sefial
con propieaades Y funciones deseadas. Por lo dgeneral,
estas propiedades y Tfunciones deseadas incluiran una

probabilidad de secuencia de seflal alta.

En otra incorporacién del invento, mas de una TU o
una TU que codifica un antigeno de flavirirus
inmunogénico de mé&s de un flavivirus se incluyen en una
sola composicién. Por consiquiente, en una incorporacién,
por ejemplo, una TU puede codificar un polipéptido
polipéptidos incipientes que se procesan en proteinas de
‘'mAs de un flavivirus, y preferiblemente, de las proteinas
procesadas de particulas subvirales que producen una
respuesta inmunolégica contra las proteinas. Las
particulas subvirales se pueden formar a partir de
proteinas procesadas derivadas de la secuencla del mismo
flavivirus, o de una combinaciétn de flavivirus, o de
proteinas de flavivirus quimérico. Las vacunas de
combinacién que comprenden mids de una TU o una TU que
codifica un antigeno de flavivirus inmunogénico de mas de

un flavivirus se pueden disefiar para ser utilizadas en
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regiones geograficas particulares mediante la inclusién
de proteinas de flavivirus endémicos a la reqgldn o que se
puedan encontrar similarmente de otra manera. Por
ejemplo, uha vacuna para Asia tropical y subtropical
puede incluir TUs que codifiquen proteinas de los cuatro
serotipos de vacunas de virus DEN, WN y JE. Las vacunas
similarmente Utiles para Africa y América Latina podrian
incluir TUs dque codifiquen proteinas de los cuatro
serotipos de virus DEN, WN y YF y de los cuatro serotipos

de virus DEN, Rocio y YF, respectivamente.

En otra incorporacién, la TU codifica una secuencia
de seflal de una proteina estructural de un primer
flavivirus, v un antigeno de flavivirus quimérico
inmunogénico que incluye una secuenclia de aminodcido de
m&s de un flavivirus. La secuencia de seflal puede ser una
secuencia de seflal de virus de encefalitis Jjaponesa. El
antigeno de flavivirus quimérico puede inclulr una
secuencia de un antigeno de virus de encefalitis
japonesa. En determinadas incorporaciones, el antigeno
quimérico es una proteina E. La porcidén terminal carboxi
de la proteina E puede ser una secuencia de proteina E
del virus de encefalitis Jjaponesa. La porciédn terminal
carboxi puede ser, por ejemplo, el 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50 o 75% de 1la proteina E quimérica. En una
incorporacién preferida, la TU codifica una secuencia de

seflal de una proteina estructural de virus de encefalitis
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japonesa, una proteina prM de un virus dengue y una
proteina E quimérica que contiene una secuencia tanto del
virus de encefalitis Japonés como del virus dengue. La
proteina quimérica puede ser una proteina E en donde la
porcién terminal carboxl comprende la secuencia del virus
de encefalitis japonés. Los ejemplos de las TUs incluyen
secuencias de 4cido nucléico que se muestran en SEQ ID
NO:44 y SEQ ID NO: 46 que pueden dirigirse la sintesis de
los antigenos de flavivirus, tales como aquellas que se

muestran en SEQ ID NO: 45 y SEQ ID NO: 47.

El presente invento proporciona ademas composiciones
inmunogénicas que comprenden los polipéptidos de este
invento en un portador farmacéuticamente aceptable para
uso como vacuna de proteina. Los antigenos producidos a
partir de las unidades transcripcionales del presente
invento 8se pueden utilizar para producir respuestas
inmunes eficaces en el sujeto. Los antigenos para ese
propbésito pueden comprender proteina prM de flavivirus,
proteina M de flavivirus, proteina E de flavivirus o
cualquler combinacidn de las mismas, incluyendo
fragmentos inmunogénicos de las proteinas. Una
incorporacién particularmente preferida es la utilizacién
del NRA descrito en este documento. Otra 1incorporacién
preferida es una proteina quimérica que comprende la
secuencla de sefial de un flavivirus y la(s) proteina(s)

estructural(es) de uno o mAs flavivirus diferentes. En
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una incorpéracién preferida particularmente, la secuencia
de sefial del antigeno es la secuencia de la seflal de
encefalitis japonesa. En otras incorporaciones
preferidas, la secuencia de sefial es un péptido de sefial
mejorada. El mejoramiento de las secuenclas de seflal o la
selecciédn de secuencias de sefal mas Optimas se puede
lograr medlante 1la aplicacién de 1los principlos vy
técnicas ensefladas en el Ejemplo 18 y en las referencias
citadas en el mismo, cada una de las cuales se encuentra
incorporada a este documento por . referencia en cuanto
respecta ; las enseflanzas expresas en cada una
relacionadas con seleccifn, i1dentificacién y diseflo de
las secuencias de sefial con propiedades y funciones
deseadas. Por lo general estas propiedades y funciones
deseadas incluiran una probabilidad de secuencia de sefial

alta.

En otras incorporaciones, la vacuna de proteina de
este invento comprende adem&s un adyuvante adecuado. Tal
como se utiliza en este documento, un “adyuvante” es un
potenciador o mejorador de 1la respuesta inmune. El
término *“adecuado” significa que incluye cualquier
sustancia que pueda ser utilizada en combinacién con el
inmunégeno de 1la vacuna (v.g. la proteina prM del
flavivirus, la proteina M del flavivirus, la proteina E
del flavivirus o cualquier combinacién de 1las mismas)

para aumentar la respuesta inmune, sin producir



reacclones adversas en el sujeto vacunado. Las cantidades
eficaces de un adyuvante especifico se pueden determinar
rdpidamente de manera que se optimice el efecto de
potenciacidén del adyuvante en la respuesta inmune de un
sujeto vacunado. En una incorporacién preferida; el
adyuvante de las wvacunas de esate invento es un proceso de
2 etapas, que utiliza primero una solucién de hidréxido
de aluminio al 2% y luego un aceite mineral. En
incorporaciones especificas, se pueden eleglr adyuvantes
adecuados a partir del sigulente grupo: emulsiones en
agua con aceite mineral, vegetal o de pescado, adyuvante
incompleto de Freund, E. coli J5, sulfato de dextran,
6xido de hierro, alginatoc de sodio, Bacto-Adyuvante,
algunos polimeros sintéticos, tales como Carbopol (BF
Goodrich Company, Cleveland, Ohio), poli-aminoacidos y
copolimeros de aminoacidos, saponina, carraginina,
REGRESSIN -(Vetrepharm, Athens, GA), AVRIDINE (N, N-
dioctadecil-N',N'-bis(2-hidroxietil)-propanediamina),

polimeros mamiferos ligados B (1.4) polidispersados de
cadena larga esparcidos con grupos O-acetilados (v.qg.
ACEMANNAN) , extractos de ©pared celular purificada
altamente desproteinizados derivados de 1la cepa no
patogénica de especies Micobacterianas (v.g. EQUIMUNE,
Vetrepharm Research Inc., Atenas GA)}, monooleato de

Manita, acelte de parafina y dipéptido de muramilo.
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En otro aspecto, este invento proporciona un método
para inmunizar sujetos con cantidades inmunogénicas de la
vacuna de' proteina del invento para producir una
respuesta inmune eficaz en el sujeto. La inmunizacién se
puede lograr oralmente, parenteralmente, intranasalmente,
intratraquealmente, intramuscularmente, intramamariamente,
subcutédneamente, intravenosamente y/o intradérmicamente.
La vacuna que contiene la proteina prM del flavivirus, la
proteina M del flavivirus y/o 1la proteina E del
flavivirus se puede administrar mediante inyeccién,
inhalacién, ingestién o infusién. Una sola dosis se puede
dar y/o dosis repetidas de las preparaciones de 1la
vacuna, vVv.g. “refuerzos” se pueden administrar a
intervalos peribdicos para mejorar la respuesta Iinmune
inicial, o después de un largo periodo de tiempo desde la
dltima dosis. El intervalo de tiempo entre las vacunas
puede variar, dependiendo de la edad y del estado del

sujeto.

El término ™“cantlidad inmunogénica” significa una
cantidad de un inmunégeno, o de una parte del mismo, que
sea suficiente para inducir una respuesta inmune en un
sujeto vacunado y que proteja al sujeto frente a 1la
enfermedadl causada por infecciones de flavivirus
virulento o de tipo silvestre al estar expuesto a las

mismas ©0 que tenga un efecto benéfico terapéutico o
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comercial que disminuya el efecto de la infecciétn del

flavivirus en el sujeto vacunado.

El invento ©proporciona ademds un anticuerpo
producido en respuesta a una inmunizacién mediante el
antigeno del invento. Los anticuerpos del presente
invento pueden incluir anticuerpos policlonales vy
monoclonales que pueden ser moléculas de inmunoglobulina
intacta, moléculas de inmuneoglobulina quimérica,
“anticuerpos humanizados” o fragmentos Fab o F{ab“")».
Estos anticuerpos y fragmentos de anticuerpos pueden ser
producidos por técnicas bien conocldas que incluyen

aquellas descritas en Harlow y Lane (Anticuerpos: Un

Manual de -Laboratorio. Laboratorio Cold Spring Harbor,

Cold Spring Harbor, NY, 1989) y Kohler et al. (Nature
256:495-97, 1975) y las Patentes Norteamericanas
5.545.806, 5.569.825 y 5.625.126, Iincorporadas a este
documento por referencia. Los anticuerpos pueden ser de

cualquler isotipo IgG, IgA, IgD, IgE e IgM.

El presente invento también puede incluir
anticuerpos de cadena sencilla " (ScFv), que comprenden
dominios ligados Vy Yy V. ¥ que retienen la conformacién y
actividad gglutinante especifica del idiotipo nativo del
anticuerpo. Estos anticuerpos de cadena simple son bien
conocidos en la técnica y pueden ser producidos mediante
métodos corrientes. (Ver como por ejemplc Alvarez et al.,

Hum. Gene Ther. 8: 229-242 (1997)).
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Se pueden producir anticuerpos contra los antigenos
de este invento que se sintetizan a partir de secuencias
de 4cido nucléico codificando secuencias de aminoacido
inmunogénico de los antigenos prM, M y/o E de uno o mas
flavivirus y la secuencia de sefial de un flavivirus
diferente (como por ejemplo JEV). Los péptidos
inmungénicos sintetizados a partir de la utilizacién de
estas estructuras quiméricas se pueden identificar
facilmente con la utilizacién de métodos bien conocidos
en la técnica para identificar regiones inmunogénicas en
una secuencia de aminodcido y se pueden utilizar para

producir los anticuerpos de este invento.

Son corrientes en la técnica las condiciones
por medio de las cuales un complejo antigeno/anticuerpo
se puede formar, asi como los ensayos para la deteccién
de la formacién de un complejo antigeno/anticuerpo y la
cuantificacién de 1la proteina detectada. Esos ensayos
pueden incluir secante Western, inmunoprecipitacién,
inmunofluorescencia, inmunocitoquimica, inmunchistoquimica,
clasificacién de células activadas por fluorescencia (FACS),
hibridizacién por fluorescencia in situ (FISH), ensayos
immunomagnéticos, ELISA, ELISPOT (Coligan et al., eds.

1995. Current Protocols in Immunclogy. Wiley, New York.),

ensayos de aglutinacién, ensayos de floculaciédn,
planificacién de c¢élulas, etc., que son bien conocidos

para los expertos en la técnica.
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Tal como se utiliza en este documento el término
“aglutinar” significa la aglutinacién bien caracterizada
del anticuerpo al antigeno asi como otra asoclaciébn no
aleatoria con un antigeno. “Especificamente ligado” tal
como se utiliza en este documento describe un anticuerpo
u otro ligando que sustancialmente no tiene una reaccién
cruzada con cualquier antigeno distinto del especificado,

que en este caso es un antigeno de este invento.

El anticuerpo o ligando del invento se puede
ligar a un subestrato (como por ejemplo, cuentas, tubos,
platinas, placas, hojas de nitrocelulosa, etc.) o
conjugar con una mitad detectable, o ligar y conjugar.
Las mnitades detectables contempladas para el presente
invento pueden incluir una mitad inmunofluorescente (v.g.
fluoresceina, rodamina), una mitad radioactiva (v.g., 3P,
1257 35g5), una mitad de enzima (v.g., peroxidasa de réabano
rusticano, fosfatasa alcalina), una mitad de oro coloidal
y una mitad de biotina. Estas técnicas de conjugacién son
corrientes en este arte (por ejemplo, Harlow y Lane,

Anticuerpos: Un Manual de Laboratorio. Laboratoric Cold

Spring Harbor, Cold Spring Harbor, NY (1989); Yang et

al., Nature 382: 319-324 (1996)).

El presente invento proporciona ademds un método
para detectar un anticuerpo de un flavivirus en una

muestra, que comprende contactar la muestra con el
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antigeno del flavivirus del presente invento bajo
condiciones en las cuales se pueda formar un complejo de
antigeno/anticuerpo; y detectar 1la formacién del
complejo, detectando asi el anticuerpo del flavivirus en

la muestra.

El presente invento proporcicna ademAs un métocdo
para detectar un antigeno de flavivirus en una muestra,
que comprende contactar la muestra con un anticuerpo de
este invento bajo condiciones en las que se pueda formar
un antigeno/anticuerpo; y detectar la formacién del
complejo, para detectar asi el antigeno del flavivirus en

la muestra.

El método de detectar el antigeno del flavivirus en
la muestra se puede realizar, por ejemplo, poniendo en
contacto un fluido o tejido de muestra de un sujeto con
un anticuerpo de este invento y detectar la aglutinacién
del anticuerpo al antigeno. Se contempla que el antigeno
estarf en un virién de flavivirus intacto, serad una
proteina codificada del flavivirus exhibida en 1la
superficie de wuna célula infectada con flavivirus
expresando el antigeno, o serd un fragmento del antigeno.
Una muestra del fluido de este método puede comprender
cualquler fluido biolégico que contendria el antigeno o
una célula que contiene el antigeno, tal como fluido

cerebroespinal, sangre, bilis, plasma, suero, saliva y
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orina. Otros posibles ejemplos de fluidos corporales

incluyen esputo, moco y simlilares.

El método de detectar el anticuerpo del
flavivirus en una muestra se puede realizar, por ejemplo,
poniendo en contacto un fluido o tejido muestra de un
sujeto con una antigeno de este invento y detectar 1la
aglutinacién del antigeno al anticuerpo. Una muestra de
fluido de este método puede comprender cualquier fluido
biolbégico que pueda contener el anticuerpo, tal com¢o un
fluido cerebroespinal, sangre, bllis, plasma, suero,
saliva y orina. Otros posibles ejemplos de fluidos

corporales incluyen esputo, moco y similares.

Los inmunoensayos de enzimas, tales como ensayos de
inmunofluorescencia (IFA), ensayos inmunosorbentes
ligados a la enzima (ELISA) e Iinmunosecantes se pueden
adaptar répidamente para lograr 1la deteccién de los
anticuerpos de flavivirus de acuerdo con los métodos de
este invento. Un método ELISA eficaz para la detecciédn de
los anticuerpos puede por ejemplo, ser el siguiente: (1)
ligar el antigeno a un substrato; (2) contactar el
antigeno ligado con una muestra de fluido o tejido que
contenga el antlcuerpo; (3) contactar lo antedicho con un
anticuerpo secundario ligado a una mitad detectable que
sea reactiva con el anticuerpo 1ligado (v.g. enzima de
peroxidasa de rébano rusticano o enzima de fosfatasa

alcalina); (4) contactar lo antedicho con el substrato
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para la enzima; (5) contactar lo antedicho con un
reactivo a color; y (6) observar/medir el cambio o

desarrolle del color.

Otra técnica inmunoldégica que puede ser Util para
detectar los anticuerpos de flavivirus utiliza
anticuerpoq monoclonales (MAbs) para detectar los
anticuerpos especificamente reactivos con los antigenos
de flavivirus en un ensayo de inhibicién competitiva. En
resumen, la muestra se pone en contacto con una antigeno
de este invento que se liga a un substrato (v.g. una
placa ELISA 96-well). El exceso de muestra se lava
totalmente. Una anticuerpo monoclonal rotulado (como por
ejemplo ligado con enzima, fluorescente, radioactivo,
etc.) se pone entonces en contacto con cualesquiera
complejos de anticuerpo de antigeno formado previamente y
se mide la cantidad de aglutinaciétn del anticuerpo
monoclonal. La cantidad de inhibicién del aglutinamiento
del anticuerpo monoclonal se mide en relacié4n con un
control (sin anticuerpo), permitiendo 1la deteccién vy
medicién del anticuerpo en la muestra. El1 grado de
inhibicién del anticuerpo monoclonal puede ser un ensayo
muy especifico para detectar una variedad o cepa de
flavivirus particular cuando se basa en la especificidad
de aglutinacién del anticuerpo monoclonal para una
variedad o cepa en particular del flavivirus. También se

pueden utilizar MAbs para la deteccién directa de
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antigenos del flavivirus en las células mediante, por
ejemplo un ensayo de inmunofluorescencia (IFA) de acuerdo

con los métodos estandar.

Como un ejemplo adicional, se puede utilizar una
prueba de micro-aglutinacién para detectar la presencia
de anticuerpos de flavivirus en una muestra, en resumen,
las cuentas de 1latex, los glébulos rojos u otras
particulas aglutinables se revisten con el antigeno de
este invento y se mezclan con una muestra de manera gue
los anticuerpos de la muestra que sean especificamente
reactivos con el antigeno se entrelacen
intermolecularmente con el mismo, causando aglutinacién.
Los complejos de antigeno—anticuerpo aglutinados forman
un precipitado, visible a simple vista o medible mediante
espectrofotémetro. En una modificacién de la prueba
antedicha, los anticuerpos de este invento se pueden
ligar a las particulas del aglutinado y del antigeno en

la muestra asi detectada.

El presente invento proporciona ademéds un:método de
diagnosticar una infeccién de flavivirus en un sujeto,
que comprende contactar una muestra del sujeto con el
antigeno de este invento bajo condiciones en las que se
pueda formar un complejo antigeno/anticuerpo; y detectar
la formacién del complejo antigeno/anticuerpo,
diagnosticando asi una infeccidén de flavivirus en un

sujeto.
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reaccionar con cada anticuerpo primario, haciendo que el

anticuerpo primario sea mas detectable.

La mitad detectable permite la detecciédn visual de
un precipitado o un cambio de color, la deteccidn visual
nmediante microscopio, o la deteccién automatizada
mediante espectrometria, 1la medicién radiométrica o
similares. Los ejemplos de mitades detectables incluyen
fluoresceina Yy rodamina (para microscopio de
fluorescencia), peroxidasa de rabano radicular (para
microscopio de luz o de electrones y para detecciébn
bioquimica), biotina-estreptavidina (para microscopio de
luz o de electrones) y fosfatasa alcalina (para deteccién

bioquimica mediante cambio de color).

Las incorporaciones particulares del ©presente
invento se estipulan en los ejemplos siguientes. Estos
ejemplos no pretenden limitar el alcance del invento, tal

como se revela en estas especificaciones.

Ejemplos
Los métodos generales que utilizan ©biologia
molecular y técnicas de DNA recombinantes relacionadas
para preparar Yy expresar las moléculas TU de 4&cido
nucléico del invento se establecen, por ejemplo en

Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al.,

John Wiley y Sons, New York 1967 (actualizado

trimestralmente), y en Molecular Cloning: A Laboratory
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Manual 2* Edicién, Sambrook, Fritsch y Manlatis,
Laboratorio de Cold Spring Harbor, Cold Spring Harbor,

NY, 1988.

Ejemplo 1. Preparacién de plasmidas recombinantes

que contienen la unidad transcripcional que codifica los

antigenos prM y E del JEV.- Se extrajo RNA genémico de

150 pL de semilla de virus SA 14 de cepa JEV cultivado de
cerebro de ratén utilizando un Kit Viral RNA de la marca
registrada QIAamp™ (Qiagen, Santa Clarita, CA). El1 RNA
adsorbido en una membrana de silice se levigd en 80 uL de
aqua libre de nucleasa y se utilizé como una plantilla
para la amplificacién de las secuencias que codifican efr
el gen prM y E del JEV. Se obtuvieron las secuencias del
imprimador a partir del trabajo de Nitayaphan et al.
(Virology 177: 541-552 (1990)). Se a.mplifico,un fragmento
cDNA simple que contenia la regidén nucledtida gendmica
389-2478 mediante 1la reaccién inversa en cadena
transcripteasa-polimerasa (RT-PCR) . Los sitios de
restriccién Kpnl y XbalI, la secuencla de consenso de
aglutinacién ribosomal Kozak, y el sitio de iniclacién de
la translacién se diseflaron en el terminal 5' del cDNA
mediante el amplimero 14DV389 (secuencia nueclebdtida, SEQ
ID NO:1; secuencla de aminodcido, SEQ ID NO:2). Un codon
de terminacién de translaclén en trama, seguido por un
sitio de restriccié4n NotI se introdujo en el terminal 3°'

del cDNA por el amplimero cl4DV2453 (SEQ ID NO:3) (Figura

s
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El presente invento proporciona ademés un método de
diagnosticar una infeccién de flavivirus en un sujeto,
que comprende poner en contacto una muestra del sujeto
con el anticuerpo de este invente bajo condiciones por
medio de las cuales se pueda formar un complejo
antigeno/anticuerpo; y detectar la formacién del complejo
antigeno/anticuerpo, diagnosticando asi la infeccién del

flavivirus en un sujeto.

En los métodos de diagnéstico que se ensefian en este
documento, el antigeno de este invento puede estar ligado
a un substrato y ponerse en contacto con una muestra de
fluido tal como sangre, suero, orina o saliva. Esta
muestra se puede tomar directamente del paciente o en una
forma parcialmente purificada. De esta manera, 1los
anticuerpos especificos para el antigeno (el anticuerpo
primario) reaccionardn especificamente con el antigeno
ligado. Posteriormente, un anticuerpo secundario ligado a
una mitad detectable o rotulado con la misma se puede
afladir para mejorar la detecciédn del anticuerpo primario.
Por lo general, el anticuerpo secundario o el otro
ligando, que es reactivo, bien sea especificamente con un
epitope diferente del antigeno o no especificamente con
el ligando o el anticuerpc reactivado, se seleccionara
por su capacidad para reaccionar con miltiples sitios en
el anticuerpo primario. Por consiguiente, por ejemplo,

varias moléculas del anticuerpo secundario pueden

09a24)



2). Se realizé RT-PCR de un solo tubo utilizando un Kit
Titan RT-PCR (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN). Se
mezclaron 10 pL de RNA viral con un 1 pL de 14DV389 (50
uM) y de cl4DvV2453 (50 pM) con 18 uL de agua libre de
nucleasa y la mezcla se dejd calentar a B5°C por 5
minutos y luego enfriar a 4°C. Se afadieron 75 pL de
mezcla de la reaccién [tampén 20 pL 5x, 2 pL de mezcla
dNTP (10 mM cada uno), 5 pL de ditiotreitol (0.1 mM), 0.5
pL. de Rnasin™ (40 U/uL, Boehringer Mannheim), 2 pL de
mezcla de polimerasa, y 45.5 pL de agua libre de
nucleasa] y el RT-PCR se desempefid asi: 1 ciclo (50°C por
30 minutos, 94°C por 3 minutos, 50°C por 30 s, 68°C por
2.5 min), 9 ciclos (94°C por 30 s, 50°C por 30 s, 68°C
por 2.5 min), 20 ciclo (94°C por 30 s, 50°C por 30 s,
68°C por 2.5 min en el primer ciclo, con un incremento de
5 s por ciclo de alli en adelante), y una extensién final
a 68°C por 15 min. El1 producto RT-PCR se purificé
mediante un Kit de Purificacién PCR QIAquick™ (Qiagen) y

se levigé con 50 uyL de 1 mM Tris-HCl, pH 7.5.

Todas las construcciones y analisis de vectores se
llevaran a cabo utilizando técnicas estandar (Sambrook et
al., 1989). E1 cDNA amplificado con RT-PCR, digerido con
nucleasas Kpnl y Notl se insertd en el sitio KpnI-NotT
del vector plasmida de la expresidédn eucaridética (pCDNA3,
Invitrogen, Carlsbad, CA). Las células Azules Escherichia

coli XL1 de electroporacién competente (Stratagene, La

000253
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Jolla, CA) se transformaron mediante electroporacién
(Gene Pulser™, Bio-Rad, Hercules, CA) y se colocaron en
placas de agar LB que contenian 100 pg/mL de
carbenicilina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO). Se
recogieron las clonaciones y se inocularon en 3 mL de
caldo LB que contenia 100 pg/mlL de carbenicilina. El1 DNA
de plasmida se extrajo de un cultivo de 14 horas
utilizando un Kit Spin Miniprep QIAprep™ (Qiagen). Se
realizé una secuencia de DNA automatizada, tal como se
recomienda (Biosistemas Aplicados/Perkin Elmer, Foster
City, CA). Se secuenciaron ambas cepas del CcDNA vy
demostraron ser idénticas a la secuencia de la cepa SAl4

original (Nitayaphan et al., 1990).

El fragmento de plasmida pCDNA3 {(Invitrogen,
Carlsbad, CA) del nucleétido {nt) 1289 a nt 3455, que
contiene fl ori, SV40 ori, el gen de resistencia a la
neomicina, y los elementos SV40 poli(A) se suprimieron
mediante digestidén PvuIl y luego se ligaron para generar
la plasmida pchmp. El vector pCIBamp, que contiene una
insercién intron quimérica en el sitio NcoI/KpnI del
pCBamp se construyd escindiendo la secuencia intron del
pCI (Promega, Madison, WI} mediante digestién con Ncel y
KpnI. El1 fragmento resultante 566-bp se cloné en pCBamp
digiriendo con NcoI-KpnI para reemplazar su fragmento
289-bp. La Figura 3 presenta la relacién entre las

plasmidas pCDAR3, pCBamp, y pCIBamp.
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Las plasmidas que contienen la unidad
transcripcional que codifica las proteinas prM y E del
JEV sSe prepararon a partir de estas plasmidas. El1
fragmento cDNA que contiene las reglones codificadas prM
y E del JEV en la plasmida recombinante pCDJE2-7
(secuencia nuclebtida, SEQ ID NO:10; la secuencia del
aminodcido, SEQ ID NO:11), derivada del vector pCDNA3 se
escindié mediante digestién con Notl y Kpnl o Xbal y se
clond en el sitio KpnI-NotI del pCBamp, pCIBamp, pCEP4
(Invitrogen, Carlsbad, Ca), © PREP4 (Invitrogen,
Carlsbad, CA), o en el sitio SpelI-NotI del pRc/RSV
(Invitrogen, Carlsbad, CA) del vector de expresién para
crear PpCBJEl1-14 (secuenclia nuclebdtida, SEQ ID NO:17:
secuenclia del aminocacido, SEQ ID NO:18), pCIBJES14,
PCEJE, PREFE, y pPRCJE, respectivamente. Ambas cepas del
cDNA de los clones de cada plasmida se secuenciaron y se
identificaron los clones recombinantes con la secuencia
nucledétida correcta. Se purificé la DNA de plasmida para
utilizarla en la transformacién in vitro de las células
mamiferas o en los experimentos de inmunizacién de
ratones mediante cromatografia de intercambio de aniones

utilizando un Kit Plasmid Maxi EndoFree™ (Qiagen).

Ejemplo 2. Evaluacién de las proteinas prM y E del

JEV expresadas mediante diversos plasmidas recombinantes

utilizando un ensayo de anticuerpos inmunofluorescente

indirecto.~ La expresiétn de los productos de gen
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especifico JEV por parte de los diversos plasmidas de
expresién recombinante se evalué en lineas de células
transfectadas transitoriamente de CO0S-1, COS-7 y SV-T2
(ATCC, Rockville MD; 1650-CRL, 1651-CRL, y 163.1-CCL,
respectivamente) mediante ensayo de anticuerpo
inmunofluorescente indirecto (IFA). La linea de la célula
SV-T2 se excluyé de pruebas posteriores puesto que un
resultado preliminar mostré que solamente 1-2% de las
células SV-T2 transformadas fueron positivas al antigeno
JEV. Para transformacién, las células se cultivaron a una
confluencia del 75% en matraces de cultivo de 150 cm® y
se resuspendieron a 4°C en salina tamponada de fosfato
(PBS) para un recuento celular final de 5 x 10° por mL.
10 uyg de DNA plasmida se electroporaron en 300 pL de
suspensién de células utilizando un BioRad Gene Pulse™
(Bio-Rad) graduado a 150 Vv, 960 pF y resistencia 100 Q.
Cinco minutos después de la electroporacién, las células
se diluyeron con 25 mL de medio fresco y se sembraron en
un matraz de 75 cm?. 4B horas después de 1la
transformacién se removidé el medio de las células y éstas
se tripsinizaron y resuspendieron en 5 mL de PBS con
suero de cabra normal al 3%. Alicuotas de 10 pL se
mancharon en placas, se secaron con aire y se dejaron con
acetona a -20°C por 20 minutos. Se realizé el IFA con

células transformadas de plasmidas fijadas con acetona

utilizando inmunoglobina G de cabra anti-ratén conjugada
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con isotiocianato de fluoresceina (Sigma Chemical Co.) y

HIAF de JEV.

Para determinar la influencia de diversos elementos
promotores y poli{(A) en la expresién de proteina prM y E
de JBEV, se transformaron transitoriamente lineas de
células COS-1 y COS-7 mediante una cantidad igqual de
pCDJE2-7 (SEQ ID NO:10), DNA de plasmida pCEJE, pREJE, o
pRCJE. Los antigenos JEV se expresaron en ambas lineas de
células transformadas por todoes los cuatro plasmidas
recombinantes, confirmando asi que el promotor CMV o RSV
(virus rous sarcoma) y los elementos BGH o SV40 poli (A)
eran funcionalmente activos. Sin embargo, el porcentaje
de células transformadas y el nivel de antigenos JEV
expresados, seglin lo determinado por el numero de células
positivas IFA y por la intensidad IFA, respectivamente,
difirié enormemente entre las diversas plasmidas (Tabla
1l). Un porcentaje altamente significativo de células COS-
1 transformadas por pCDJE2-7 (SEQ ID NO:10), pCBJEl-14
(SEQ ID NO:17) y pCIBJES14 expresaron los antigenos JEV y
el nivel de las proteinas expresadas fue compatible con
las células infectadas JEV. Las células transfectadas con
vectores pCEJE, pREJE, o pRCJE por otra parte, tuvieron
un bajo porcentaje de células que expresan antigeno, asi
como una baja intensidad de fluorescencia, indicando

expresién débil de los antigenos.
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Con el fin de determinar si la expresién mejorada de
las proteinas JEV mediante pCDJE2-7 (SEQ ID NO:10) fue
influenciada por el origen de replicacién eucaribdtica
codificada SV40, la plasmida pCBJE1-14 (SEQ ID NO:17) se
interpretdé de manera que un fragmento 2166-bp, que
contenia fl1 oril, SV40 ori, el gen de resistencia a la
neomicina y los elementos poli{a) SV40 del pCDJE2-7, se
elimindé. Se introdujeron un intron quimérico en el
pCBJEl1-14 para generar pCIBJES14. La plasmida pCIBJES14
se utilizé para determinar 81 la expresién de las
proteinas JEV podia mejorarse mediante 1la secuencia
intron. Después de la transformacién, las células que
albergan lés vectores pCBJEl1-14 y pCIBJES14 expresaron un
nivel de antigenos JEV similar al observado con pCDJE2-7
(Tabla 1). Este resultado indica que la expresiétn de
antigenos prM y E de JEV mediante los vectores
recombinantes estd influenciada solamente ©por 1los
elementos regqulatorios transcripcionales. Ni el origen
eucariético de la replicacién ni la secuencia del intrén
mejoraron la expresién del antigeno JEV en las células
utilizadas. Se seleccionaron vectores que contienen el
promotor cyv y el BGH poli(A) (Figura 3) para andlisis

posterior.

Ejemplo 3. Seleccitn de una linea de célula estable

transformada in vitro que constitutivamente expresa

productos del gen especifico JEV.- Las células COS-1 se

0006255
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transformaron con 10 ug de PpCDJE2-7 DNA mediante
electroporacién, tal como describié6 en el ejemplo
precedente. Después de 24 horas de incubacién en un medio
de cultivo no selectivo las células se trataron con
neomicina (0.5 mg/mlL, Sigma Chemical Co.). Las colonias
resistentes a la neomicina, que fueron visibles después
de 2-3 semanas, se clonaron mediante dilucién limitada en
un medio que contenia neomicina. La expresién de 1los
productos °‘del gen JEV codificados con vector fue
inicialmente examinada mediante IFA utilizando JEV HIAF.
Un clon positivo JEV-IFA (JE-4B) y un clon negativo (JE-
5A) se seleccionaron para andlisis posterior y se
mantuvieron en el medio que contenia 200 pg/mL de

neomicina.

La autenticidad del la proteina E de JEV expresada
por el clon JE-4B fue demostrada mediante diagramacién
epitope por IFA utilizando un panel de anticuerpos
monoclonales de murina especifica JEV E (Mab) (Kimura-
Kuroda et al., J. Virol. 45: 124-132 (1983); Kimura-
Kuroda et al., J. Gen, Virol. 67: 2663-2672 (1986); Zhang
et al., J. Med. Virol. 29: 133-138 (1989); y Roehrig et
al., Virol. 128: 118-126 (1983)). El JEV HIAF y el suero
de ratén normal se utilizaron como controles de
anticuerpo positivo y negativo, respectivamente. Cuatro
JEV especificos, sels subgrupos de flavivirus

especificos, y dos Mabs reactivos del grupo flavivirus
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reaccionaron similarmente c¢con el clon 4B © con las

células JEV-infectadas COS-1 (Tabla 2).

Ejemplo 4. Propiedades antigénicas y deteccidn

inmunolégica de las_particulas subvirales secretadas por

la linea de la célula JE-4B CO0S-1.

a. Preparacién de las particulas subvirales. Las

células JE-4B CO0S-1 crecieron y se mantuvieron en un
medio que contenia 200 ug/mL de neomicina. El medioc del
cultivo se coseché rutinariamente y almacendé a 4°C y se
reabastecié dos veces a la semana, y las células se
dividieron 1:5 cada 7-10 dias. El medio de cultivo se
aclaré mediante centrifugacién a 10.000 rpm por 30
minutos en un rotor Sorvall F16/250 a 4°C y se centrifugo
ademds por 4 horas a 39.00C rpm en un rotor Sorvall TH641
a 4°C a través de un cojin de sucrosa al 5% (p/p,
preparado con 10 mM Tris HCl, pH 7.5, 100 mM NaCl (tampdn
TN)). El1 pelet que contiene las particulas subvirales se
resuspendié en el tampén TN y se almacené a 4°C.
Alternativamente, se afladié PEG-8000 (p/v} a1.7% o al 10%
al medio de cultivo aclarado. La mezcla se agité a 4°C
durante por lo menos 2 horas y las ©particulas
precipitadas se recopilaron mediante centrifugacién a
10.000 rpm por 30 minutos. El precipitado se resuspendid
en el tampén TN y se almacend a 4°C. Las particulas subvirales
se purificaron tanto en las preparaciones peletizadas como en

las precipitadas-PEG mediante rata de centrifugacién zonal

090257
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en un gradiente de sucrosa continua al 5-258 en TN a
38.000 rpm a 4°C por 90 minutos. Se recopllaron 1-mL
fracciones desde la parte superior del gradiente, se
probaron mediante captacién del antigeno ELISA (ver a
continuacién), y las fracciones positivas se cargaron en
un gradiente de sucrosa al 25-50% en TN. Esto se
centrifugo de un dia para otro en una centrifugacién de
densidad de equilibrio a 35.000 rpm, a 4°C. Se
recopilaron del fondo fracciones de 0.9-mL de 1los
gradientes de equilibrio. Se probaron mediante la captura
de antigeno ELISA y se evaluaron para la actividad de
hemaglutinacién (HA) a un pH 6.6. Se pesé una alicuota de
100 pL de cada fraccibn precisamente para determinar su
densidad. Las fracci;nea ELISA-positivas se unieron y
nodulizaron a 39.000 rpm a 4°C por 3-4 horas y el pelet
se resuspendi® en tampén TN. El1 ELISA de captura de
antigenos y las titulaciones de HA se determinaron en las
muestras nodulizadas. El1 licor flotante de la célula COS-
1 infectada con JEV también se someti® a protocolos de
purificacién similar, segin se detalla arriba y se
utilizé como un control positivo para el analisis de
gradiente. Los viriones JE también se purificaron a
partir de 1las células C6/36 infectadas 5-6 dias
postinfecciétn mediante sedimentacién en un gradiente de

equilibrio glicerol/tartrato
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b. Secantes Western (Western blots) de particulas

subvirales.— Las muestras de gradiente purificado de las

particulas subvirales se mezclaron con tampén de muestra
de electroforesis y se corrieron sobre sulfato de
dodecilo quico al 10 o 1.25% que contenia gels de
poliacrilamida (SDS-PAGE) segiin lo descrito por Laemmli
(Nature 277: 680-685 (1970)) . Las proteinas se
transfirieron a una membrana de nitrocelulosa Yy se
detectaron inmunoquimicamente con JEV HIAF policlonal,
anti-E Mab 4Gl de reactivo cruzado de flavivirus (Henchal
et al., Amer. J. Trop. Med. Hyg. 31: 830-836 (1982)), o
con suero de raté4n hiperinmune péptido anti-prM (JMO1).
La Figura 4 muestra una comparacién de las proteinas M y
E producidas por células C6/36 infectadas JEV JE-4B COS-
1. Se observé alguna reactividad no especifica a 1la
proteina E en el fluido ascitico de raté4n normal y suero
anti-péptido Jmol. Las proteinas idénticas en tamafio a la
M y E fueron secretadas en las particulas subvirales y se
pudieron detectar mediante Mab 4G2 E-especificc vy

antisuero JMO0l1l prM-especifico, respectivamente.

c. Deteccién del gradiente de densidad de las

particulas subvirales JEV en medio de cultivo.—- Para el

ELISA, el anticuerpo con captura de antigeno (4G2) se
diluy$ en 0.1 M de tampén de carbonato sébdico, pH 9.6, y
se utilizé para revestir placas de microtitulacién 96-

well (Immulon II, Dynatech. Chantilly, VA) mediante
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incubacién de un qia para otro a 4°C. Después de bloquear
con suero de cab£a normal al 3% en PBS, se afladieron
muestras diluidas en serie con doble prop6sito a la placa
revestida 4G2 y se incubaron 1.5 horas a 37°C. El
antigeno capturado se detectd mediante 6B6C-1 Mag
conjugado con peroxidasa de rabano radicular, y se incubd
por 1 hora a 37°C. La actividad de la enzima en la fase
sélida se detectd luego con T™B (3,3',5,5"'-
tetrametilbencidina)-ELISA (Life Technologies, Grand

Island, NY).

Rproximadamente 500 mL de medio de cultivo de célula
de matraces de 15 X 150 cm®? de células JE-4B se
recopilaron cuatro dias después de que se sembraron las
células. Las particulas subvirales precipitadas PEG se
resuspendieron en 2 mL de tampdédn TN, pH 7.5; una alicuota
de 0.7 mL de este pelet resuspendido se cargd en un
gradiente de sucrosa al 5-25%. Se afadié Tritén X-100,
que interrumpe las particulas subvirales a otra alicuota
de 0.7 mL a un concentracién final de 0.l1% y ésta se
cargd a un gradiente de sucrosa al 5-25% preparado en
tampén TN que contenia Tritén X-100 al 0.1%. Una banda
opaca definida se observé aproximadamente a 2.5 cm de la
parte superior del gradiente que contenia Tritén X-100,
pero no en el gradiente sin detergente. Se recopilaron

fracciones (1 mL) desde arriba hasta abajo para cada gradiente

(Figura 5). Cada fraccién recopilada se analiz6 mediante
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el ELISA con captura de antigeno. El antigeno se detectd
en fracciones 4-6, indicande una caracteristica de
sedimentacién relativamente rApida de 1las particulas
subvirales. El tratamiento del precipitado PEG a partir
del medio de cultivo JE-4B con Tritén X-100 cambidé la
posicién del material reactivo-ELISA a la parte superior
del gradiente. Por consigquiente, el tratamiento con
Tritdén X-100 produce solo moléculas de sedimentacidn
lenta. Se reporté un hallazgo similar por parte de
Konishi et al. (Virol. 188: 714-720 (1992)). Estos
resultados muestran que las particulas subvirales que se
sedimentan rapidamente con contenido de prM/M y E pueden

interrumpirse mediante tratamiento con detergente.

La actividad de la hemaglutinacién (HA) se determiné
en el rango de pH entre 6.1 y 7.0 con el método de Clarke
y Casals (Amer. J. Trop. Med. Hyg. 7: 561-573 (1958)).
La particula subviral secretada por las células JE-4B y
la particula de virion producido por las células CO0S-1
infectadas con JEV tuvo un perfil HA similar con el pH

éptimo determinado en 6.6.

Ejemplo 5. Comparacién de la respuesta inmune en

ratones vacunados con vacuna de Aacido nucléico pCDJE2-7

del invento y la vacuna comercial JEV.- Grupos de cinco

ratones hembras multiplicados con mezcla de razas ICR, de
3 semanas fueron inyectados intramuscularmente en los

cuddriceps izquierdo y derecho con 100 pg de plasmida
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pCDJE2-7 en 100 pL de dHO o se les administraron dosis
de JE-VAX (fabricado por la Fundacién de Investigacién
para Enfermedades Microbiocldgicas de la Universidad de
Osaka y distribuido por Laboratorios Connaught,
Swiftwater, PA.) subcutdneamente equivalente a una quinta
parte de la dosis que se les da a los humanos. El
plasmida pCDNA3/CAT (Invitrogen), que codifica y expresa
una proteina no relacionada se utilizé como el control de
vacunacidén negativa. Salvo por un grupo de ratones
vacunados pCDJE2-7, todos los animales fueron reforzados
3 semanas mas tarde con una dosis adicional de plasmida o
de JE-VAX. Los ratones se sangraron del seno retroorbital
a las 3, 6, 9, 23, 40 y 60 semanas después de 1la
inoculacidén. Las titulaciones de anticuerpo JEV se
determinaron mediante ensayo inmunosorbente ligado a la
enzima (ELISA) frente al JEV purificado o mediante
pruebas de neutralizacién de reduccidén de placa {PRNT)
(Roehrig et al., Virol. 171: 49-60 (1989); y Hunt vy

Calisher, Amer. J. Trop. Med. Hyg. 28: 740-749 (1979})).

La vacuna de &cido nucléico pCDJE2-7 y el VAX-JE
proporcionaron seroconversién del 100% dentro de las tres
semanas siguientes a la primera vacunacién en todos los
tres grupos de ratones (Tabla 3). Las titulaciones de
anticuerpo PRNT y JEV ELISA alcanzaron el nivel mas alto
en la semana 6 y en la semana 9, respectivamente, después

de la inmunizacién. Los ratones que recibieron una dosis
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de la vacuna DNA tuvieron respuestas de anticuerpos
similares a los que recibieron 2 dosis. Se mantuvieron
titulaciones de anticuerpo ELISA comparables en grupos
vacunados con DNA hasta 60 semanas, después de lo cual se
terminé el experimento. Sin embargo, solo uno de 1los
cuatro ratones en el grupo JEV-VAX fue positivo en
anticuerpo JEV y 60 semanas después de la inoculaciédn. El
grupo de control pCDNA3/CAT no tuvo ningtin anticuerpo JEV
medible. Estos resultados demuestran gque una sola dosis
de vacuna de Aclido nucléico JEV-especifica es mas eficaz
para mantener el anticuerpo JEV en ratones que la vacuna

JE-VAX comercial aprobada por la FDA-

Ejemplo 6. Comparaciétn de diversas estructuras de

vacuna de &acido nucléico del invento con la vacuna

comercial JEV para eficacia de la vacunacién a diferentes

edades.- Se expresd un nivel similar de proteina JEV por
las células CO0S-1 transformadas bien sea por pCDJE2-7,
PCBJE1-14, o pCIBJES14. La induccidén del anticuerpo JEV
mediante estas estructuras de &acido nucléico se compard
con la vacuna comercial JE-VAX en dos edades diferentes
de la vacunacién. Ratones sometidos a exogamia ICR de
tres dias de nacidos (de ambos sexos) o de 3 semanas
(hembras), 10 por grupo, se vacunaron intramuscularmente
con 50 o 100 pg de plasmida DNA, o subcutdneamente con
dosis de JE-VAX que son una décima parte o una quinta

parte de la dosis que se le da a los humanos. Se
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recopilaron especimenes de suero 3 y 7 semanas después de
la inmunizacién y se probaron a una diluciédn de 1:1600
mediante ELISA utilizando JEV purificado como antigeno.

Los resultados se muestran en la Tabla 4.

La plasmida pCBJE1-14 proporciondé el grado més alto
de seroconversién, v.g. una titulacién de anticuerpos
superior a 1:1600, logrando el 80-100% en ambas edades de
la vacunacién. La administracién de pCDJE2-7 o pCIBJES1l4
proporciond una seroconversi®n moderada a las 7 semanas
cuando los ratones de 3 dias de nacidos se vacunaron (60%
para cada una), pero una seroconversidn mas débil (40% y
10%, respectivamente) cuando se midieron 3 semanas
después de la vacunacidén. Sin embargo, cuando estos
plasmidas se administran a la edad de 3 semanas, las
seroconversiones de 90% o de 100% se lograrcn a las 3 y 7
semanas después de la vacunacién. En contraste, la vacuna
comercial, VAX-JE, no confirié seroconversién cuando se
administrd a los 3 dias de edad, y de 100% cuando se
administré a la edad de 3 semanas. Por consiguiente, las
TUs del acido nucléico para el prM y E del JEV
proporcionaron un alcance de seroconversidn mejor que una
dosis muy alta de la vacuna comercial, e inesperadamente
una seroconversién alta tanto en animales jévenes como en

los mas maduros.

Ejemplo 7. Inmunidad protectora conferida por la

vacuna de 4d&cido nucléico del invento.- Los grupos
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vacunados de tres dias de nacidos del Ejemplo 6 se
retaron 7 semanas después de la vacunaclién mediante
inyeccién intraperitoneal de 50.000 pfu/100 uL. de la cepa
SA 14 del JEV adaptado a ratones y se observaron a las 3
semanas. Se logrdé 100% de protecciébn en los grupos que
recibierqn diversas estructuras de vacunas que contenian
TU de Aacido nucléico hasta por 21 dias (Tabla 5). En
contraste, .el 60% de los ratones vacunados con JE-VAX,
asi como el 70% de los controles negativos vacunados con
PCDNA3/CAT no sobrevivieron al reto del virus a los 21
dias. Estos resultados indican que las TUs del A4cido
nucléico del invento confieren proteccién eficaz
inesperada en los ratones vacunados. Esto suglere 1la
posibilidad de emplear la vacuna de &cido nucléico del
invento como una vacuna para humanos de temprana edad. En
contraste, JE-VAX, la vacuna humana inactivada
actualmente utilizada, no parece ser eficaz en animales

jévenes.

Ejemplo 8. Proteccidén pasiva de ratones neonatales

correlacionada con la titulaciébn de anticuerpos

maternos.—- El ratén ICR hembra a la edad de 3 semanas se
vacund con cualquiera de las dosis o con dos dosis
espacladas por dos dias de plasmida DNA pCDJE2-7, a 100
1g/100 pL, o con dos doslis de JEV-VAX que eran una gquinta
parte de la dosis que se le da a los humanos. El grupo de

control negativo recibié dos dosis de 100 pg/100 uL de



PCDNA-3/CAT. Se evaludé la proteccién pasiva mediante
anticuerpo materno en criaé resultantes de apareamientos
de hembras experimentales con ratones machos no
inmunizados que ocurrieron nueve semanas después de la
primera vacunacién o 6 semanas después de la segunda
vacunacién. Las crias se retaron entre 3-15 dias después
del nacimiento mediante administracidén intraperitoneal de
5.000 pfu/100 uL. de virus SAl4 adaptado a ratones y se
observaron diariamente por 3 semanas (Tabla 6). Las tasas
de supervivencia se correlacionaron con las titulaciones
de anticuerpo neutralizante materno. E1 100% de las crias
alimentadas por las madres con un PRNT de 1:80
sobrevivieron la infeccién viral, mientras ninguna de las
crias de la madre de control sobrevivi¢ (Tabla 6). Se
observé una proteccldn parclal del 45% y del 75% en las
crias mayores que fueron alimentadas por las madres con
una titulacién PRNT de 1:20 y de 1:40, respectivamente.
Las tasas de supervivencla también se correlacionaron con
la longitu& del tiempo que las crias fueron alimentadas
por la madre inmune. Tal como se acaba de indicar, las
crias de 13-15 dias de nacidas tuvieron altas tasas de
supervivencia. Sin embargo, ninguna de las crias de 3-4
dias de nacidas sobrevivié al reto del virus cuando 1la
madre tuvo una titulacién PRNT de 1:20 o 1:40. Por
consiguiente, el anticuerpoc materno proporciona inmunidad

protectora parclal a completa a la descendencia. Ademés,
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el anticuerpo JEV se detectd mediante ELISA en los sueros

del 97% de las crias después del reto (29/30).

Los ratones fueron inoculados intramuscularmente con
l o 2 dosis de 100 pg de plasmida DNA, o subcuténeamente
con dos dosis humanas 1/5 de la vacuna JE-VAX. Se
recopilaron los suercs nueve semanas después de la
vacunacién para probar el PRNT antes del apareamiento con

una hembra no inmune.

Ejemplo 9. Preparacién de las plasmidas

recombinantes que contienen la unidad transcripcional que

codifica los antigenos WNV prM y E.- Se extrajo RNA

genémico de 150 pL de medio de cultivo de célula Vero
infectada con cepa NY 99-6480, una cepa aislada de 1la
irrupcién en Nueva York en 1999, utilizando el Kit Viral
RNA QIAamp™ (Qiagen, Santa Clarita, CA). El RNA extraido
se levigéd y suspendié en B0 pl de agua libre de nucleasa
y se utilizé como una plantilla para la amplificacién de
las frecuencias de codificacién del gen prM y E WNV. Las
secuencias del imprimador se obtuvieron a partir del
trabajo de Lanciotti et al. (Science 286: 2333-2337
(1999)). Se amplificé un fragmento de cDNA que contenia
la regién nucledtida gendmica mediante la reaccidén en
cadena inversa de transcriptasa-polimerasa (RT-PCR). Se
diseflaron los sitios de restriccién BsmBI y KasI en el
terminal 5' del c¢DNA mediante 1la utilizacién del

amplimero WN466 (secuencia nuclebétida, SEQ ID NO:12). Se

009267
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introdujo un codon de terminacién de traslacién dentro de
la trama, sequido por un sitio de restriccién NotI en el
terminal 3° del cDNA utilizando amplimero cWN2444 (SEQ ID
NO:13). El producto RT-PCR se purificd mediante un Kit de

Purificacién PCR QIAquick™ (Qiagen).

Se digirié un amplicon de doble ramificacién
producido mediante la utilizacién de los dos amplimeros
arriba mencionados (SEQ ID NO:12 y SEQ ID NO:13) con
enzimas KasI y NotI para generar un fragmento de DNA de
998 bp (nt-1470 a 2468) se insertd en los sitios KasI y
NotI de un vector pCBJESS para formar una plasmida
intermedia, pCBINT. El1 pCBJESS se obtuvo de la plasmida
pCBamp que contenia el promoFor de gen precoz de
citomegalovirus y el elemento de control translacional y
un elemento de secuencia de sefial JE diseflado (Chang et
al., J. Virol. 74: 4244-4252 (2000)}). El1 elemento de
secuencia de seflal JE comprende la secuencia de sefial JE

(SEQ ID NO:14).

El amplicon cDNA fue posteriormente digerido con
enzimas BsmBI y Kas y el fragmento restante 1003 bp (nt-
466 a 1470) se insertd en el sitio KasI del pCBINT para
formar pCBWN (secuencia de acido nucléico, SEQ ID NO:15;
secuencia de aminodcido, SEQ ID NO:16). La secuencia
automatizada del DNA utilizando un prisma ABI
Consecuenciador 377 (Applied Biosystems/Perkin Elmer,

Foster City, CA) se utilizé para confirmar que la
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plasmida recombinante tenia una secuencia correcta de prM
y E, tal como lo definié Lanciotti y otros (Science 286:

2333-2337 (1999)).

La plasmida DNA para utilizar en la transformacién
in vitro de las células mamiferas o en los experimentos
de inmunizacién de ratones se purificé mediante
cromatografia de intercambio de aniones, tal como se

describe en el Ejemplo 1.

Ejemplo 10. Caracterizacién inmunoquimica y

evaluacién de las proteinas prM y E de WNV expresadas por

pPCBWN.- Los productos de genes especificos WNV
codificados por 1la plasmida pCBWN se expresaron en
células COS-1. Las células se electroporacién vy
transformaron con plasmida pCBWN de acuerdo con Chang et
al. {J. Virol. 74: 4244-4252 (2000)). Las células
electroporadas se sembraron en matraces de cultivo de 75
cm® o en un plato de 12 cavidades para cultivo de tejido
que contenia una cubierta/pozo (coverslip/well) estéril.
Todos los matraces y las placas de 12 cavidades se
mantuvieron en una incubadora a 37°C, con CO; al 5 %.
Cuarenta horas después de la electroporacién, se
retiraron las células adherentes que contenian las
cubiertas de las células, se lavaron brevemente con PBS,

se fijaron con acetona por 2 minutos a temperatura

ambiente, y se les dejé secar al aire.

000269
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Se detecté expresidén de proteina wutilizando un
ensayo de anticuerpos con inmunofluorescencia indirecta
(IFA), tal como se describié en el Ejemplo 2. El1
anticuerpo monoclonal especifico del flavivirus de 1la
proteina E (Mab) 4G2, el fluido ascitico hiperinmune de
ratén WNV (HIAF) y suero de ratédn normal (NMS) a una
dilucién de 1:200 en PBS se utilizé como el anticuerpo
primario para detectar la expresién de proteina (Henchal

et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 31: B30-836 (1982)).

El medio de cultivo del tejido se cosechdé 40 y 80
horas después de la electroporacién. Se utilizé la
captura del antigeno (captura-Ag) ELISA para detectar el
antigeno del virus WN secretado en el medio de cultivo de
las células COS-1 transitoriamente transformadas. El Mab
4G2 y el Mab 6B6C-1 de rébano radicular conjugado con
peroxidasa se utilizaron para capturar los antigenos del
virus WN y detectar el antigeno capturado,
respectivamente. (Chang et al., J. Virol. 74: 4244-4452
(2000) ; Henchal et al., Am. J. Trop. Med. Hyg. 31: 830-
836 (1983); Roehrig et al., Virology 128: 118-126

(1983)).

El antigeno del virus WN en el medio se concentré
mediante precipatacién con polietilenglicol al 10% (PEG)-
8000. El precipitante se resuspendié en el tampén TNE (50
mM Tris, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, pH 7.5), se aclaré

mediante centrifugacién, y se almacend a 4°C.
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Alternativamente, el precipitante se resuspendié en un
tampén de liofilizacién (0.1 M TRIZMA y albuimina de suero
bovino al 0.4% en tampén salino borato, pH 9.0), se
liofilizd y se almacend a 4°C. Las preparaciones
liofilizadas se utilizaron con antigeno para la

evaluacién en MAC- y en IgG ELISAs indirecto.

La proteina especifica del virus WN se detecté
mediante IFA en las células CO0S-1 transformadas
transitoriamente. Las proteinas E, prM y M expresadas en
estas células fueron secretadas en el medio de cultivo.
El antigenc del virus WN concentrado por la precipitacién
PEG se extrajo con etanol al 7.0% para remover el PEG
residual (Aizawa et al., Appl. Enviro. Micro. 39: 54-57
(1980}). Se analizaron los antigenos extraidos con etanol
y los viriones WN de gradiente purificada en un NuPAGE,
gradiente Bis-Tris Gel al 4-12% en un aparato de
Electroforesis Excel Plus ({(Invitrogen Corp., Carlsbad,CA)
y se siquid con electrosecante (electroblotting) hacia
las membranas de nitrocelulosa utilizando una Unidad Blot
Excel Plus (Invitrogen Corp.). Las proteinas especificas
del virus WN ©producidas por las <células CO0S-1
transformadas transitoriamente fueron detectadas por HIAF
de ratén de virus especifico WN o por el Mab 4G2 de
flavivirus reactivo a la proteina E en un andlisis de
secante Occidental (Western blot), utilizando NMS como

control de suero negativo. Las proteinas exhibieron una



reactividad similar e idénticos pesos moleculares al
virion de la proteina E, prM y M del gradiente purificado
correspondiente, derivado del virus WN infectado del

cerebro del ratén cria {SMB).

En andlisis de NRA como un antigeno para el
diagnéstico ELISA, se reconstituydé una ampolleta de NRA
liofilizado, representando el antigeno cosechado de 40 ml
de fluido de cultivo de tejido en 1.0 ml de agua
destilada y se comparé con el antigeno reconstituido del
cerebro de ratén cria infectado con virus de WN (SMB)
provisto como extractos de sucrosa-acetona liofilizados
como P-propiolactona (Clarke et al., Am. J. Trop. Med.
Hyg. 7: 561-573 (1958)). Todas las proteinas
recombinantes, prM, M y E, tuvieron una reactividad
similar a aquella del virion del gradiente purificado de

las proteinas E, prM y M. i

Los especimenes humanos codificados se probaron
concurrentemente con antigenos en la misma prueba, en la
etapa de desarrollo. Los protocolos de MAC- e IgG ELISA
empleados fueron idénticos a los métodos publicados
(Johnson et al., J. Clin. Microbiol. 3B8: 1827-1831
(2000); Martin et al., J. Clin. Microbiol. 3B8: 1B23-1826.
(2000)). Se obtuvieron especimenes de suero humano del
banco de sueroc en nuestras instalaciones, que consisten
de especimenes enviados al DVBID para prueba de

confirmacién del virus WN durante la irrupcién de 1998S.

p09272
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En estas pruebas, se realizaron examenes MAC- e IgG ELISA
en una disolucién de espécimen de 1:400. Los especimenes
que produjeron relaciones positivas/negativas (P/N) OD
entre 2 y 3 se consideraron positivos sospechosos. Los
especimenes de suero sospechoso se sometieron a
confirmacién como positivoes tanto mediante ELISA como
mediante titulacién de punto final y prueba de
neutralizacién de reduccién de placa (PRNT). Todos los
especimenes que dieron relaciones P/N OD superiores a 3.0
se consideraron positivos sin necesidad de prueba

confirmatoria adicional.

Un ELISA capturado-AG empleando reactive del grupo
flavivirus, anti-E Mab, 4G2 y 6B6C-1, se utilizé para
detectar NRA secretado en el fluido del cultivo de
células COS-1 pCBWN transformadas. El1 antigeno se pudo
detectar en el medio un dia después de la transformacién:
y la maxima titulacién ELISA (1:32-1:64) en el fluido del
cultivo sin concentracién posterior se observd entre el
dia dos y el dia cuatro. E1 NRA se concentrdé mediante
precipitacién PEG, se resuspendidé en un tampén de
liofilizacién y se liofilizé para preservacién. Para el
desarrollo de la prueba diagnéstica, se reconstituyé una
ampolleta de NRA liofilizadeo con 1.0 ml de agua destilada
y se titulo en el MAC- o IgG ELISA indirecto utilizando
sueros humanos de referencia positiva y negativa de virus

WN (Johnson et al., J. Clin. Microbiol. 38: 1B27-1831
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{(2000); Martin et al., J. Clin. Microbiol. 38: 1823-1826
(2000})). Se encontrdé que las diluciones 1:320 y 1:160 del
NRA estaban en las concentraciones Optimas para
utilizacién en MAC- e IgG ELISA, respectivamente. Estas

diluciones generaron una relacién P/N ODgs5g de 4.19 y

4.54, respectivamente para MAC- y la prueba IgG. Los
antigenos SMB del virus WN producidos por las cepas NY-
6480 y Egl0l se utilizaron a una dilucién de 1:320 y
1:640 para MAC-ELISA, y de 1:120 y 1:320 para IgG ELISA,
respectivamente. Los antigenos de control negativo, los
precipitados PEG del medio de cultivo de células COS-1
normales y antigeno normal SMB, se utilizaron a las
mismas diluciones que para el respectivo NRA y antigeno
SMB. Los especimenes de suero humano, diluidos a 1:400 se
probaron concurrentemente por triplicado con antigenos de
control negativo y especificos del virus. Para que el

resultado positivo de la prueba fuera vdalido, el OD45p

del sueroc de la prueba que reaccioné con el antigeno
viral (P) tenia que ser por lo menos dos veces mayor gque
el valor correspondiente de densidad éptica del mismo

suero reaccionado con antigeno de control negativo (N).

La reactividad del NRA y de los SMBs del virus SLE y
Egl0l, NY-06480, se compararon por el MAC- y el IgG
ELISAs utilizando 21 especimenes de suero humano
codificados. De 1los 21  especimenes, 19 tuvieron

resultados similares en todos 1los tres antigenos (8
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negativos y 11 positivos sospechosos o positivos). Diez y
ocho especimenes también se probaron separadamente
utilizando antigeno SLE SMB. Solamente tres de los
especimenes positivos 13 Eg-101-SMB fueron positivos en
el SLE MAC-ELISA (Tabla 1). Ninguno de los especimenes
negativos del antigeno WN fue positivo con el SLE MAC-
ELISA. Este resultado confirmé una observacidédn previa de
que el virus anti-WN IgM no reaccioné cruzadamente de
forma significativa con otros flavivirus (Tardei et al.,
J. Clin. Microbiol. 38: 2232-2239 (1940)) y fue
especifico para diagnosticar infeccidén de virus agudo WN
independientemente de si se utilizé el antigeno NRA o SMB
en la prueba. Todes los especimenes fueron también
probados concurrentemente mediante IgG ELISA. Diez de los
21 especimenes fueron positivos utilizando cualesquiera

de los tres antigenos.

Los dos especimenes de suero discrepante (7 y 9)
ambos del mismo paciente, recopilados en el dia 4 y 44
después de que se inicidé la enfermedad, respectivamente,
fueron negativos IgM con NRA y antigeno SMB NY vy
positivos IgM utilizando antigeno Eg-101 SMB en la prueba
inicial. Para investigar aGn mé&s estos dos especimenes
discordantes, se volvieron a probar seis especimenes
recopilados secuencialmente de este paciente mediante el
punto final MAC- y los IgG ELISAs. Se pudo demostrar un

incremento serial superior a 32 veces
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seglin la titulacién MAC-ELISA entre el dia 3 y el dia 15,
con todos los antigenos utilizados. El fluido
cerebroespinal recopilado en el dia 9 después de 1la
iniciacién de la enfermedad también confirmé que este
paciente en efecto estaba infectado por WN poco tiempo
antes de tomar la muestra. El fluido cerebroespinal tenia
una lectura IgM P/N de 13.71 y 2.04 frente a los
antigenos Eg-101- y SLE-SMB respectivamente. Los
especimenes del dia 31 y del dia 44 fueron negativos
(<1:400) utilizando antigeno NY-SMB, pero positivos
utilizando NRA y Egl01-SMB. Se observaron titulaciones
compatibles IgG con todos los tres antigenos utilizados

en la prueba.

Ejemplo 1ll. Evaluacié4n de la respuesta inmune en

animales vacunados con pCBWN.- En el estudio se

utilizaron grupo de diez ratones hembras ICR de tres
semanas de nacidos. A los ratones se 1les inyectd
intramuscularmente (i.m.) una sola dosls de pCBWN o una
proteina fluorescente verde expresando plasmida (pEGFP)
DNA (Clonetech, San Francisco, CA.). El1 DNA de plasmida
pPCBWN se purificé a partir de las células azules XL-1
con Kits de Giga Plasmida EndoFree (Qiagen) y se
resuspendié en PBS, pH 7.5, a una concentracién de 1.0
pg/ul. Los ratones que recibieron 100 ug de pEGFP se
utilizaron comoc controles no vacunados. A los ratones se

inyecté la plasmida pCBWN a una dosis de 100, 10, 1.0, o

000276



? Bun27;

0.1 pg en un volumen de 100 pl. Los grupos que recibieron
10, 1.0, o 0.1 pg de pCBWN fueron vacunados mediante el
protocolo de entrega de gen in vive mediado por
electrotransferencia utilizando el electroporador de onda
cuadrada EMC-830 (Genetronics Inc. San Diego, CA.). El
protocolo de electrotransferencia se basd en el método de
Mir et al., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 4262-
4267.(1999)). Inmediatamente después de la inyeccién de
DNA, se aplicaron pulsaciones eléctricas transcuténeas
mediante dos electrodos de placa de acero inoxidable,
colocados a 4.5-5.5 mm de distancia, a cada lado de la
pata. El contacto eléctrico con la piel de la pata se
aseguré humedeciendo completamente la pata con PBS. Se
aplicaron dos juegos de cuatro pulsos de 40 voltios/mm de
25 msec de duracién con un intervalo de 200 msec entre
pulsos. La polaridad del electrodo se reversd entre el

conjunto de pulsaciones para mejorar la eficiencia de la

electrotransferencia.

Los ratones se sangraron cada 3 semanas después de
la inyeccién. La respuesta del anticuerpo especifico del
virus WN se evaludé mediante ELISA de captura-AG y prueba
de neutralizacién de reduccién de placa (PRNT). Se
probaron los sueros individuales con IgG ELISA, y 1los
sueros agrupados de 10 ratones de cada grupo se ensayaron
con PRNT. Todos los ratones vacunados con pCBWN tenian

titulaciones de IgG ELISA que fluctuaban entre 1:640 y
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1:1280 tres semanas después de la vacunacién. Los sueros
agrupados recolectados a las semanas tres y seis tenian
una titulacién de anticuerpo Nt de 1:80. Ninguno de los
especimenes de suero de los ratones de control PpEGFP

exhibieron ninglin ELISA o titulacién Nt al virus WN.

Para determinar si la vacunacién i.m. simple de
pCBWN podia proteger a los ratones contra la infeccién
del virus WN, los ratones se retaron con virus NY-6480
bien sea mediante inyeccién intraperitoneal o mediante
exposicién a la picada de mosquitos infectados con el
virus Culex. La mitad de los grupos de lo ratones fueron
retados intraperitonealmente (ip) 6 semanas después de la

vacunacién con virus 1.000 LDgg (1,025 PFU/100 pl) de

NY99-6480. Los ratones restantes se expusieron a picadas
de tres mosquitos tritaeniorhynchus Culex que habian sido
infectados con virus NY99-6480 7 dias antes del
experimento del reto. A los mosquitos se les permitiéd
alimentarse en los ratones hasta «que estuvieron
totalmente llenos. Se observaron los ratones dos veces al

dia durante tres semanas después del reto.

Fue evidente que la presencia de los anticuerpos Nt
se correlacioné con la inmunidad protectora puesto que
todos los ratones inmunizados con DNA del virus WN
permanecieron saludables después del reto del virus,
mientras que todos los ratones de contrel desarrollaron

sintomas de infeccién CNS 4-6 dias después del reto del
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virus y murieron en un promedio de 6.9 y 7.4 dias después
del reto intraperitoneal o del reto del mosquito
infectado, respectivamente. En el grupo vacunado, el
suero agrupado recopilado tres semanas después del reto
con el virus (9 semanas después de la inmunizacién) tenia
titulaciones de anticuerpo Nt de 1:640 o 1:320. Los
sueros de los ratones vacunados agrupados reaccionaron
solamente con la proteina E en el andlisis de secante

Western.

Se inmunizaron grupos de diez ratones con 10.0 a 0.1
pg de pCBWN por animal mediante la wutillzacién de
electrotransferencia. Todos los grupos que recibieron
pCBWN estuvieron completamente protegidos del reto del
virus. A las 6 semanas sSiguientes a la inmunizacién todos
los grupos de ratones electrotransferidos tenia
titulaciones Nt inferiores a cuatro veces diferentes a
las de los animales que recibieron 100 pg de pCBWN
mediante . inyeccién i.m. convencional sin
electrotransferencia. Los dos resultados que comprueban
la inmunizacién eficaz sugieren que el protocolo de
electrotransferencia mejora 1la inmunogenicidad y 1la
eficacia protectora de la vacuna DNA del invento cuando
se lleva a cabo en la forma desacrita en (Mir et al.,

Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 96: 4262-4267.(1999)).
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Se mostrd que las veguas y los capones de raza mixta
de varias edades utilizados en este estudiec fueron
negativos para el anticuerpo del virus SLE y del virus WN
de acuerdo con el ELISA Y EL PRNT. A cuatro caballos se
les inyecté intramuscularmente una sola dosis (1.000
pug/1.000 nul en PBS, pH 7.5) de plasmida de pCBWN. Los
especimenes de suero se recopilaron dia de por medio
durante 38 dias antes del reto con el wvirus y 1la
respuesta del anticuerpo especifico del virus WN se

evaludé mediante MAC- o IgG ELISA y PRNT.

Dos dias antes del reto con el virus, 12 caballos (4
vacunados y 8 de control) se relocalizaron en un nivel de
bioseguridad (BSL)-3 de una edificaciétn que los albergaba
en la Universidad del Estado de Colorado. Los ocho
caballos de control no vacunados fueron sujetos a un
estudio que se disefid para investlgar la patogénesis
inducidas del virus WN en caballos y el potencial de los
caballos para servir como huéspedes amplificadores. Los
caballos fueron retados cada uno con la picadura de 14 o
15 mosquitos Aedes albopictus que habian sido infectados
con el wvirus NY99-6425 o BC787 12 dias antes de hacerle
el reto al caballo. A los mosquitos se les permitié
alimentarse en los caballos por un periodo de 10 minutos.
Los caballos se examinaron para buscar seflales de 1la
enfermedad dos veces al dia. Se registré la temperatura

corporal y se recopilaron especimenes de suero dos veces
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al dia desde el dia 0 (dia de la infecci6n) hasta el dia
10, ¥ luego una vez al dia hasta el dia 14. Se
reglstraron las pulsacliones y la respiracién diariamente
después del reto. Las muestras de suero recopilado se
probaron mediante titulacién de la placa para detectar la
viremia y mediante el MAC- o0 el IgG ELISA y el PRNT para

una respuesta de los anticuerpos.

No se .observé ninguna reaccién sistémica o local en
ningin caballo vacunado. El suero de 1los caballos
individuales se probd con PRNT. Los caballos vacunados
desarrollaron un anticuerpo Nt superior o equivalente a
1:5 entre los dias 14 y 31, Las titulaciones del punto
final para los caballos vacunados, #5, #6, #7, y #8, en
el dia 37 (dos dias antes del reto con el mosquito)
fueron de 1:40, 1:5, 1:20, y 1:20, respectivamente. Los
caballos vacunados con la plasmida pCBWN continuaron
saludables después del reto con el virus. Ninguno de
ellos desarrolld una viremia detectable ni fiebre desde
los dias 1 a 14. Todos los caballos de control no
vacunados se infectaron con el virus WN después de
exposicién a las picaduras de mosquito infectado. Siete
de los ocho caballos no vacunados desarrollaron viremia
que aparecid durante los primeros 6 dias después del reto
con el virus. Los caballos virémicos desarrollaron un
anticuerpo Nt entre el dia 7 y el dia 9 después del reto

con el virus., El tdnico caballo de 1la totalidad del
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estudio que mostrd signoas clinicos de la enfermedad fue
el caballo #11, que tuvo fiebre y mostré seflales
neurolédgicas a partir del dia 8 después de la infeccidn.
Este caballo progresé a una enfermedad clinica severa
dentro de las 24 horas y se sometidé a eutanasia en el dia
9. Cuatro caballos representativos, #9, 10, 14 y 15, que
presentaron viremia para los dias 0, 2, 4, o 6 se
seleccionaron y utilizaron como ejemplos en este ejemplo.
Las titulaciones del virus fluctuaron entre 10''° PFU/ml
de suero (en el caballo #10), nivel detectable mé&s bajo
de nuestro ensayo, a 10®‘/ml (en el caballo #9). El
caballo #14 no desarrolldé una viremia detectable durante
el periodo de la prueba. Sin embargo, este caballo se
infectd con el virus, tal como lo comprueba el anticuerpo

Nt detectado después del dia 12.

La respuesta anamnéstica del anticuerpo Nt nc se
observd en los caballos vacunados tal como se comprueba
por el incremento gradual en la titulacién Nt durante el
experimento. El anticuerpo Nt preexistente en el caballo
vacunado antes del reto con el mosquito pudo suprimir la
infeccién y replicacién del wvirus inicilal. Sin la
replicacién del virus, el antigeno del virus del reto
suministrado por 1los mosquitos infectados puede no
contener una masa de antigeno suficlente para estimular
la respuesta inmune anamnéstica en el caballo wvacunado.

Todos los caballos vacunados se sometieron a eutanasia a
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los 14 dias después del reto con el virus. No se
observaron lesiones patolégicas e histopatolédgicas graves

indicadoras de la infeccién viral WN.

Ejemplo 12. Preparacién de los plamidas

recombinantes que contienen secuencias de codificacién

para proteinas prM y E del virus de fiebre amarilla (YFV)

0 del virus de encefalitis St. ILouis (SLEV).- Una

estrategia similar a 1la de construir el plasmida
recombinanye pCDJE2-7 se utilizé para preparar plasmidas
recombinantes YFV y SLEV. El1 RNA genémico se extrajo de
150 uL de la cepa TRI-788379 del YFV o0 semillas de virus
78V-6507 de la sepa SLEV utilizando un Kit RNA Viral
QlAamp™ (Qlagen, Santa Clarita, CA.). El RNA viral se
utilizé como una plantilla para amplificacién de las
reglones que codifican el gen prM y E del YFV o del SLEV.
Se utllizaron imprimadores YFDV389 (secuencia nuclebdtida,
SEQ ID NO:4; secuencia de aminoédcido, SEQ ID NO:5),
CYFDV2452 (SEQ ID NO:6), SLEDVA10 (secuencla nucledtida,
SEQ ID NO:7; secuencia aminoadcida, SEQ ID NO: 8) vy
cSLEDV2449 (SEQ 1ID NO:9) para generar los A&cidos
nucléicos recombinantes correspondientes, tal como arriba
se describe, para la preparacién de 1las plasmidas
recombinantes de JEV y de WNV, El c¢DNA amplificado RT-PCR
digerido con las enzimas Kpnl y Notl se insertd en un
sitio de KpnI-NotI de un vector de plasmida de expresién

eucariética, pCDNA3 (Invitrogen). Se secuenciaron ambas



106 . pup2Ba

cepas del cDNA y se verificaron para la identidad con
respecto a las secuencias de la cepa TRI-788379 YFV o de
la cepa 78V-6507 SLEV. Los plasmidas recombinantes pCDYF2
y pCDSLE4-3, que contenian las secuencias nucleétidas de
las regiones codificadoras prM y E para el YFV o SLEV,
respectivamente, su purificaron utilizando un Kit de Maxi
Plasmida EndoFree™ (Qiagen), y se utilizé para

transformacién in vitro de la inmunizacidén de ratones.

Los antigenos especificos YFV o SLEV se expresaron
en células COS-1 transformadas mediante pCDYF2 o
pCDSLE4-3, respectivamente. El1 nivel de proteinas
expresadas fue similar al control de la célula COS-1
infectada con YFV- o SLEV. Tal como en el modelo JEV se
obtuvieron lineas de células COS-1 transformadas mediante
genes que llevaban vectores para los antigenos virales
que esencialmente expresan proteinas antigénicas YFV o
SLEV. La diagramacién epitope mediante IFA utilizando un
panel de Mabs especificos-E de YFV o SLEV indicaron que
la proteina E auténtica estaba expresada por las células
COS-1 transformadas de pCDYF2- o© pCDSLE4-3. Un estudio
preliminar indicé que el 100% de los ratones ICR hembras
de tres semanas, se seroconvirtieron después de
inoculacién intramuscular con una sola dosis 100 ug/100

pL de plasmida pCDSLE4-3 en agua desionizada.

Ejemplc 13. Preparacién de plasmidas recombinantes

que contienen secuencias de codificacidédn para el virus de
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encefalitis St. Louis con_ antigenos prM y E de 1la

secuencia de sefial JEV. E1l RNA genémico se extrajo de 150

pL de medio cultivo de célula Vero infectado con cepa
MSI-7 del virus de encefalitis St. Louis utilizando el
conjunto Kia QIAamp™ de RNA Viral (Qiagen, Santa Clarita,
CA). El1 RNA extraido se levigd y suspendid en 80 ul de
agua libre de nucleasa y se utilizé como una plantilla
para la amplificacién de las secuencias de codificacién
del gen prM y E del virus de encefalitis St. Louis. Las
secuencias del imprimador se obtuvieron de un trabajo de
Trent et al. (Virology 156: 293-304 (1987)). Un fragmento
de cDNA que contenia la regién nuecldétida gendémica se
amplificé mediante reaccidédn en cadena inversa de
tranacriptasa-polimerasa (RT-PCR). Se disefié el sitio de
restriccién Afel al terminal de 5' para el cDNA
vtilizando amplimer SLE463 (SEQ ID NO:30). En un codon de
terminacién de traslacién en trama, sequido por un sitio
de restriccié4n NotI se introdujo en el terminal 3' del
cDNA utilizando amplimer cSLE2447 (SEQ ID NO:31), el
producto de RT-PCR se purificé mediante el Kit de

purificacién PCR cuya QIAquick™ (Qiagen).

El amplicon de doble ramificacién, producido por 1la
utilizacién de los dos amplimeros antedichos (SEQ 1ID
NO:30 y SEQ ID NO:31), fue digerido con enzimas Afel y
Notl para generar un fragmento 2004 de DNA (463 a

2466nt), y se insertd en los sitios Afel y NotI de un
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vector pCBJESS-M para formar pCBSLE (secuencia
nucletétida, SEQ ID NO:21; secuencia de aminodcido, SEQ
ID NO:22). El1 pCBJESS-M se derivé de la plasmida pCBamp
que contenia el promotor del gen precoz de
citomegalovirus y el elemento de control translacional vy
un elemento de secuencia de seflal JE modificada con
ingenieria (SEQ ID NO:27). El1 elemento de la secuencia de
seflal JE comprende la secuencia de sefial JE modificada en
la posicién -4 (Cis a Gli) y -2 (Gli a Ser) en la

plasmida original pCBJESS.

La secuencia de DNA automatizada wutilizando un
Secuenciador 377 prisma ABI (Applied Biosystems/Perkin
Elmer, Foster City, CA) se utilizé para confirmar que la
plasmida recombinante tenia una secuencia prM y E
correcta, tal como lo definié Trent et al. (Virology 156:

293-304 (1987)).

Ejemplo 14. Preparacién de plasmidas recombinantes

que contiene secuencias de codificacidn de las proteinas

prM y E para el virus de fiebre amarilla (YFV) con

secuencia de seflal JEV.- El1 RNA genbmico se extrajo de

150 pL de medio cultivo de célula Vero infectado con cepa
17D-213 de virus de fiebre amarilla utilizando el Kit RNA
Viral QIAamp™ (Qiagen, Santa Clarita, CA). El1 RNA
extraido se levigd y suspendié en 80 pl de agua libre de
nucleasa y se utilizé como plantilla para la amplificacién de

las secuencias de codificacién del gen prM y E del virus de
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fiebre amarilla. Las secuencias del imprimador se
obtuvieron a partir del trabajo de dos Santos y otros
(Virus Research 35: 35-41 (1995)). Un fragmento de cDNA
que contenia la regién nuclebétida gendémica se amplificd
mediante la reaccidén en cadena transcriptasa-polimerasa
inversa (RT-PCR). Se disefi®é con ingenieria el sitio de
restriccién Afel en el terminal 5' del cDNA utilizando
amplificador YF482 (SEQ ID NO:28). Un codon de
terminacién de traslacién en trama, sequido por un sitio
de restricciédn NotlI se introdujo en el terminal 3' del
cDNA utilizando amplimero cYF2433 (SEQ ID NO:29). El
producto RT-PCR se purificé con el Kit de Purificacién

PCR QIAquick™ PCR (Qiagen).

El amplicdbn de doble ramificacién, producido
mediante la utilizacién de los dos amplimeros antedichos
(SEQ ID NO:28 y SEQ ID NO:29), se digiridé con enzimas
Afel y NotI para generar un fragmento 1971 de DNA (482 a
2452nt), y se inserté en los sitios Afel y Notl del
vector pCBJESS-M para formar pCBYF (secuencia nucledétida,
SEQ ID NO:23; secuencia de aminoAcido, SEQ ID NO:24). El
pCBJESS-M se obtuvo de la plasmida pCBamp que contenia el
promotor del gen precoz de citomegalovirus y el elemento
de control translacional y un elemento de secuencia de
seflal JE disefiado con ingenieria (SEQ ID NO:27). El

elemento de secuencia de seflal JE comprende la secuencia
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de sefial JE modificada en las posiciones -4 (Cis a Gli) y

-2 (Gli a Ser) de la plasmida JESS en el pCBJESS.

La secuencia de DNA automatizada utilizando un
Secuenciador 377 prisma ABI (Applied Biosystems/Perkin
Elmer, Foster City, CA) se utilizd para confirmar que la
plasmida recombinante tenia una secuencia prM y E
correcta, tal como lo definidé dos Santos y otros (Virus

Research 35: 35-41 (1995)).

Ejemplo 15. Preparacién de plasmidas recombinantes

que contiene secuencias de codificacién para los

antigenos prM y E del virus Powassan con secuencia de

sefial JEV.- E1 RNA genémico se extrajo de 150 pL de medio
de cultiveo de célula Vero infectado con cepa LB del virus
Powassan utilizando el Kit RNA Viral QIAamp™ (Qiagen,
Santa Clarita, CA). El1 RNA extraido se levigd y suspendié
en 80 ul de agua libre de nucleasa y se utilizé como
plantilla para la amplificacién de las secuencias de
codificacién del gen prM y E del virus Powassan. Las
secuencias de imprimacién se obtuvieron a partir del
trabajo de Mandl et al. (Virology 194: 173-184 (1993)).
Un fragmento de cDNA que contenia la regidén nucleébtida
genémica se amplificéd mediante reaccién en cadena
transcriptasa-polimerasa inversa (RT-PCR). El sitio de
restriccién Afel se disefl®é con ingenieria en el terminal
5' del cDNA utilizando amplimero POW454 (SEQ ID NO:25).

Un codon de terminacién de traslaciébn en trama,

000288
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seguido por un sitio de restriccién NotI se introdujo en
el terminal 3' del c¢DNA utilizando el amplimero cPOW2417
(SEQ ID NO:26). El producto RT-PCR se purificé con un Kit

de Purificacién PCR QIAquick™ (Qiagen).

El amplicén de doble ramificacién, producido por la
utilizacién de los dos amplimeros antedichos (SEQ 1ID
NO:25 y SEQ ID NO:26), se digirié con enzimas AfeI y NotI
para generar un fragmento 1983 bp de DNA (454 a 2436nt),
y se insertd en los sitios Afel y NotI de un vector
pCBJESS-M para formar pCBPOW (secuencia nucledétida, SEQ
ID NO:19; secuencia de aminodcido, SEQ ID NO:20). El1
PCBJESS-M se obtuvo de la plasmida pCBamp que contenia el
promotor del gen precoz del citomegalovirus y el elemento
de contreol translacional y un elemento de secuencia de
gsefial JE diseflado con ingenieria (SEQ ID NO:27). E1l
elemento de secuencia de sefial JE comprende la secuencia
de serial JE modificada en la posicién -4 (Cis a Gli) y -2

(Gli a Ser) en la plasmida pCBJESS.

La secuencia DNA automatizada utilizande un
Secuenciador 377 prisma ABI (Applied Biosystems/Perkin
Elmer, Foster City, CA) se utilizé para confirmar que 1la
plasmida recombinante tenia una secuencia prM y E
correcta, tal como lo definié Mandl et al. (Virology

194:173-184, (1993)).
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Ejemplo 16. Preparacién de plasmidas que contiene

secuencias de codificacién para proteinas estructurales

de dengue serotipo 2.- Los procedimientos como los

llevados a cabo para otros flavirirus (ver ejemplos 1, 9
y 12-15) deben seguirse para preparar vectores que
incluyen TUs de adcldo nuclélco para antigenos de dengue
serotipo 2. De acuerdo con los ejemplos, los amplimeros
utilizados para la construccién de los vectores se pueden
elegir par.a disefiar con ingenieria la secuencia de la
sefial de virus de dengue normal o se pueden elegir para
disefiar con ingenieria una secuencia de sefial a partir de
otro flavivirus, tal como la secuencia de sefial del virus

de encefalitis japonesa modificada-

Se debe construir una plasmida que contiene la
regién del gen de dengue serotipo 2 desde el prM hasta E.
Los genes prM y E del dengue serotipo 2 (Deubel et al.,
Virology 155:365-377 (1986); Gruenberg et al., J. Gen.
Virol. 697 1301-1398 (1988); Hahn et al., Virology
162:167-180 (1988)) se deben ligar en una plasmida tal
como pCDNA3, y luego escindir y clonar en vectores tales
como pCBamp, pCEP4, pREP4, o pRc/RSV (suministrados por
Invitrogen, Carlsbad, CA) para permitir la expresién. Si
fuere necesario, se puede amplificar wuna secuencla
especifica del virus dengue serotipo 2 codificada en una
secuencia cDNA utilizando un procedimiento tal como 1la

reaccién de polimerasa en cadena (PCR) .
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Alternativamente, si el RNA viral es la fuente de 1la
regiétn del gen, una secuencia DNA puede ser amplificada
mediante un procedimiento RT-PCR. Un fragmento DNA
incluyendo un codon de iniciacién en el extremo 5', y un
codon de terminacién en el extremo 3' debe clonarse en un
vector de expresién en un sitio apropiado de restriccién
especifica de nucleasa, de tal forma que el promotor
precoz inmediato (IE) del citomegalovirus (CMV), un codon
de iniciacidén, y un terminador, estén operablemente

ligados a la secuencia del virus dengue serotipo 2.

Ejemplo 17. Vacunacién de ratones utilizando una

vacuna DNA de denque serotipo 2.- La vacuna TU nucléica

del dengue serotipo 2 que codifica la reqién del gen a
partir de prM a E preparada en el Ejemplo 16 se debe
suspender en un portador farmacéutico idéneo, tal como
agua para inyeccidén o salina fisiolégica tamponada e
inyectar intramuscularmente a grupos de ratones
destetados. Los grupos de control recibieron una
preparacién de plasmida comparable que no tenia los genes
especificos del dengue serotipo 2. La generacién de los
anticuerpos especificos del dengue serotipo 2 y/o de las
células citotéxicas del sistema inmune especifico al
dengue serotipo 2 se debe evaluar a intervalos fijos de
alli en adelante, por ejemplo a intervalos semanales.
Alrededor de dos a cuatro meses después de la

administracién de la vacuna TU de &cideo nucléico, los
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ratones se retan con virus del dengue serotipo 2. Los
niveles de viremia se deben evaluar de alli en adelante a
intervalos apropiados, tal como cada dos dias. Se debe
evaluar la proteccién pasiva por el anticuerpo materno,

tal como se indica en el Ejemplo 8.

Ejemplo 18. Diseflo y construccién de Péptidos de

Seflal Mejorada.- Los péptidos de seflal pueden determinar

la translocacién y orientacién de la proteina insertada,
y por consiguiente, la topologia de las proteinas prM y
E. La caracteristica mé&s comin de los péptidos de seilal
de eucariotos consiste de un tramo de 8 a 12 &cidos
aminohidrofébicos llamados la regién-h (von Heijne,
“"Signal sequences. The limits of variation” J. Mol. Biol.
184: 99-105 (1985)). La regidén entre el Met iniciador y
la regién-h, que se conoce como la regidén-n, por lo
general tiene de uno a cinco aminodacidos, y normalmente
porta aminodcldos cargados positivamente. Entre la
regién-h y el sitio de separaciédn se encuentra la regién-
c, que consgiste de tres a siete residuos de aminodcidos
polares pero en su mayoria no cargados. Durante la
sintesis de la poliproteina viral, la modulacién del
sitio de separacién de signalasa desde una conformacidn
criptica hasta la divisible en la unién de las proteinas
C vy prM depende de la remocidétn previa de la proteina C
por el complejo de proteasa viral, NS2B/NS3 (Lobigs,

“Flavivirus premembrane protein cleavage and spike

000292
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heterodimer secretion require the function of the viral
protinase NS3”, Proc. Natl. Acad. Sci. U S A, 90: 6218-
6222 (1993)). Por consiguiente, es critico considerar la
eficacia de la secuencia de la sefial viral cuando las
proteinas prM y E deben expresarse solas mediante una

plasmida de expresién.

Las diferencias péptidas de seflal en diversas
construcciones plasmidas pueden responder, por lo menos
en parte, por las diferencias en la translocaclién de
proteinas, la presentacién del sitio de separaclén y la
topologia correcta, y por consiguiente de la formacibédn
VLP y secrecién de prM y E. La modulacidén u optimizacién
de estos atributos se puede mejorar mediante la seleccién
o utilizacidén de secuencias de sefial con propiedades que
impartan las caracteristicas deseadas. Esto se puede
lograr mediante la utilizacién de programas de computador
de aprendizaje mecanico utilizando, por ejemplo, un
modelo Markov oculto (HMM) capacitado en eucariotos (ver
Henrik Nielsen et al., “Prediction of signal peptides and
signal anchors by a hidden Markov model”, En Actuaciones
para la Sexta Conferencia Internacional sobre Sistemas
Inteligentes para Biologia Molecular (ISMB 6), Imprenta
ABAI,, Menlo Park, Californla, pp- 122-130 (1998);
Nielsen et al., “Machine Learning approaches to the
prediction of signal peptides and other protein sorting

signals”, Protein Engineering 12: 3-9 (1999); Nielsen et

000293
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al., “A neural network method for identification of
prokaryotic and eukaryotic signal peptides and prediction
of their cleavage sites”, Int. J. Neural Sys. 8: 581-599
(1997); “From sequense to sorting; Prediction of signal
peptides”, Henrik Nielsen, Ph.D. Tesis de Henrik Nielsen,
Ph.D., defendida en el Departamento de Bioquimica dela
Universidad de Estocolmo, Suecia (25 de mayo 25 1999);
cada uno de los cuales se incorpora a este documento por
referencia,. particularmente para la ensefilanza relacionada
con la optimizacién de las secuencias de sefial utilizando

algoritmos habilitados por computador).

Un ejemplo del tipo de programa utilizado se
encuentra en la direccidén http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP-
2,0/, al 3 de abril de 2002, E1 HMM descrito en las
referencias que se han mencionado y se han incorporado se
aplicé para calcular la probabllidad péptida de sefial de
las secuencias péptidas de sefial prM en estructuras de
plasmidas diferentes (Tabla 7). La sefial P-HMM busca
correctamer;te predichos 1los 8sitios de divisién de 1la
peptidasa de seflal en todas las estructuras. Sin embargo,
se observaron considerables diferencias en la
probabilidad de separacliétn (que fluctdian entre 0.164 y
1.000) y en 1la probabilidad péptida de seflal (que
fluctian entre 0.165 y 1.00) (Tabla 7). Esto no es
sorprendente, puesto que se sabe que el sitlo de divisién

y 1la probabilidad péptida de seflal también estén
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influenciadas por los amincacidos cargados pesitivamente
en la regién-n, la longitud del aminodcido hidrofdébico en
la regién-h y la composicién del aminodcido en la regibn-
c en las estructuras (Chang et al., “Flavivirus DNA
vaccines: current statuts and potencial”, Annals of NY
Acad. Sci. 951: 272-285 (2001); Sakaguchi et at.,
“Functions of 8Signal and Signal-Anchor Sequences are
Determined by the Balance Between the Hidrophobic Segment
and the N-Terminal Charge”, Proc. Natl. Acad. Sci. USA

B9: 16-19 (1992)).

Tres estructuras plasmidas del virus JE, cada una
derivada de <diferente <cepa del virus JE mostrd
potenciales de vacuna diferentes (Lin et al., "“DNA
immunization with Japanese encephalitis virus
nonstructural protein NS1 elicits protective immunity in
mice”, J. Virol. 72: 191-200 (1998); Konishi et al.
“Introductin of protective immunity against Japanese
encephalitis in mice by immnunizaation with a plasmid
encoding Japanese encephalitis virus premembrane and
envelope genes”. J. Virol. 72: 4925-4930 (1998); Chang et
al., “A single intramuscular injection of recombinant
plasmid DNA induces protective immunity and prevents
Japanese encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4255
(2000); Las secuencias del péptido de sefial en estas
estructuras son diferentes en longitud de la regidén-n que

pueden contener o no aminodcidos cargados (Tabla 7). La

0082935
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regién-n que contiene aminodclidos cargados positivamente
forma un bucle corto en el lado citoplasmico que causa
que la regién-h (transmembrana helicoidal) se inserte en
orientacién de cola, exponiendo el sitio de divisién de
la signalasa. En nuestro estudio, los VLPs secretados que
contienen proteinas prM/M y E se pudieron purificar a
partir de un medio de cultivo de 1las células CO0S-1
transformadas transitoriamente pCDJE1-14, o JE4B, o la
linea de 1la célula transformada pCDJES-7. Los VLPs de
gradiente purificada y los viriones tienen propiedades
bioquimicas e inmunolégicas 1dénticas. El procesamiento
de la eficacia desde la proteina prM hasta la proteina M
madura, el sello distintivo de 1la morfogénesis del
flavivirus, es también similar entre las particulas de
virion y VLPs. Por consiguiente, las proteinas prM y E
expresadas por pCDJES-7 y pCDJEl1-14 se pueden expresar
como proteinas de transmembrana tipo I en la orientacién
similar a aquella del virion prM y E (Chang et al., “A
single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000); en
contraste, la proteina prM de pcDNA3JEME se puede
expresar com¢o una proteina de membrana tipo II con su
regién-h de transmembrana insertada en orilentacién de la
cabeza debldo a la ausencla de aminoadcidos cargados
positivamente en su reglén-n Konishi et al. “Induction

of protective immunity against Japanese encephalistis in
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mice by immunization with a plasmid encoding Japanese
encephalitis virus premembrane and envelope genes”. J.
Virol., 72: 4925-4930 (1998)); La sintesis de proteina
eficiente en combinacién con la proteina expresada dque
tlene la topologia correcta, particularmente del prM y E
expresados, puede mejorar la formulacién y secreciédn VLP
Y bpor consiguiente promover la inmunogenicidad de la
vacuna DNA (Chang et al., "“A single intramuscular
injection of recombinant plasmid DNA induces protective
immunity and prevents Japanese encephalitis in mice”, J.

Virol. 74: 4244-4252 (2000)).

La utilizacién de coémputos que se basan en
computador, tal como arriba se describid, se ha aplicado
para optimizar el disefio de la plasmida de expresién. En
particular, la facultad predictiva del programa SignalP-
HMM se ha aplicado para disefiar la plasmida de expresién
del virus WN (Tabla 2) (Davis et al. “West Nile virus
recombinant DNA vaccine protects mouse and horse from
virus challenge and expresses in vitro a noninfectious
recombinant antigen that can be used in enzyme-linked
imunosorbe‘nt assays”, J. Virol. 75: 4040-4047 (20001}).
La plasmida pCBWN consiste de una versién corta del
péptido de sefial de virus JE seguldo por la secuencla del
gen prM-E del virus WN. El potencial de la vacuna de esta
estructura se demostré ampliamente, puesto que una sola

inyeccién i.m. de pCBWN DNA no solamente indujo una

000297
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inmunidad protectora sino que también impidié la

infeccién del virus WN en ratones y caballos.

Tal como se discutidé anteriormente, y como se
demostré en los Ejemplos 13-15, la secuencia de seflal
que codifica el virus del mismo virus como las regiones
que codifican el antigeno no es necesariamente el péptido
de sefial éptima disponible. Ademas, la secuencia de sefal
no modificada no es necesariamente &éptima. Por ejemplo,
el péptido de sefial codificado en la plasmida pCBJE1-14
se puede mejorar, medida por la probabilidad de secuencia
de sefltal acortando la regién-n, cambiando la regidén-c, o
mediante la combinacién de ambas modificaciones (Figura
6). A manera de ilustracién, se ha utilizado una versién
acortada del péptido de seflal del virus JE para las
expresiones de los genes prM y E del virus WN, tal como
se describe en este documento y en los documentos
incorporados a este invento por referencia a 1las
ensefianzas (Davis et al. “West Nile virus recombinant DNA
vaccine protects mouse and horse from virus challenge and
expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen
that can be used in enzyme-linked immunosorbent assays”,
J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)). Los &estudios de
titulacién de dosis mediante inoculacién simple i.m.
indicaron que el pCBWN fue por lo menos 2-4 veces mis

inmunogénico que el pCBJEl-14 en ratones.
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Ejemplo 19. Vacunas Multivalentes.- También se

pueden producir las vacunas multivalentes y/o de
combinacién disefladas para inmunizar contra miltiples
flavivirus. Al preparar una vacuna multivalente, 1los
componentes de la vacuna monovalente se preparan
incluyendo los elementos relacionados con los patdgenos
de interés, tales como YF, diferentes serotipos de virus
DEN, JE, WN, SLE y TBE (RSSE y CEE) y cualquier otra
combinacién de flavivirus. El disefioc y la produccién de
estructuras DNA, tal como se describe en los otros
ejemplos y en las especificaciones, se llevan a cabo en
la forma descrita. Se pueden hacer combinaciones de
vacunas apropiadas para proporcionar vacunas de
combinacién ¢ multivalentes que protejan contra patédgenos
miltiples. Los datos preliminares de nuestro grupo han
demostrado que la inyeccién i.m. de vacunas combinadas
pCBJE1-14 y PCBWN DNA indujeron anticuerpos Nt
especificos de virus WN y de virus JE en ratones (Tabla
8). Cada componente monovalente, inclusive si esta
construido wutilizando regquladores translacionales vy
transcripcionales idénticos preferiblemente se debe
probar en un sistema de modelo andlogo para garantizar su
potencial de vacuna. Un cédctel de vacuna de vacunacibdn se
puede entonces formular. Estos cécteles de vacuna se
pueden disefiar especificamente para regiones geograficas
particulares. Por ejemplo, un céctel de vacuna para el

Asia tropical y subtropical debe incluir cuatro
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serotipos de vacuna de virus DEN; WN y JE. Los cécteles
de vacunas similarmente Gtiles para el Africa y América
Latina deberian incluir cuatro serotipos de vacunas DEN,
WN y virus YF y cuatro serotipos de vacunas de virus DEN,

Rocid y YF, respectivamente.

Ejemplo 20. Preparacién y prueba de vacunas recombinantes

del virus dengue tipo 2.

a. Resumen del Ejemplo.- Se construyeron una serie

de plasmidas que codifican las proteinas de premembrana
(prM) y las proteinas envolventes (E) del virus dengue
tipo 2 (DEN-2). Estos plasmidas incluyeron una estructura
del prM-E del DEN-2 auténtico (pCBD2-14-6) (SEQ ID NO:42)
que codifica la proteina descrita por SEQ ID NO:43, una
estructura quimérica E del virus de encefalitis japonesa
(JE) 90% DEN-2 E-10% (pCB9D2-1J-4-3) (SEQ ID NO:44) que
codifica la proteina descrita por SEQ ID NO:45 y una
estructura quimérica E JE 80% DEN-2E-20% (pCB8D2-~-2J-9-
1) (SEQ ID NO:46) que codifica la proteina descrita por
(SEQ ID NO:47). La reactividad del anticuerpc monoclconal
(Mab) indicé que todas las tres plasmidas expresaron
epitopes de proteina E que reaccionaron con un panel de
anticuerpos de dominic 1, 2 y 3. Sin embargo, solamente
la estructura pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46) secretd
altos niveles de prM, M (prM madura) y E en el medio de
las células plasmidotransformadas COS-1. La porcién mayor

de la proteina prM y E expresada por las células
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transformadas COS-1 con plasmida pCBD2-14-6 (SEQ 1ID
NO:42) y por las células COS-1 transformadas con plasmida
pCB9D2-4-3 (SEQ ID NO:44) permanecieron con las membranas
ligadas. El reemplazo del 20% de la secuencia que
codifica 1; proteina E del DEN-2 E con la secuencia gque
codifica la correspondiente secuencia de proteina JE E no

tuvo ningin efecto en la reactividad Mabs .

~-En la prueba, grupos de ratones recibieron dos
inmunizaciones intramusculares de plasmidas seleccionadas
en las semanas 0 y 3, y la respuesta inmune fue evaluada
determinando el anticuerpo ELISA y la neutralizacién
especifica. Las prM y E secretadas que expresan plasmida,
que puede formar particulas subvirales (SVPs) fue
superior a las de otras estructuras en estimular una
respuesta de anticuerpo. El1 90% de las titulaciones de
neutralizacién que fluctuaron entre 1:40 y >1:1.000 se
observaron en 7 de los 9 especimenes séricos de ratones

inmunizados pCB8D2-2J-2-9-1.

b. Importancia de las vacunas y del virus DEN-2. La

fiebre dengue (DEN) es una infeccién aguda que ocurre en
areas troplicales y subtropicales. Esta es una de las
enfermedades flavivirales mas importantes de los humanos.
Tal como se anotd anteriormente, existen cuatro serotipos
claros DEN (DEN-1, DEN-2, DEN-3 y DEN-4) del virus
dengue. La infeccidén con cualquiera de estos es

usualmente bien sea asintomitica o solamente causa una
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enfermedad febril autolimitada conocida como fiebre
dengue (DF). Sin embargoc, en un porcentaje pequefio de los
casos, la infeccién del virus dengue origina wuna
enfermedad mucho mas seria, la fiebre hemorréagica de
dengue que puede ser mortal o el sindrome de choque
dengue (DHF/DSS). Por consiguiente, mientras existen
aproximadamente 100 millones de casos del DF
relativamente suave en todo el mundo anualmente, que
presentan preocupacién limitada, también se calculan
500.000 casos de DHF/DSS que requieren hospitalizacién
anualmente. Para protegerse contra esta enfermedad, se
requiere una vacuna segura y eficaz DEN contra todos los
cuatro serotipos para ser administrada a nifios y adultos

no inmunes en las regiones endémicas y epidémicas de DEN.

Las vacunas seguras deben minimizar el riesgo
potencial de infeccién seria por virus virulentos. Estos
virus virulentos pueden surgir por reversidén de genes o
recombinacién de algunos tipos de vacunas derivadas de
virus de vacunas atenuados. Estas ocurrencias surgieron
en la campafla de erradicacién de polivirus (Guillot et
al., “Natural Genetic Exchanges between Vaccine and Wild
Poliovirus Strains in Humans”, J. Virol. 74: B8434-8443
(2000): Liu et al. “Molecular Evolutin of a Type 1 Wild-
Vaccine Poliovirus Recombinant during Widespread
Circulation in China”, J. Virol. 74: 11153-11151 (2000)).

Ademias, la secuencia genémica de una cepa americana de

AYA
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virus de fiebre amarilla, TRINID 79A, demuestra que
existe una amplia similitud entre esta cepa y el virus de
vacuna de fiebre amarilla atenuado, FNV (Chang et al.
"Nucleotide sequense variation of the envelope protein
gene identifies two distinct genotypes of yellow fever
virus”, J. Virol. 69: 5773-5780 (1995); Pisano et al.
“Complete nucleotide sequense and phylogeny of an
American strain of yellow fever virus. TRINID79A”, Arch.
Virol. 144: 1837-1843 (1999)). AGn cuando no es
concluyente por si misma, la similaridad suglere
fuertemente que el TRINID 79A se deriva del virus de la

vacuna FNV.

La utilizacién de vacunas que se basan en DNA
constituye un enfoque novedoso Yy prometedor de
inmunizacién para el desarrollo de las vacunas de
flavivirus (tal como aqui se describe, en Chang et al.,
“Flavivirus DNA vacclne: current status and potential”.
Ann NY Acad. Sci. 951: 272-285 (2001) y en las
referencias aqui citadas). En este ejemplo, se produjeron
una serie de vacunas de DEN-2 y la respuesta inmune en
ratones deaspués de inmunizacién i.m. de estructuras DEN-2
se correlaciond con la eficiencia de la secrecién de
prM/M y E, Una estructura que condujo a la secrecién de
cantidades significativas de antigenos prM/M y E demostrd
ser capaz de estimular altas titulaciones de anticuerpos

neutralizantes en la plasmida de ratones vacunados.
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c. Materiales y métodos.

i. Cultivo de células y cepas de virus. Las células

COS-1 (ATCC, Manassas, VA; 1650-CRL) se cultivaron a 37°C
con COz al 5% en un medio esencial minimo Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, GIBCO, Grand Island, NY)
suplementado con sueroc bovino fetal inactivado calentado
al 10% (FBS, Hyclone Laboratories, Inc. Logan, UT), 1mM
de piruvato séddico, 1mM de aminodcidos no esenciales, 30
ml/litro de NaHCO; al 7.5%, 100 wunidades/ml de
penicilina, y 100 pg/ml de estreptomicina. Se cultivaron
células V;ro Yy C6/36 bajo 1las mismas condiciones
utilizadas para las células COS-1. Se utilizd virus DEN-
2, cepa-16681 para la clonacién cDNA y IgG ELISA y la
prueba de neutralizacién de reduccién de placa (PRNT). El
virus se propagé en el cultivo de la célula C6/36. El
virus utilizado para los estudlios inmunoldgicos o
biloquimicos se purificé mediante precipitacién con
polietilenglicol al 7% (PEG-8000; Fisher Scientific, Fair
Lawn, NJ) segquido de ultracentrifugacién en gradientes de
tartrato dg potasio al45%- glicerol al 30% (Obijeksy et
al. "“Segmented genome and nucleocapsid of La Crosse

virus”, J. Virol. 20: 664-675 (1976)).

ii. Construccién plasmida. E1 RNA genfmico se

extrajo de 150 pg de medio de cultivo de célula C6/36

infectado con DEN-2 cepa 16681 utilizando el Kit RNA
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viral QlAamp™ (Qiagen, Santa Clarita, CA.). E1 RNA
extraido se resuspendié en 80 pl de agua tratada con
dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, ST. Louis, MO) y luego
se utilizdé como wuna plantilla en amplificacién de
transcriptasa-PCR (RT-PCR) inversa de genes prM y E del
virus DEN-2. Las secuencias del imprimador (Tabla 9) se
disefiaron baséndose en secuencias publicadas (Gadkari et
al., "“Critical evaluation of Kyasanur Forest disease
virus neutralizing antibodies found in  bats (a
preliminary report)”, Indian J. Med. Res, 64: 64-67
(1976); Kinney et al.”Construction of infectious cDNA
clones for dengue 2 wvirus; strain 16681 and its
attenuated vaccline derivative, strain PDK-53”. Virology
230: 300-308 (1997)). El1 reconocimiento y 1lugar de
divisién para 1la restriccién dela enzima KasI se
incorporé al terminal 5° del amplicon cDNA. Un codon de
terminacién en trama, sequido por un sitio de restriccién
NotI se introdujo en el terminal 3° del amplicon cDNA. El
amplicon ¢DNA del virus DEN-2 se digirié con enzimas KasI
y Notl, y luego se insertdé en los sitios KasI y NotlI de
un vector pCBJESS para formar la plasmida DEN-2-E al

100%, pCBD2-14-6 (SEQ ID NO:42).

Para construir las plasmidas DEN-2 E al 90% y 80%,
el 100% de las plasmida DEN-2 pCBD2-14-6 (SEQ ID NO:42),
y la plasmida JE, pCBJ1-14-6 (SEQ ID NO:17) se utilizaron

como plantillas PCR para amplificar al secuencia DEN-2 y
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JE DNA, respectivamente. Los conjuntos de imprimadores
utilizados en las reacciones de amplificacién para
obtener los fragmentos de gen de DEN-2 y de JE se
enumeran en la Tabla 9. Los sitios del imprimador T7 vy
SP6 se encuentran en la plasmida pCBamp derivada de la
plasmida original pCDNA-3 (Invitrogen, Carlsbad, CA) y se
pueden utilizar como se desee o requiera. Los fragmentos
DNA amplificados PCR para el gen de proteina E del DEN-2
al 90% y del JE al 10% se digirieron con endonucleasa de
restriccidén BxtKI, se ligaron utilizande ligaza T4 DNA,
se digirieron con enzima KasI y NotI y se insertaron en
los sitios KasI y Notl del vector pCBJESS para obtener la
plasmida, pCB9D2-1J-4-3 (SEQ ID NO:44). Los fragmentos
DNA amplificados PCR para el gen E del DEN-2 al 80% y del
JE al 20% se digirieron con BsmBI, se ligaron con ligaza
T4 DNA, se digirieron con enzima KasI y NotI y se
insertaron en los sitios KasI y Notl del vecter pCBJESS
para obtener la plasmida, pCB8D2-2J-2-9-1 (SEQ ID NO:46).
En la Figura 7 se muestran representaciones esquemidticas
de las tres construcciones de plasmida. La E del DEN-2 al
90% y del JE al 10% y las regiones de unién de 1la
proteina E del DEN-2 al B80% y del JE al 20%,

respectivamente, se muestran en la Tabla S.

La secuencia DNA automatizada se realizdé en un
Secuenciador 377 Prisma ABI (Applied Biosystems/Perkin

Elmer, Foster City, CA) de acuerdo con los procedimientos



129 ..000307

recomendados por el fabricante. Las plasmidas
recombinantes con las secuencias correctas prM y E se

identificaron utilizando analisis de secuencia.

iii. Expresiones transitorias de antigeno

recombinante DEN-2 en células COS-1 por electroporacién.

Las células COS-1 se electropolaron separadamente con la
plasmida de cada DEN-2 o con control de plasmida de
expresién de proteina fluorescente verde (pEGFP,
Clonetech, San Francisco CA) utilizande el protocolo
descrito en otras partes de los ejemplos y en Chang et
al., “A single intramuscular injection of recombinant
plasmid DNA induces protective immunity and prevents
Japanese encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252
(2000)); Las células electroporadas se sembraron en
matraces de cultivo de 75 cm? y se mantuvieron a 37°C y
con CO; al 5%. Seis horas después de la electropolacién
se reemplazdé el medio de crecimiento con un medio de
mantenimiento que contenia suero bovino fetal al 2%. El
medio del cultivo del tejido y las células se cosecharon
separadamente 48 horas después de la electroporacidédn para

caracterizacidén del antigeno.

iv. Diagramacién epitope utilizando anticuerpos

monoclonales especificos E del DEN-2. 48 horas después de

la electroporacién, se tripsinizaron las células
adherentes, se resuspendieron en PBS con contenido de

suero de cabra al 5%, se mancharon en una lAmina de machar
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de 12 cavidades y se secaron con aire. Las células
adheridas a la placa de manchas fueron fijadas con
acetona por 10 minutos a -20°C y se les permitid secarse
al aire. Se utilizaron anticuerpos monoclonales
especificos de proteina E (Mab) para detectar la
expresién de proteinas mediante el ensayo de anticuerpos
de inmunofluorescencia indirecta (IFA), tal como se
describié previamente (Tabla 10; Chang et al., “A single
intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese

encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000)):;

V. Caracterizacién del antigeno del virus

recombinante DEN~-2. El1 medio de cultivo del tejido se

coseché 48 horas después de la electroporacién. La
captura del antigeno (Ag-Captura) ELISA se utilizé para
detectar el antigeno del virus DEN-2 secretado en el
medio de <cultivo de <células COS-1 transformadas
transitoriamente. Se utilizaron Mab 4G2 y peroxidasa
conjugada Mab 6B6C-1 de réabano radicular para capturar
los antigenos del virus DEN y para detectar el antigenco
capturado, respectivamente (Chang et al., “A single
intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000);
Hunt et al., “A recombinant particulate antigen of

Japanese encephalitis virus produced in stably-
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transformed cells is an effective moninfectious antigen
and subunit immunogen”, J. Virol. Methods, 97: 133-149

(2001})).

Cuarenta y ocho horas después de la electroporacién,
las células transformadas para cada plasmida se
tripsinizaron y resuspendieron en PBS como alicuotas que
contenian células 5 x 10%. Estas muestras de células se
procesaron para extraccién de la proteina de la membrana
utilizando el kit reactivo de extraccién de proteina de
membrana mamifera Mem-PER (Pierce, Rockford, IL)
siguiendo el protocolo sugerido por el fabricante. Las
proteinas tanto hidrofdébicas como hidrofilicas estén
aisladas. Este procedimiento se desarrollé para el
enriquecimiento de la proteina de la membrana integral
encontrada en la fase hidrofébica. Las fracciones tanto
hidrofébicas como hidrofilicas se analizaron mediante la

captura-AG ELISA para el antigeno recombinante del DEN-2.

El antigeno recombinante en el medio se concentré
mediante precipitacién con polietilenglicol al 10% (PEG)-
8000. El precipitante fue resuspendido en el tampén TNE
(50 mM Tris, 100 mM NaCI, 10mM EDTR; pH 7.5) hasta 1/100°
del volumen original, se aclard mediante centrifugacién y
se almacend a 4°C. El antigeno recombinante concentrado
mediante precipitacién PEG y resuspendido en el tampén
TNE se extrajo con etanol al 4.0% hasta remover el PEG

residual (Hunt et al., “A recombinant particulate antigen
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of Japanese encephalitis wvirus produced in stably-
transformed cells is an effective moninfectious antigen
and subunit immunogen”, J. Virol. Methods, 97: 133-149
(2001)). Los antigenos extraidos con etanol, las
proteinas de la membrana hidrofébica de las células
transformadas y los viriones DEN-2 del gradiente
purificado se analizaron en un NuPAGE, gel de gradiente
Bis-Tris 4-12% en un Aparato de Electroforesis Excel
Plus™ (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA), seguido por
electrosecante (electroblotting) en membranas de
nitrocelulosa utilizando wuna wunidad Blot Excel Plus
(Invitrongen Corp.). Se detecté la proteina especifica
del virus DEN-2 con secante Western utilizando MAbs 1A6A-
8 (especificos de E) del virus DEN-2 y 1A2A-1 (especifico
del cdépsido), asi como también antisuero de conejo
especifico para el PrM del DEN-2 y suero de ratén
egspecifico para un péptido compuesto de aminoacido 1-34
de la proteina DEN-2 M y se utilizé fluido ascitico de
ratén normal como control negativo (Murray et al.,
“Processing of the dengue virus type 2 proteins prM and
C-prM”, J. Gen Virol. 74 (Pt 2): 175-182 (1993); Roehrig
et al., “Monoclonal antibody mapping of the envolope
glycoprotein of the dengue 2 virus, Jamaica”, Virology

246: 317-328 (1998)).

vi. Vacunaciédn de Ratén. En el estudio se utilizaron

grupos de diez ratones hembras de 3 semanas de nacidos

0003130
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reproducios con ICR. A los ratones se les inyecté i.m.
con pCBD2-14-6, pCB9D2-1J-4-3, pCB8D2-2J-2-9-1 o pEGFP en
la gsemana 0 y la semana 3 a una dosis de 100 pg en un
volumen de 100 pg por ratén. E1l DNA plasmida se purificé
a partir de las células azules XL-1 con Kits EndoFree
Plasmid Giga™ (Qiagen) y se resuspendié en PBS, pH 7.5, a
una concentracién de 1.0 npg/pl. Los ratones que
recibieron 100 pg de pEGFP se utilizaron como controles
vacunados con plasmida. Los ratones se sangraron cada 3
semanas después de la 1inyeccién y la respuesta del
anticuerpo especifico del virus DEN-2 se evalud mediante

la utllizacién de ELISA indirecto y PRNT.

vii. Pruebas serolégicas. Se probaron especimenes

séricos antes Yy después de 1la vacunacibédn para 1la
capacidad aglutinante del anticuerpo al virion purificado
DEN-2 mediante ELISA, para neutralizar (Nt) el anticuerpo
mediante PRNT, y para anticuerpos que reconocen proteinas
de virus purificado DEN-2 mediante secante western
(Western blotting). Se realizd el PRNT con células Vero,
tal como se describié previamente (Chang et al., “A
single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4255 (2000))
utilizando virus DEN-2 (cepa-1688l) y JE (cepa-Nakayama).
Los puntos extremos se determinaron a un nivel de

reducciédn de placa del 90% (Hunt et al., “A recombinant



particulate antigen of Japanese encephalitis virus
produced in stably-transformed cells is an effective
moninfectious antigen and subunit immunogen”, J. Virol.

Methods, 97: 133-149 ({2001)).

d. Resultados.

i. Expresién transitoria del antigeno recombinante

del virus DEN-2. La expresién de los genes prM y E del

virus DEN-2 o de un gen E quimérico de una combinacién de
secuencias de virus DEN-2 y JE (80% DEN-20% JE o 90% DEN-
10% JE) se logrdé mediante transformaciones separadas de
cada una de las tres plasmidas recombinantes DEN-2 DNA en
células COS-1. El disefio bésico de plasmida se basé en
resultados de estudios anteriores con plasmidas
recombinantes del virus JE y del virus WN en los que se
expresaron las células transformadas en plasmida vy
secretarcon proteinas virales auténticas en el fluido de
cultivo de la «célula (Chang et al., “A single
intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000);
(Davis et al. “West Nile virus recombinant DNA vaccine
protects mouse and horse from wvirus challenge and
expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen
that can be used in enzyme-linked immunosorbent assays”,
J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)). La expresién transciente

de las proteinas recombinantes DEN-2 inicialmente se
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evalud mediante captura-Ag ELISA de los licores flotantes
del cultivo de la célula y mediante IFA de células COS-1
transformadas, fijadas con acetona (Chang et al., “A
single intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000)).
Se determiné que el punto Oéptimo de la expresiédn del

antigeno fue de 48 horas después de la electroporacidn.

ii, Diagramacién epitope de la proteina E expresada

mediante células COS-1 transformadas transitoriamente.-
La proteina DEN-2 expresada por cada uno de los plasmidas
recombinantes se evalud® mediante IFA utilizando un panel
de MAbs murina con reactividad conocida al virus DEN-2
(Tabla 10; Henchal et al., “Epitopic analysis of
antigenic determinants on the surface of dengue-2 virions
using monoclonal antibodies”, Am. J. Trop. Med. Hyg.
34:162-169 (1895); Roehrig et al., “Monoclonal antibody
mapping of the envolope glycoprotein of the dengue 2
virus, Jamaica”, Virology 246: 317-328 (1998)). El panel
MAb incluyd anticuerpos reactivos con cada uno delos tres
dominios antigénicos de la proteina E del flavivirus asi
como proteinas prM y C. (Mandl et al., “Antigenic
structure of the flavivirus envelope protein E at the
molecular level, using tick-borne encephalitis wvirus as a
model”, J. Virol. 63: 564-571 (1989); Rey et al., “The

envelope glycoprotein from tick-borne encephalitis wvirus
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at 2 A resolution”, Nature 375: 291-298 (1995)). E1 MAbs
especifico para los Dominios 2 y 3 antigénicos del
flavivirus mostré reactividad cualitativa casi idéntica
con el virus DEN-2 y cada una de las tres proteinas
expresadas con plasmida. Uno de los MAbs especificos del
Dominio 1, 1B4C-2, también mostré un patrén de
reactividad similar con todas las proteinas expresadas.
Sin embargo, dos de los MAbs especificos del Dominio 1,
el 2B3A-1 y el 9A4D-1, fueron mucho menos reactivos con
la proteina E expresada mediante los plasmidas pCBD2-14-6
y pCB9D2-1J-4-3, tal como se muestra por la titulacién
del punto final (valores en paréntesis, Tabla 10). La
comparacién de las titulaciones del punto final revelaron
la expresién aparentemente pobre de los epitopes C3 y C4
en estructuras que contienen 100% DEN-2 E y 90% DEN-2 E-
10%JE E. E1 MAbs 2H2, especifico para prM tuvo la misma
reactividad con el antigeno expresado por todas las tres
plasmidas. El1 MBb Anti-C 1A2A-~1 reacciondé bien con el
virus DEN-2 y tuvo reactividad de bajo nivel, no
especifica con las proteinas virales expresadas en

plasmida que incluyeron prM y E pero no C.

iii. Comparacién de la proteina secretada y de la

proteina con membrana ligada producida por cada uno de

los tres plasmidas recombinantes DEN-2.- Se cosecharon

cantidades similares de fluido de cultivo de célula a

partir de las c¢élulas COS~-1 48 horas después de 1la
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transformaciédn para cada plasmida recombinante DEN-2. El
antigeno recombinante secretado encontrado en el fluido
del cultivo se concentrd 100 veces mediante precipitacién
PEG, sequlda por extraccidén de etanol para remover el PEG
que Iinterfirié con los andlisis posteriores, mediante
electroforesis de gel de poliacrilamida. La cantidad
relativa de antigeno secretado expresado por cada
plasmida se determindé mediante andlisis de captura-Ag
ELISA tants del precipitado PEG como de las preparaciones
del fluido del cultivo de la célula extraida con etanol
(Tabla 11). El1 antigeno secretado se detectd solamente a
partir de las células transfectadas con pCB8D2-2J-9-1
(SEQ ID NO:34), que contenian genes E del DEN-2 al 80% y
del JE al 20%. Los plasmidas recombinantes que contenian
bien sea genes E del DEN-2 al 100% o del DEN-2 al 90% o
del JE al 10% no produjeron antigeno detectable por ELISA
en el fluido del cultivo, a pesar de los esfuerzos para

concentrar la proteina expresada.

También se utilizdé andlisis de secante western
(Western Blot) para evaluar la produccién de antigeno
secretado por cada uno de los plasmidas recombinantes de
DEN-2. Para propdsitos de comparacidédn, se corrieron
volimenes equivalentes de precipitado de PEG, licor
flotante del cultivo de la célula extraida con etanol, en
gels de gradiente NuPAGE, electrosecados a nitrocelulosa,

y se analizaron utilizando MAbs o antisueros policlonales
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capaces de reacclionar con todas las proteinas
eatructurales del DEN-2 (Figura 8A). El1 analisis de
secante western mostré mayor sensibilidad en la deteccién
del antigeno recombinante que en la captura-Ag ELISA
puestoc que las proteinas especificas al DEN-2 se
detectaron en el fluido del cultivo de dos de las
plasmidas, pCB8D2-2J-9-1 y pCB9D2-1J-4-3 (SEQ ID NO:46 y
44, respectivamente). La plasmida pCB8D2-2J-9-1 (SEQ ID
NO:46) expresd la cantidad mayor de antigeno secretado
que se mostrd6 estaba compuesta de proteinas E, prM, y M.
Se produjo antigeno relativamente menos secretado : por
pCB9D2-1J-4-3 (SEQ ID NO:44) y se encontraron niveles
apenas detectables para la preparaciédn pCBD2-14-6 (SEQ ID
NO:42), que parecieron contener relativamente menos
proteina E expresada, especlalmente s8i se tomaron en
consideracién la reactividad no especifica del MAb E-
especifico, 1A6A-8B en el control pEGFP (Figura BA, lineas

a, b para 1_4-6 y GFP).

Como E, prM y M son proteinas asocladas con membrana
a lo largo de su sintesis intracelular, cualquier
evaluacién de la expresién de estas proteinas mediante
las tres plasmidas recombinantes DEN-2 debe incluir una
evaluacién de las preparaciones de la membrana de la
célula a partir de células de plasmida transformada. El
kit de Reactivo de Extraccién de Proteina de Membrana

Mamifera Mem-PER (Pierce) se utiliz6 para aislar 1las
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proteinas de membrana integral de los mimeros
equivalentes de células transformadas por cada una de las
plasmidas recombinantes. Las proteinas hidrofdbicas se
separaron de las proteinas hidrofilicas mediante
particién ée fases. Los andlisis preliminares reallzados
con captura-AG de ELISA indicaron que 1la fraccién de
proteina hidrofilica no fue reactiva; sin embargo, las
fracciones de proteina hidrofébica de 1las células
transformadas COS-1 con cada unc de los plasmidas
recombinantes DEN-2 tuvo titulaciones similares en las
pruebas ELISA (Tabla 11). Estos resultados indicaron que
el antigeno recombinante codificado con todos los tres
plasmidas se expresé después de la transformacién, pero
que los aptigenos recombinantes expresados no fueron

todos secretados al mismos nivel.

La confirmacién de los resultados de la captura-Ag
para las fracclones de proteina hidrofébica estuvieron
acompafiados por secante western (Figura 8B). Se diluyeron
volimenes equivalentes de fracciones de proteina
hidrofobica de cada una de las células
plasmidotransformadas de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante para la -electroforesis de gel de
poliacrilamida-SDS con el fin de reducir la distorsién de
banda y de.linea. El inmunosecante con MAb E-, prM-, C- y
M- especificos o con antisueros policlonales demostraron

que todos los tres plasmidas recombinantes del DEN-2
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indujeron 1la produccién de cantidades similares de
antigeno recombinante compuesto de E y de prM. No se
detectdé ninguna proteina M, bien sea porque no se proceséd
a partir de prM o porque los niveles fueron demasiado
bajos para.ser detectados. A pesar de los esfuerzos para
reducir la distorsién de banda, los altos niveles de
detergente en las muestras de proteina hidrofébica
aparentemente causados por E y por prM para correr en una
forma llgeramente aberrante (migracién més lenta) se
compararon con muestras sin esas altas concentraciones de
detergentes (comparar la migracién E y prM en la Figura

BA y 8B).

iv. Comparacién de la respuesta inmune en ratones

vacunados ‘con tres plasmidas de DNA recombinantes

diferentes del DEN-2.- Los ratones ICR de tres semanas de
nacidos se inmunizaron mediante lnyeccliétn i.m. con 100 ug
de pCBBD2-2J-9-1 (SEQ ID NO:46), pCBSD2-1J-4-3 (SEQ ID
NO:44, pCBD2-146 (SEQ ID NO:42), o PEGFP en las semanas 0O
y 3. Los ratones se sangraron a las 3, 6 y 9 semanas
después de la inmunizacién primaria. Se probaron loa
sueros individuales y agrupados mediante ELISA indirecto,
utilizando diluciones para el examen de 1:100 y 1:400 a
la 3* y 6" semanas siquientes a 1la vacunacién vy
titulacionés del punto final 9 semanas después de 1la
vacunacién. Tamblén se probaron sueros de 9 semanas

mediante PRNT con virus tanto DEN-2 como JE. Los
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resultados ' ELISA mostraron que después de una
inmunizacién (sueros de 3 semanas) todos los ratones a
qulienes se les habia administrado pCB8D2-2J-9-1 hablan
seroconvertido, mientras que solamente el 50% de los
ratones vacunados c¢on pCBYD2-1J-4-3 y 20% de 1los
vacunados con pCBD2-14-6 reacclionaron con el virus DEN-2
(Tabla 12). A las 9 semanas siguientes a la vacunacién,
todos los ratones vacunados bien sea con pCB8D2-2J-9-1 o
pCBD2-1J-4-3 demostraron reactividad ELISA anti-DEN-2;
sin embargo, las titulaciones medias geométricas
difirieron-significativamente (titulaciones de 1:20.000
versus 1:708, respectivamente). Solamente 40% de 1los
ratones inmunizados con pCBD2-14-6 tuvieron titulaclones
ELISA anti-DEN-2 superiores a 1:100. Un secante western
de suercs agrupados de 9 semanas provenientes de ratones
inmunizados con pCB8D2-2J-2-9-1 en virus purificado de
DEN-2 mostrdé que la respuesta inmunodominante fue a la
glicoproteina E. También se detectd wuna ligera

reactividad al prM y al M.

Mas significativamente, en términos de evaluar el
potencial de la vacuna de las tres plasmidas DEN-2, la
induccién del anticuerpo virus-neutralizante en 7 de 9
ratones inmunizados con pCB8D2-2J-9-1 (SEQ ID NO.46) se
observd basdndose en un punto final de reduccién de placa
de 90% (Tabla 10). Sin embargo, si se utiliza un punto

final de neutralizaciédnm de 50%, entonces todos los 9 de
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los 9 sueros tienen titulaciones PRNT de ? 1:40. El
noventa por ciento de las titulaciones de neutralizacién
fluctuaron entre 1:40 y >1:1.000 para los 7 sueros con
actividad neutralizante. Ninguno de los ratones
inmunizados con pCB9D2-1J-4-3 produjo anticuerpo
neutralizante, y solamente 1 de los 10 sueros de ratones
vacunados con pCBD2-14-6, neutralizé el virus, pero tuvo

una titulacién de solo 1:8.

Como dos de los plasmidas recombinantes,
principalmente el pCB9D2-1J-4~-3 (SEQ ID NO:44) y el
pCBBD2-2J-9-1 (SEQ ID NO:46) contenian secuencias del gen
E del virus JE, todos los sueros fueron también evaluados
para la presencia de actividad neutralizante del virus
JE. Sin embargo, no se detectdé esta actividad en el 90%
del punto final de neutralizacién para ratones en ninguno
de los grupos de inmunizacién. No sorprendentemente, los
ratones inmunizados con la plasmida de control pEGFP no

exhibieron reactividad para los virus DEN-2 o JE.

e. Discusién. - Los mismos pasos utilizados

anteriormente para las vacunas JE y WN se utilizaron
inicialmente para construir un plasmida recombinante DEN-
2, pCB9D2-14-16 (SEQ ID NO:42), consistente de la regién
del gen prM y E del DEN-2 auténtico. La diagramacién
antigénica de 1las proteinas DEN-2 expresadas por las
células COS-1 transformadas por esta plasmida, utilizando

un panel de MAb mediante IFA indicé que la proteina prM y
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E tenia una intensidad flucorescente compatible y una
reactividad MAb similar a la de las células infectadas
con virus (Tabla 10). Sin embargo, estas c¢élulas COS-1
transformadas por la plasmida que codifica la regién prM
y E del DEN-2 auténtico no secretaron antigeno DEN-2
detectable en el fluido del cultivo (medido para 1la
captura de antigeno ELISA). Ademds, la vacunacién que
utilizé la plasmida codificando una regién prM y E del
DEN-2 auténtico no estimuld el anticuerpo neutralizante
del virus anti-DEN-2 en los ratones inmunizados i.m.
(Tabla 13). Es interesante anotar que la transformacién
de 1las células por pCBD2-14-6 origindé una mancha
fluorescente globular-punteada que sugirié que el
terminal-C de la proteina E del DEN-2 puede contribuir a
la sefial de retencién de la membrana de esa proteina.
Este patrén de mancha IFA no se observd en las células de
construccién formada JE o WN (Chang et al., “A single
intramuscular injection of recombinant plasmid DNA
induces protective immunity and prevents Japanese
encephalitis in mice”, J. Virol. 74: 4244-4252 (2000);
(Davis et al. “West Nile virus recombinant DNA vaccine
protects mouse and horse from virus challenge and
expresses in vitro a noninfectious recombinant antigen
that can be used in enzyme-linked immunosorbent assays”,
J. Virol. 75: 4040-4047 (2001)). Por consiguiente, a la
luz de la observacién efectuada de conformidad con las

ensefianzas de esta solicitud de patente, dos plasmidas
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adicionales, el pCB9D2-1J-4-3 (SEQ ID NO:44) y el pCB8D2-
2J-9-1 (SEQ ID NO:46), en 1los se hizo manipulacién
apropiada de la secuencia DNA para el 10% o el 20% del E
del terminal-C del DEN-2 para que fueran reemplazadas con
la regién correspondiente de proteina E del virus JE,
respectivamente. En la Tabla 13 se muestra la eficacia
relativa de las estructuras diferentes en la estimulacién
del anticuerpo ELISA del anti-DEN-2 detectable en ratones

vacunados.

Estos resultados con compatibles son el modelo que
las interacciones entre prM y E pueden influenciar los
procesos del conjunto y secrecién de particulas. Se puede
encontrar soporte para este modelo en un estudio del
virus de encefalitis transmitido por garrapatas que
putativamente sugiere que la interaccién entre el prM y
el ectodominio del E estdn involucrados en el transporte
intracelular del prM-E mediado por prM, Yy por
consiguiente, en la secrecidén de una particula similar al
virus (Allison et al., “Mapping of functional elements in
the stem-anchor region of tick-borne encephalitis virus

envelope protein E”, J. Virol. 73: 5606-5612 (1999)).

En el presente ejemplo, reemplazar una porcién del
terminal-C de la proteina E del DEN-2 con proteina E del
JE, correspondiente a TBE HIP™™ por TM2, originé 1la
proteina prM del DEN-2 y la secreci6tn de la proteina E

guimérica. Sin embargo, en contraste, la reposicidén del

000322



145

TM1 y el TM2 en el TBE solo causdé una mejora menor en la
secrecién de antigeno. La porcién principal de la
proteina prM y E expresada bien sea por pCBD2-14-6
transformado por COS-1 o por la plasmida pCB9D2-4-3
permanecié 1ligada a 1la membrana (Tabla 13). Estos
resultados indicaron que una secuencia de retencién de
membrana no identificada estd localizada en la regién del
tallo del terminal-C de la proteina E del DEN-2. La
sustitucién de esta regién del tallo del terminal-C con
secuencia del virus JE remueve o hace ineficaz esta

secuencia de retencién.

Otros han afirmado que la proteina prM es esencial
para mantener conformacién y secreciédn adecuada de la
proteina E durante la maduracién prM-E (Aberle et al., “A
DNA immunization model study with constructs expressing
the tick-borne encephalitis virus envelope protein E in
different physical forms”. J. Immnunol. 163: 6756-6761
(1999), Allison et al., "“Synthesis and secretion of
recombinant tick-borne encephalitis virus protein E in
soluble and particulate forms”, J. Virol. 69:5816-5820
(1995)). Ademads, también se ha demostrado que el
ectodominio de la proteina E interactGa con prM. Se ha
estimado que esta interaccién involucra una secuencia de
aminodcido dentro de los residuos del aminodcido 200-327
del E en el virus de encefalitis Murray Valley (Guirakhoo

et al., “The Murray Valley encephalitis virus prM protein

000323
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confers acid resistance to virus particle and alters the
expression of epitopes within the R2 domain of E

glycoprotein”, Virology 191:921-931(1992)).

Muy posiblemente se mantienen interacciones
adecuadas E y prM e integridad retenida de la estructura
de la proteina E en la proteina expresada por todas las
tres estructuras de DEN-2, por lo menos en cuanto se
requieren para inmunoreactividad. Ademéds, la reposicién
del 20% de E en el terminal-C en el pCB8D2-2J-2-9-1
origindé una proteina gque mantuvo 395 aminocdcides de la E
del DEN-2 auténtico. Se espera que cualquiera de estas
modificaciones tenga wuna influencia minima en 1las
interacciones E y prM-E y su influencia en la naturaleza
antigénica de la proteina E quimérica. Como reemplazar la
regién del terminal-C de la E del DEN-2 con secuencia
ancla-tallo JE no tuvo efecto en la reactividad MAbs
(Tabla 10), la retencién de la secuencia del DEN-2 a ser
reemplazada solo puede ser opcional para lograr la

respuesta inmunoldgica especifica del DEN-2.

Previamente se mostrd gque la estructura de un
plasmida que codifica una particula subviral secretada de
la proteina E y prM del virus de encefalitis transmitidoc
por garrapatas fue superior en términos del alcance y
funcionalidad de 1la respuesta del anticuerpo y en
términos de respuesta al reto del virus, con respecto a

otras estructuras que codificaron el dimero E soluble
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truncado terminalmente C que fue secretado, la longitud
total E que no fue secretada, o una E truncada que no fue
suficientemente secretada {Aberle et al., “A DNA
immunization model study with constructs expressing the
tick-borne encephalitis virus envelope protein E in
different physical forms”. J. Immnunol. 163:6756-6761
(1999). Sin embargoe, aqui hemos demostrado que la
potencia de la vacuna de DEN-2 DNA estd correlacionada
con la secrecién de prM/M y E (Tabla 13). La morfologia y
naturaleza fisica del prM y E secretados no se
demostraron en este estudio. Sin embargo, el prM y el E,
secretados por la estructura pCB8D2-2J-2-9-1 muy
probablemente forman una particula viral parecida. Se
considera que la presentacién de los antigenos
protectores miltiples en la superficie de la particula

mejora la potencia de la vacuna de esta construccién.

Los intentos anteriores para los desarrollos de 1la
vacuna DNA del virus DEN-2 han originado diversos grados
de éxitos (Kochel et al., ™“Innoculation of plasmids
expressing the dengue-2 envelope gene elicit neutralizing
antibodies in mice”, Vaccine 15:547-552 (1997); Konishi
et al. “A DNA vaccine expressing dengue type 2 virus
premembrane and envelope genes induces neutralizing
antibodies and memory B cells in mice”, Vaccine 18: 1133-
1139 {(2000)). Para mejorar el nivel de la eficacia, se ha

utilizado la coinmunizacién del motivo
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inmunoestimulatorio CpG que contiene plasmida pUC189,
murina que expresa plasmida GM-CSF en el régimen de la
vacuna, o reemplazar el terminal-C de aminodclido 43 de E
con secuencla de retencién de membrana asocj-.ada con
lisosoma mejord la respuesta del anticuerpo para 1la
vacuna DEN-2 (Porter et al. “Protective efficacy of a
dengue 2 DNA vaccine in mice and the effect of CpG
immuno-stimulatory motifs on antibody responses”, Arch.
Virol. 143:997-1003 (1998), Raviprakash et al.
“Synerglstic Neutralizing Antibody Response to a Dengue
Virus Type 2 DNA Vaccine by Incorporation of Lysosome-
Assoclated Membrane Protein Sequences and Use of Plasmid
Expressing GM-CSF¥, Virology 290:74-82 (2001)). Los-
motivos CpG no metilados directamente activan los
macrdfagos, 1las células supresoras naturales y los
linfocitos para secretar citocinas y quimiocinas, y
soportan el 'desarrollo de respuestas inmunes mediadas por
citocinas Thl (Manders et al. “Immunology of DNA
vaccin.es: CpG motifs and antigen presentation”, Inflamm,
Res. 49: 199-205(2000)). Sin embargo, la inclusiédn del
CpG podria sesgar el perfil citocino del huésped y por
ello contribuir tanto al desarrollo de trastornos
autoinmunes Thl medlados por &érganos especificos como
interferir con la homeostasis inmune (Smith et al. “The
regulation of DNA vaccines" Curr. Opin. Biotech. 12:299-
303(2000)). También existe evidencia en ratones de que

niveles excesivos de citocina, aln cuando aumentan la
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respuesta de determinadas células ayudantes-T, pueden
disminuir o cerrar la respuesta de otros actores en 1la
respuesta inmune, conduciendo a inmunosupresién
generalizada o inflamacién crénica (Robertson et al.
“Assuring the quality, safety, and efficacy of DNA
vaccines" Mol. Biotethnol. 17:143-149 (2001)). Por
consiguiente, la seguridad y la eficacia de 1la
inmunizacién DNA de flavivirus se podria beneficiar con
la manipulacién de una plasmida de expresi6n para mejorar
la transcripcién y la translacién y objetivar las
proteinas prM y E para secrecién que promueva el
procesamiento y ensamblaje correctos de poliproteina
(Chang et al., “Flavivirus DNA vaccines: current statuts
and potencial”, Annals of NY Acad. Sci. 951: 272-285
(2001)). Las mejoras futuras se pueden centrar en mejorar
la toma de DNA por parte de las células que presentan el
antigeno o por parte de las células musculares (Rodriguez
et al.,”Enhacing DNA immunization”, Virology 268:233-238

(2000)).

800327
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Tabla 2.
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Caractarizacién de las proteinas expresadas por

un clon transformado establemente pCDJE2-7 (JE-4B) dea
células CO8-1 ocon anticuerpos reactivos al virus JE.

000329

Actividad Biolégica del

Intensidad

Mab o Mab inmunofluorescente de
antisuero las células
Especificid Funcién Infectadas 4B
ad Bioclégica JEV
Mab:
MC3 Especifica 2+ 2+
JEV
2F2 Especifica HI, N 4+ 4+
JEV
1i2 Esp?;;fica 4+ 4+
503 Eepeci.fica N 4+ 3+
109 Subgrupo HI 2+ 1+
N.04 Subgrupo HI, N 3+ 4+
201 Subgrupo 14+ 1+
203 Subgrupo 4+ 3+
204 Subgrupo 24 24
301 Subgrupo RI 2+ 2+
504 Flavivirus 4+ 4+
6B6C-1 Flavivirus 2+ 2+
3B4AC-4 VEE - -
H1AF:
Anti-JEV 4+ 3+
Anti-WEE - -
PBS - -
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Tabla 4.
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de la edad en ratones después de vacunacién con

diversas vacunas JEV.

La rata seropositiva porcentual dependiente

000331

3-dias de nacidos

3-semanas de nacidos

3 semanas PV

7T semanas PV

3 semanas PV

7 semanas PV

JE-VAX 0 0 100 100
PCDNA3/CAT 0 0 0 0
PCDJE2-7 40 60 90 90
PC1BJES14 10 60 80 100
PCBJE1-14 80 100 100 ico
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Tabla 5. Proteccién contra al reto JEV en ratones de 8
samanas de nacidos después de la vacunacién a los 3

dias de nacidos con diversas vacunas JEV.

vacuna s°5°§°%§°15§°“ Dias de t?sa de supervivencia
JEV anterio posteriores al reto (%)

6 7 8 9 21

JE-VAX 0 100 100 60 40 40
PCDNA3/CAT 0 100 80 30 30 30
PCDJE2-7 60 100 100 100 100 100
pClBJES14 60 100 100 100 100 100
PCBJEl1-14 100 100 100 100 100 100
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Tabla 6. Evaluaoién de la capacidad del anticuerpo
materno del ratén hembra vacunado con &cido nucléico-
JEV para protager a sus crias de la encefalitis JEV
fatal.

Madre vacunada Crias retadas JEV
Vacuna PRNTgp Edad reto No. de ELISA?
(diasg) gupervivenc
iat
1 x pCDJE2-7 40 4 0/11
2 x pCDJE2-7 80 4 12/12 12/12
2 x JE-VAX 20 3 0/16
2 x pCDNA-3/CAT <10 5 0/14
1 x pCDJE2-7 20 15 5/11 5/5
2 x pCDJE2-7 40 14 8/12 1/8
2 x JE-VAX 80 13 5/5 5/5
2 x pCDNA-3/CAT <10 14 0/14

Los ratones fueron inoculados intramuscularmente con 1 o 2, 100 pg
dosis de plasmida DNA, o subcutineamente con dos dosis humanas 1/5
de vacuna JE-VAX. Se recopilaron sueros 9 semanas después de la
vacunaclén para prusbas PRNT anteriores del apareamiento con

machos no inmunes.

l: No hubo scobreviventes/total para cada titulacién.
2. Némerc de animales JEV ELISA con anticuerpos positivos
(titulacién > 1:400) /No. de los sobrevivientes; los sueros fueron

recopllaos para prueba 12 semanas después del reto.
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Tabla 9. Oligonucledtidos utilizados para construir
pPlasmidas de expresién prM-# del virus DEN-2 y la regidén
de union del E indicado DEN-2 quimérico y JE

160% DEN-2 prM-E:

D2Kstl 438" 5 TGTGCAGGOGCCTICCATITAACCACACGTAACG (SBQ ID NO:43)

CD2Notl-2402 5° TCGAGCGGCCGCTCAACTAATTAGOCCTGCACCATOACTC (SEQ ID NO:49)

90% DEN-2E & 10% JE E:

By ] 5 CITATCGAAATTAATACGACTCACTATAGG (SBEQID NO:30)

CD2BstX1-2244 5 ATAGATTGCTCCAAACACTTGGTOQ (SEQ ID NO:51)

JE-2281 5' ACTCCATAGGAAAAGCCOTTCACC (SEQ I NO:52)

CSP6 5 GOGAGCTCTAGCATTTAGGTGACACTATAG (SEQ D NO:53)
DEN-2= mJE

Unién 90 - 10 ; Len His Gln Val Fe Gli Gli Al Fe Arg Tr (SEQIDNO:S5)
CTC CAC CAA GTG TTT GGT GGT GCC TTC AGA ACA (SEQ ID NO:54)

80% DEN-2E & 20% JE E:

7 ¥ CTTATCOAARTTARTACGACTCACTATAGD (GBQD NOS%)
CD2BsmBI-2097 S GAATTCGICTCACTTCCTTTCTTAAACCAGTTGAGCTTC (SEQ ID NO:57)
JEBsmBI-2175 5 GOAATTCGICTCGOUAAGCACGCTGGGCAAGQ (SBQ ID NO:58)
CSP6 5 GOGAGCTCTAGCATTTAGGTGACACTATAG 3' (SBQ ID NO:39)

DEN:2» m~mJE
Unién 80-20 : Am Trp UIS'US-G)i. Ser Tr' Len Gli Lis Ala (SEQID NO:6l)
AAC TGG TTT AAG AAn GGA AGC ACG CTG GGC GCC SKQ ID NO:60)

* Los sitios de la enzima de restriccidn codificados en

oliglonuclebétidos se destacaron con negrilla, cursiva y

subrayados.
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Caracterizacion de los epitopes de glicoproteina E del DEN-2 expresados por plasmidas

Tabla 10
recombinantes DEN-2 segun lo determinado por el ensayo de anta ‘_F'lun te indirecto (IFA)
Anticuerpo com::ole: Estructura del Plnlm.tdaa"
MAD (Epttope)® PRNT® Calulas pCBD2-14-6 pCBSD2-1143 pCBAD2-21-2-9-1
Dominio Infectadag Células
Antigénico C Con DEN-2 normales
4G2 (AL) 2 - 4~ [ 4 4+
4ES (A2) 2 8i 3+ 34+ 34+ 2-3+
1B7(AS) 2 84 344+ “ “ 23+
@ 1B4C-2(C1) 1 No 3-4+ (8000) 2-3+ (4000) 2-3+ (4000) 2-3+ (8000)
© 2B3A-1(C3) 1 No 34+ (23200) 3+(100) 2+(100) 2-3+ (23200)
9AAD-1 (C4) 1 No 344+ 2-3+ (400) 1 3+ (400) 3+ (212800)
385 (B2) 3 81 “~ & “
10A4D-2 (B3) 3 81 23+ 34+ 34+ 23+
1AID2 (B¢) 3 s:1 “ 34 “ 4
9DI2-6 24+ 23+ 2-3+ 34+
m pM No “ “ 4 34+
1A2A-1 Cipaxdo No 23+ I+ 2¢ 12+

\

¥SLIBO/TO OM

\LELHHY P
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* Los substratos IFA fueron células COS-1 fijadas con acetona bien sea infectadas con DEN-2 16681
controles sin infectar o transformados con un plasmida recombinante DEN-2

® Se utilizaron anticuerpos monoclonales a una dilucién éptima predeterminada basada en reactividad
con el virus DEN-2 16681 Para algunos MAbs titulaciones de punto final que se muestran en
paréntesis se reportan y para otros solo se reportan valores cualitativos basidndose en una escala
de 1+ a 4+ consideréndose positivo 3-4+ 2+ equivocado y 1+ negativo

° Dominios antigénicos basados en la glicoproteina-E del virus TBE (Mandl et al Antigenic
structure of the flavivirus envelope protein E at the molecular level using tick-borne encephalitis
virus as a model” J Virol 63 564-571 (1989) Rey et al The envelope glycoprotein from tick-
borne encephalitis virus at 2 A resolution” Nature 375 291-298 (1995))

4 Actividad de neutralizacién de placas a una dilucién de 1 100 de fluido ascitico utilizando un
punto final de reduccién de placa de 90% excepto para el 4G2 y el 9D12-6 para los cuales se
reporté un punto final de neutralizacién de 50% (Henchal et al Epitopic analysis of antigenic
determinants on the surface of dengue-2 virions using monoclonal antibodies” Am J Trop Med Hyg
34 162-169 (1895) Roehrig et al Monoclonal antibody mapping of the envolope glycoprotein of the
dengue 2 virus Jamaica” Virology 246 317-328 (1998))
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Tabla 11: Deteccién de proteina recombinante secretada y con
membrana del DEN-2, mediante captura de antigen ELISA.

Plasmida ] Tipo de Muestra Titulacion ELISA
del punto final
PCBD2-146 Fluido de cultivo precipitado PEG" <1:10
PCBD2-146 Precipitado PEG, fluido de <1:20
cultivo extraido con etanol®
PCBD2-146 Preparacién de la protelna de 1:160
membrana hidrofébica®
PCB9D2-1J-4-3 Fluldo de cultivo precipitado PEG* <1:10
PCBID2-1J-4-3 Precipitado PEG, fluido de <1:20
cultivo extraldo con etanol®
PCR9D2-1J~4~3 Preparacién de la proteina de 1:80
membrana hidrofébica®
PCB8D2-2J-2-9-1 Fluido de cultivo precipitadc PEG* 1:640
PCBBD2-2J-2-9-1 Precipitado PEG, fluldo de 1:00
cultivo extraido con etanol®
PCBBD2-2J-2-9-1 Preparacién de la protelna de 1:80
membrana hidrofébica®
PEGFP Fluido de cultivo precipitado PEG" <1:10
PEGFP Precipitado PEG, fluido de <1:10

cultivo extraido con etanol®

PEGFP Preparaclién de la proteina de <1:10
membrana hidrofébica®

‘el licor flotante del cultivo de las  células
plasmidotransformadas se precipité con polietilenglicol al
10% (PEG) y se resuspendié en 1/100° del volumen original.

PE1 licor flotante del cultivo precipitado PEG se extrajo con
etanol al 4% para remover el PEG y el grdnulo se resuspendid
en 1/5 parte del volumen extraido.

°Se prepararon fracciones de la membrana hidrofébica tal como

se describe en los materiales y métodos.
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Tabla 12. Inmunogenicidad de tres plasmidas racombinantes
da DEN-2 en ratonas ICR

I I__ Elisa en virus DEN-2 — p—
E’.;amen 3 gemanas p.v.°|Examen 6 semanas p.v.c| DEN vt et
nt"h:igzl Titulacibni'rii:'ﬁla;ii.?‘g]
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® PRNT prueba de neutralizacién de reduccién de placa, punto

final de neutralizacidén 90%

b Los ratones se inmunizaron intramuscularmente con 100 pg de

DNA plasmida en las semanas 0 y 3.

]

1:

L]

Los examenes ELISA utilizaron sueros diluidos a 1:100 y

400

ND, no
Grupo,
Grupo,

Grupo,

se hizo
1' 2, 4'
2, 3, 6-10

1-3, 6-10

3,
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Tabla 13. Resumen de las caracteristicas de tres plasmidas
recombinantes del DEN-2

IFA" Titulacién ELISA Titulacién ELISA | DEN-2
captura-AG en DEN-2° PRNT®
prep. No. titulacidén| No.
Plasmida |+/- | Globular | Antigeno proteina suero sueros suero

/ Difuso | Secretado Membrana

> agrupados |>1:10
Hidrofébica | 1:100

PCBBD2- | + Difuso 1:640 1:80 9/9 1:64000 7/9°
2J-2-9-1
PCB9D2- | + |Globular <1:10 1:80 10/10 1:1000 0/10
1J-4-3
PCBBD2- | + |Globular <1:10 1:80 3/10 1:200 0/10
14-6

® Caracteristicas de las manchas del ensayo de anticuerpo

fluorescente directo (IFA), + o -, y patrén difuso o
globular.

P Titulacién ELISA ant-DEN-2 de sueros de ratones inmunizados
con los plasmidas recombinantes. Se recopilaron los sueros 9
semanas después de la vacunacidén (semanas 0 y 3). El nimero
de ratones con titulacién de > 1:100/nimero total de ratcnes
se muestra, incluyendo la titulacién ELISA del punto final de
la muestra del suerc agrupado.

¢ Nimero de ratones con titulaciones de neutralizacién de
reduccién de placa (PRNT, reduccién al 90%) > 1:10/nGmero
total de ratones. Los sueros se recopilaron 9 semanas después
de la vacunacién.

4 pe los 7 ratones con anticuerpo neutralizante, 3 ratones
tuvieron titulaciones PRNT de >1:1000, 3 tuvieron
titulaciones de >1:100<1:1.000 y uno tuvo una titulacién de

1:40.
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VACUNAS DE ACIDO NUCLEICO PARA PREVENCION DE LA

INFECCION DE FLAVIVIRUS
Lo que se reivindica es:

1. Un &cldo nucléico alslado que comprende una unidad
transcripcional que codifica una secuencia de sefial de
una proteina estructural de un primer flavivirus y un
antigeno de flavivirus 1inmunogénico de un segundo
flavivirus, en donde la unidad transcripcional dirige las

sintesis del antigeno.

2. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la secuencia de sefial es una secuencia de sefial de virus

de encefalitis 4aponesa.

3. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
el antigeno del flavivirus inmunogénico es de un
flavivirus seleccionado entre el grupo que consiste de
virus de fiebre amarilla, virus dengue serotipo 1, ;irus
dengue serotipo 2, virus dengue serotipo 3, virus dengue
serotipo 4, virus de encefalitis Japonesa, virus Powassan

y virus West Nile.

4. El Acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la unidad transcripcional codifica una secuencia de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus West Nile.
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5. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la unidad transcripcional codifica una secuencla de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus de fiebre amarilla.

6. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la unidad transcripcional codifica una secuencia de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus de encefalitis St. Louils.

7. El Acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la unidad transcripcional codifica una secuencia de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus Powassan.

8. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
el antigeno se selecciona entre el grupo que consiste de
una proteina M de un flavivirus, una proteina E de un
flavivirus, tanto una proteina M como una Proteina E de
un flavivirus, una parte de una proteina M de un
flavivirus,. unaparte de una proteina E de un flavivirus y
tanto una porclédn de una proteina M de un flavivirus como
una porcién de una proteina E de un flavivirus o una

combinacién de las mismas.

9. El &cldo nucléico de la reivindicacién 8, en donde
el antigeno es tanto la proteina M comc la proteina E de

un flavivirus.
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10. El Acido nucléico de la reivindicaciétn 1, en donde

el 4cido nucléico es DNA.

11, El1 &cido nucléico de la reivindicacién 10, que
comprende una secuencla nucledtida selecclionada entre el
grupo que consiste de SEQ ID NO:15, SEQ ID NO:19, SEQ ID

NO:21 y SEQ ID NO:23.

12. El acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
la unidad transcripcional comprende una secuencia de
control dispuesta apropladamente de forma tal que

controla en forma operable la sintesis del antigeno.

13. El acido nucléico de la reivindicacién 12, en donde
la secuencia de control es el promotor precoz inmediato

del citomegalovirus.

14. El1 A4cido nucléico de 1la reivindicacién 1, que
comprende una secuencia de consenso Kozak localizada en
el sitio de 1iniclo translacional para un polipétido que
comprende . el antigeno <codificado por 1la unidad

transcripcional TU.

15. El Acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde

la unidad transcripcional comprende un terminadof poli-A.

16. Una célula que comprende el &cido nucléico de 1la

reivindicacién 1.
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17. Una composicién que comprende el &acido nucléico de
la relvindicacién 1 y un portador aceptable desde el

punto de vista farmacéutico.

18. Un método de inmunizar a un sujeto contra infeccién
por flavivirus, que comprende administrarle una cantidad

eficaz de la composicién de la reivindicaciédn 17.

19, El1 método de la reivindicacién 18, en donde el
antigeno del flavivirus es de un flavivirus seleccionado
entre el grupo que consiste del virus de fiebre amarilla,
virus dengue serotipo 1, virus dengue serotipo 2, virus
dengue serotipo 3, virus dengue serotipo 4, virus de

encefalitis japonesa, virus Powassan y virus West Nile.

20. El1 método de la reivindicacién 18, en donde el
antigeno se selecciona entre el grupo que consiste de una
proteina M de un flavivirus, una proteina E de un
flavivirus, tanto una proteina M como una proteina E de
un flavivirus, una porclén de una proteina M de un
flavivirus, wuna porcién de una proteina E de un
flavivirus y tanto una porcién de una proteina M como una
porciétn de una proteina E de un flavivirus, o cualquier

combinaciédn de las mismas.

21. El1 método de 1la reivindicacién 20, en donde el
antigeno es tanto la proteina M como la proteina E de un
flavivirus, y donde una célula dentro del cuerpo del

sujeto, después de incorporar el &cido nucléico dentro de
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ella, secreta particulas subvirales que comprenden la

proteina M y la proteina E.

22, El1 método de 1la reivindicacién 18, en donde 1la
unidad transcripcional codifica una secuenclia de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus West Nile.

23. El1 método de la reivindicacién 18, en donde 1la
unidad transcripcional codifica una secuencia de seflal
del virus de encefalitis Japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus de fiebre amarilla.

24. El método de la reivindicacién 18, en donde 1la
unidad transcripcional codifica una secuencla de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus de encefalitis St. Louis.

25. El1 método de la reivindicacién 18, en donde la
unidad transcripcional codifica una secuencia de sefial
del virus de encefalitis japonesa y una proteina M y una

proteina E del virus Powassan.

26. El método de la reivindicacién 18, que comprende

administrar la composicién al sujeto en una socla dosis.

27. El1 método de la reivindicaciédn 18, en donde 1la

composicién se administra via parenteral.
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28. El1 Acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde
el antigeno es un antigeno de virus de encefalitis St.

Louis.

29. El acido nucléico de la reivindicacién 18, en donde
el antigeno es un antigeno del virus de encefalitis St.

Louls.

30. El &cido nucléico de la relvindicacién 1, en donde
el antigeno es un antigeno de virus de encefalitis

japonesa.

31. El método de la reivindicacién 18, en donde el
antigeno es un antigeno del virus de encefalitis

japonesa.

32. El 4cido nucléico de la reivindicaciédn 1, en donde

el antigeno es un antigeno de virus de filebre amarilla.

33. El método de la reivindicaciétn 18, en donde el

antigeno es un antigeno de virus de fiebre amarilla.

34. El1 acido nucléico de la reivindicacién 1, en donde

el antigeno es un antigeno de virus dengue.

35. El1 método de 1la reivindicacién 18, en donde el

antigeno es un antigeno del virus dengue.

36. El &cido nucléico de la reivindicacién 1, en donde

el antigeno es un antigeno de virus West Nile.
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37. El1 método de 1la reivindicacién 18, en donde el

antigeno es un antigeno de virus West Nile.

38. El antigeno producido a partir del acideo nucléico de

la reivindicacién 1.

39. Un método de detectar un anticuerpo de flavivirus en
una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con el antigeno de
la reivindicacién 38 bajo condiciones por medio de las
cuales se pueda formar un antigeno/anticuerpo complejo; y

{(b) detectar la forma;ién del antigeno/anticuerpeo
complejo, detectando asi un anticuerpo de flavivirus en

la muestra.

40. Un anticuerpc producido en respuesta a la
inmunizacién mediante el antigeno de la reivindicacién

38.

41. Un método de detectar un antigeno de flavivirus en
una muestra, que comprende:

(a) poner en contacto la muestra con el anticuerpo
de la reivindicacién 40 bajo condiciones por medio de las
cuales se pueda formar un antigeno/anticuerpo complejo; y

(b) detectar la formacién del antigeno/anticuerpo
complejo, detectando por ello un antigeno de flavivirus

en una muestra.
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42. Un método de diagnosticar una infeccidén de
flavivirus en un sujeto, que comprende:

(a}) poner en ceontacto una muestra del sujeto con el
antigeno de la reivindicacién 38 bajo condiciones por
medio de las cuales se pueda formar un
antigeno/anticuerpo; y

(b) detectar la formacién del antigeno/anticuerpo
complejo, diagnosticando asi una infeccidén de flavivirus

en un sujeto.

43. Un método de diagnosticar una infeccidén de
flavivirus en un sujeto, gque comprende:

(a}) poner en contacto una muestra del sujeto con el
anticuerpo de la reivindicacién 40 bajo condiciones por
medio de las cuales se pueda formar un
antigeno/anticuerpo complejo; y

(b) detectar la formacién del antigeno/anticuerpo
complejo, diagnosticando asi una infeccién de flavivirus

en un sujeto.

o s —————— — T ——— —

Es traduccién fiel y completa efectuada por Maria de
Pilar Iglesias el dia 20 de octubre de 2003, de un
documento escrito en Inglés, al cual para su
identificacién se le estampa el sello de Maria del Pilar

Iglesias, Traductora e Intérprete Oficial por Resolucién
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<211> CDS
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<223> 1-48
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<400> 2
Met Oly Arg Lys Gln Asn Lys Axg
1 5

<210> 3

<211> 50

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Dascription of artificial sequence; note »
synthatic construct

<221> misc_feature
<222> 1-50
<223> Amplimer cl4DVi453

<400> 3
ttttettttg cggecgetca aacttaagoa tgoacattgy tcgotaagua 50

<210> 4

<311> 48

<212> INA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of artificlal sequence; note =
synthetic construct

<221> CDS
<222> (35)...{48})

<221> misc_lreature
<222> (1)...(48)
<223> Amplimer YFDVIBS

<400> 4
cttggtacct ctagagecye cgec atg cgt tec cat gat gtt ctg act (]
Met Arg Ber His Asp Val Leu Thr
1 5
<210> 5
<211> 8
<2132> PRT

«313> Axtificial Sequence

<220>
«221> Description of artificial sequanca; nota =
synthatie construct

<400> 5
Met Arg Ser His Asp Val Lsu Thr
: | 5

<210> 6

<211> 41

<212> IMA

<213> Artificial Ssquance
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<220>
<223> Dewcription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<221> misc_fsature
<322> 1-41
<22)> Amplimer cYFDV2452

<400> §
ttttettteg cggecgeteca cgeeccaact cctagagaas ¢

<210> 7

<211> 51

<7120 DNA

<213> Artificial Seguence

<220>
<323> Deapcription of artificlial sequence; note »
synthetic construct

<221> CDB
<232> (25)...(54)

«221> misc_feature
<322> 1-54
<323> Amplimer SLEDV410

<400> 7
cttggtacct ctagagcoge cgec atg tet asa aaa aga gya gug acc aga
Met Ser Lys Lys Axg Gly Gly Thr Arg
1 5

<210> 8

«<311> 9

<312> FRT

<213> Artificial Sequance

<120>
<223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 9§
Net Ser Lya Lys Arg Gly Gly Thr Arg
1 L]

<210> 9

<211> 33

<212> DNA

<21)> Artificial BSequence

<220>
«<223> Description of artificial segquence; note »
synthetic construct

<321> misc_feature
«2122> 1-38
<223> Amplimer cSLEDVi449

«<400> 9
ttttettetg cggecgetta ggettgoacy ctggtbge

41

51
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<210> 10
<211> 7500 .
<212> DA
<213> Artificlial BSequence
<220>
<22)> Description of -arctificial sequence; note =
synthetic construct

<221> CDS
<232> (915)...(3009)
<221> misc_feature
<222> 1-7500
<223> pCDJE 1-7

<400> 10

pacggategy gagatctcee gatcccctat ggtegactet cagtacaate tgetctgatg 60
ccgeatagtt aagecagtat ctgeteccetyg cttgtgtgtt ggaggteget gagtagtgey 1320
cgagcaaaat ttaagetaca acaaggcsaag gettgaccga csattgeatg aagaatotge 180
ttagggttag gegttttgeg ctgettcgeg atgtacggge cagatatacg egttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcas ttacggggtc attagttcat agceccatata 300
tggagttceg cgttacataa cttacggtaa atggeccgec tggctgaccy cccaacgace 360
cecegoeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgecanta gggactttee 420
attgacgtca atgggtggac tatttacggt assctgecaca cttggcagta catcaagtgt 490
atcatatgcc aagtacgeee cotattgacg tcaatgacgg tasatggece geotggeatt 540
atgeccagta catgacctta tgggacttte ctacttggca gtacatctac gtattagtca 600
tcgetattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggogtgga tagoggtttg 6560
actcacggyg atttccaagt ctceacecea ttgacgtoas togggagttty ttttggcace 720
aaaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccge cccattgacg caaatgugeg 780
gtaggegtgt acgutgggag gtctatatas geagagetot ctggctaact agagsaccca 940
ctgettactg gettatcgaa attaatacga ctoactatag ggagacccaa gettggtace 900
gagctcgeoeg cocgee atg gygc aga aag cha SAC aal aga gga gga aat gaa $51

Met Oly Axg Lyw Gln Asn Lys Axg 4ly Gly Asn Glu
1 5 10
ggc tca ate atg tgy cte gog age tetg goa gtt gtc ata get tgt geg 999
Gly Bar Ile Mst Trp Lau Ala Ser Lesu Ala Val Val Ils Ala Cys Ala
15 20 as

ggs gcc atg aag ttg tcg aat ttc cag ggg aag ctt ttg atyg acc atc 1047

Gly Ala Mat Lys Leu Bar Asn Phe Gln Gly Lys Leu Leu Mst Thr Ile
30 L H 40

aac asmc acg gac att gca gac gtt atc gtg att ccc acc tca aaa ggu 1095
Asn Asn Thr Aap Ile Ala Asp Val Ile Val Xle Pro Thr Ser Lys Gly

45 50 55 60
gag BAC aga tge tgg gtc cgg gcoa atec guc gtc ggc tac atg tot gag 1143
Glu Asn Arg Cys Trp Val Arg Ala Ile Asp Val Gly Tyr Net Cys Glu

65 70 75
gac act atc acg tac gaa tgt cct aag ctt Acc atg guc aat gat cca 1191
Asp Thr Ile Thr Tyr Glu Cys Pro Lys Leu Thr Met Gly Asn Asp Pro
a0 85 90

gag gat gtg pat tge tgy tgt gac aac csa gaa gtc tac gtc caa tat 1239
Glu Asp Val Asp Cys Trp Cys Asp Aan GQlm Glu Val Tyr Vel Gla Tyr
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gga cgg tgc acyg cgg acc agy cat tcc aag cga age agg aga toe gtg 1287
Gly Arg Cys Thr Axrg Thr Arg His Ser Lys Arg 8er Arg Arg Ser Val
110 115 120

tcg gtc caa aca cat ggu gag agt tca cta gtg ast ana aaa gag gct 1335
Ser Val Gln Thr His Gly Glu Ser Ser Leu Val Asn Lys Lys Glu Ala
125 130 135 140

tgy ctg pat Lca Acg aam gt aca cga tat ctc aty aaa act gag aac 138}
Trp Leu Asp Ser Thr Lys Ala Thr Arg Tyr Leu Met Lys Thr Glu Asn .
145 150 155

tgg atc ata agyg aat cct ggc tat get ttec ctg goy geg gte ctt gge 1431
Trp Ile Ile Arg Aan Fro Gly Tyr Ala Pha Leu Ala Ala Val Leu Gly
160 165 170

tgg atg ctt ggc agt aac asac gut caa cge gtg gta ttt acc ate cte 1479
Trp NMat Leu Gly Ser Asn Asn Gly Gln Arg Val Val Fha Thr Ile Leu
175 180 185

ctg ctg ttg gtc get ccg get tac agt tte aat tgt ctg gga atg gouc 1527
Leu Leu Leu Val Ala Pro Ala Tyr Sex Phe Asn Cys Leu Gly Met Gly
190 195 200

aat cgt gac ttc ata gaa gga gec agt gga goe act tgy gtg gac ttg 1575
Asn Arg Asp Phe Ile Qlu Gly Ala Ser Gly Ala Thr Trp Val Asp Leu
205 a10 215 220

gty ctg gaa gga gat age tge ttg aca ate atg gea sac gac aas cca 1623
Val Lau Qlu Gly Asp Ber Cys Lau Thr Ile Met Ala Asn Asp Lys Pro
225 230 235

aca ttg gac gtc cbi: atg att aac atc gaa gct age caa ctt get gag 1671
Thr Leu Asp Val Arg Met Ile Asn Ile Glu Ala Sar Gln Leu Ala Glu
240 245 259

gtc aga agt tac tge tat cat get tea gte act gas atc teg acyg gty 1719
Val Arg Ser Tyr Cys Tyr Hie Ala Ser Vval Thr Asp Ile Ser Thr Val
255 260 265

get cgg tgc ©CC acg act goa gaa gcc CBC aac gag sag cga get gat 1767
Ala Arg Cys Pro Thr Thr Gly Glu Ala His Asn Glu Lys Arg Ala Asp
270 273 a80

agt agc tat gtg tgc aaa caa gge tte act gac cgt gog tgy ggc aac 1015
Ser Ser Tyr Val Cys Lye Gln Qly Fhe Thr Asp Arg Qly Trp Gly Asn
285 a%90 295 300

gya tgt gga ctt ttc guy aag gga agc att gac aca tgt gca ana tte 1863
Gly Cys Qly Leu Phe Qly Lys Oly Ser Ile Asp Thr Cys Als Lys Phe
3os 310 315

tocc tge acc agt ama geg att guy &ga aca atc cag cCa gus aac atce 1911
Ber Cys Thx Ber Lys Ala Ile Gly Arg Thr Ile Gln Pro Glu Asn Ile
320 3as 330

aaa tac gaa gtt ggc att ttt gtg cat gga acc acc act tog gam aac 1959
Lys Tyr Glu Val Gly Ile Phe Val His Gly Thx Thr Thr Ber Glu Asn
338 340 345
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cat
Hie

oga
Gly

gca
Ala

gag
Glu

gcg
Ala

443
cay
Gln

tta

cty

aas
Lys

tac

tte
Phe

ecc
Pro

ggg aat tat tca geg caa gttt

Gly Asn Tyr Ber Ala

gta aca ccc aat get
Val Thr Pro Asn Ala

gaa gtc aca ctg gac
Glu val Thr Lau Asp

ttt tac gtc atg ace
Fha Tyr Val Mat Thr

tgg ttt cat
Trp Pha His

415

tgg aga aac
Trp Arg Amn

410

aaa
Lys

o<y
Ala

aaa
Lys

[ 714
Asn
510
tet
Ser

cte

gte
Val

[~

cag
Qln

ttg
Lau

tca
Ser

aly
495

ccg
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1)
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aat
Asn

9<g
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tte

tce
Ser

gcs
Ala

a9c
aly
480

acas
Thr

gcg
Ala

agc
Serx

gac
Asp

act
Thr
560

0%

gac
Asp

aga
Arg

gtk
Val

gga
Qly
465

cac

His

acc
Thr

gac
Asp

gat
Asp

atg
Net
345

tece
Ser

FPhe Gly Asp

578

aln
55

cct
Pro
370

tgt
Cys

gty
Val

ckte
Leu

got
Ala

cte
Lau
435

gaa
Qlu

gtt
val
450

got
Ala

ate
Ile

gee
Ala

ctg asa

Leu

tat

Tyr Gly

act
Thx

ggt
Gly
515

cee
Pro

ggc
Gly
510

acc ccc
Thr Pro

agt gec
Serxr Ala

tce tac
Sexr Tyr

Val

teg
Ser

gag
Glu

Gly

cte
420

cte

ctt

oty
vVal

tgt
Cya

atg
Nat
500

cac
His

tge
Cys

gtt
Val

Bex

atc
Ile
380

tce
Ser

ooV gcg
Gly Kla

cag
@ln
360

ata acc
Ile Thr

ctc
Leu
375

Lys

Pxo Arg
330

agt
Ser

gga
aly

tca ttt

Serxr

tca aag
Ser Lys
405

cce tgg
Pro Tzp

acg
Thr

14 4
Fhe

atg gaa
Met Glu

gaa
Glu
440

ooy tea
Oly Bar

cag
aln

455

gaa
alu

tca
Ser

tac
Tyr

gty gag
Val Glu
470

agy cty
Arg Leu
485

aaa
Lys

atg
Mat

tgt aca
Cys Thr

gaa
Glu

aaa
Lyw

gga aca
Gly Thx

gtt
val

gtc
Val
520

aaa att
Lys Ilas

att
Ile

ccg
Pro
535

guy cuw ctg gty
Gly Arg Leu Val
550

tca aag pgtg ctg
Ser Lys Val ILau
565

gta gtt gga apgy
Val val Qly Arg
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geg goea aag ttt
Ala Ala Lys Phe

ctt ggt gec tac
Lau Gly Asp g::

ctg gte
Leu Val
410

cet
Pro
425

teg
Ser

cac
His

gAg
Glu

geg
Ala

gce
Ala

ctc cat
His

gga
Qly

gge
aly

tea
Ser

age
Sar

ate
Val
475

ang
Lys

gac
Asp

Lys
490

ctg get

ttec
Pha
505

teg
Ser

tte geg
Fha Ala

att
Ile

tee
8er

ete
Lau

gaa
alu

tce
Sex

got
Ala

gtt geg
Val Ala
540

aac
Asn
335

aca gtg
Thr val

atg
Met

gtc gag
val Glu
570

gaa
Glu

g§a gac aag oag
Gly Asp Lys Gln
545

Leu Ala

2007
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2199

2247

2343

2351

24987

2535
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ate
Ile

tca
Ser
605

gee
Ala

gee
Ala

atg
Het

ggc
Gly

aac
Asn
590

tgg
Trp

gtt
Val

tct
Ser

gte
Val

cac
His

tty aag gga gct
Leu Lys Gly Ala

§10

gac
Asp
625

cac
G40 -

tgg
655

ttt gge tet att
Fha Qly Ser Ile

caa gtg ttt ggt
His Gln Val Fha Oly

g<a Cgm gac cga

atc aca caa ggg cta atg
Ils Thr Gla Qly

Asn Ala Arg Asp Arg Ber

670

ttagtttpag
atgctagage
gcecekeecc
aafatgagoa
tggggcagga
tgggetetat
cgcectgtag
cacttgocag
tcgeeggett
ctttacggceca
cgeectgata
tettgttecca
gaattttgoy
cgaattaatt
caggcagaag
caggetccce
teccgecect
ceccatgpeto
tattccagaa
gagctegtat
ttgaacasga
atgactggyc
aggggcgceco
acgaggcagec
acgtgteac
tectgteatc
ggctgeatac
agcgagoacg
atcagggpet
aggatetegt
gettttctay
cgttggetac
tgctttacgyg

gut gty
Gly Gly Val

675

cte gty ttc tta geg
Leu Val Phe Lsu

cggeegetey
tegetgatea
cgtgecttce
aattgecateg
cagcaagauy
ggcttetgag
eggegeates
cgeeetagey
tocecgtcaa
cctegacceg
gacggtettt
aactggaaca
gattteggee
ctgtggaaty
tatgcaaage
agcaggcaga
aacteegece
actaatttrt
gtagtgagga
ateccatttee
tggattgecac
acaAcagaca
ggttetttet
geggctatey
tgaageggpa
tecaccttget
gettgatceg
tactegpaty
cgegecagee
cgtgacccat
attcatcgac
ccptgatat:
tategeoget

agcatgcoate
geetcgactg
ttgaccectgg
cattgtetgn
gaggattggy
gcggaaagaa
agegoggcou
cecegetectt
getctaaate
aaaasacttyg
cgoeettiga
acactcaace
tattggttaa
tgtgteagtt
atgcatctca
agtatgeaaa
atececegecce
tttatttatg
ggetttiteg
ggatctgate
geaggttete
ateggetgoet
gtcaagacey
tggctgycca
agggactgge
cctpcogaga
getacctgee
gaagecggte
gaactgtteg
ggcgatgect
tgtguccope
pectgaagage
cccgattege

can aga
Gln Axg

gga guv
Gly Gly val

ggt gee
Gly Ala

tea att

Leu Ala
615

ttec
Fhe

gte
630
ttc aga

Fhe Arxg
645

ggt gec

Leu Mgt Gly Ala

get ttg
Ile Ala Leu

et aat gty

Ala Thxr Asn val

tagagggcce
tgecttetag
asggtgecac
gtaggtgtca
aAgacaatag
ccagectguuy
gtotggtogt
tecgetttett
gegycatcee
attagggtga
cgttgpagte
ctatcteggt
saaatgaget
aguatgtgga
attagtcage
geatgeatet
taactccgee
cAgaggeoga
gaggcctegy
aagagacagy
cugeegetty
ctgatgeege
acctgtecgg
cgacgggcgt
tgetattgog
aAagtatccat
cattcgacca
ttgtogutea
ccaggeteaa
gettgeecgaa
togutgtguc
ttgocgocga
sgcgcatcge

Ala Lsu

aac tce
Asn Ber

aca ctc
Thr Leu

cta ctg
Lesu Len
665

tte
Phe

gce
Ala
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cat tgg cac ama gct gga age acg cty goc aag gec ke
His Trp His Lys Ala Gly Ser Thr Leu Gly Lya Ala Phe

ctg pea goy tty gpe gac aca

Gly Asp Thy
620

ata gga aaa
Ila Gly lLya
635

ttt gug gga
Phe Gly Gly
650

ctc tgg atg
Let Trp Mat

tta gcc aca
Leu Ala Thr

&80

cat get
His Ala *

tattctatay
ttgecageeca
tcccactgete
ttetattctyg
caggcatget
ctetagooay
tacgegeage
ccetteettt
tttagggtte
tggttcacgt
cacgttettt
ctattettte
gatttaacaa
aagtccccag
aaccaggtgt
caattagtca
cagttcegec
gyccgceket
cttttgcaaa
atgaggateg
gatgaagegy
cgtgttcegy
tgeectgaat
tecttgegea
cgangtgoog
catggctgat
ccaagegaaa
ggatgatctyg
gucgegcaty
tatcatggtyg
ggacegetat
atgggctgac
cttctatcge

tgtcacctaa
tetgttgttt
ctttectaat
SUTOUtoooyY
ggugatgegy
tatecccacg
gtgaccgeta
ctegecacgt
cgatttagtg
agtgggecat
aatagtggac
gatttataag
asatttaacg
gotccceagg
ggaaagtccc
gcaaccatag
cattctcoege
geetetgage
aagctccegy
tttcgoatga
ctattcgget
ctgteagege
gaactgcagg
gctgtgetey
gogcagpate
gcaatgoggce
categeateg
gacgaagage
cccgacggcy
gaaaatggece
caggacatag
cgettecteg
cttcttgacyg

2127

a115

2871

2919

2967

3009

3069
3129
3189
3149
3309
3369
1429
3489
3549
3609
1569
3739
3789
k] 1L
3509
3969
4029
4089
4149
4209
4269
4329
4389
4449
4309
4569
4629
4689
4749
4809
4869
4529
4989
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agttcttctg agecgggactc tggggttcgm aatgaccgac caagogacge ccaacctgee 5049
atcacgagat trtcgattcca cogocgectt ctatgaaagg ttgggettcg gaategtttt 5108
ccgpgacgee ggctggatga tectecageg cgggpatete atgetggagt tottegecca 5169
ccccaacttg tttattgeag cttataatgg ttacasataa agcastagea tcacaaattt 5229
cacafatasa gostttttit cactgeattc tagttgtygt ttgtccaaac tcatcaatgt 5209
atcttatcat gtetgtatac cgtegaccee tagetagage ttggegtaat catggtcata 5349
getgtttect gtgtgaaatt gttatccget caceattcca cacaacatac gagecggaag 5409
cataasgtgt asagectgod gtgoectaatg agtgagoctas ctcagattas ttgoegttgeg 5469
ctocactgeee gotttecagt cgggaaacct gtcogtgecag ctgeoattaat gaateggees 5529
acgcgegggy agaggcggtt tgegtattgg gogetettec gettcetcge tcactgacte 5589
getgegeoteg gtogttogge tgoggegage gutatcaget cactcasagy cggtaatacg 5649
gttatccaca gaatcagggy atancgcagg asagaacatg tgagcaaaag gocagcaaas 5709
gyccaggasc cgtanaaagg ccgoegtiget ggegttttte cataggetec goccecctga 5769
cgagcatcac assaategac gotcasgtca gaggtggcga aacccegacag goctatasag 5829
ataccaggeg tttecccetg gaagetccet cgtgegetet cctgttcoega coctgecget 5889
taccggatac ctgtecgect ttetcectte gggeagegty gegetttete aatgectcacg 5949
ctgtaggtat ctcagttcgg tgtaggtogt tocgotccaag ctgggctgtg tgeacgaasce §009
cececgttcay cocghccget gegecttatc cggtaactat cgtcttgagt ccaaccceggt - 6069
sagacacgec ttatcgcosc tggeageage cactggtaac aggattagea gagegagpta 6129
tgtaggcggt gcotacagagt tcttgasgtg gtggcctase tacggetaca ctagssggac 6189
agtatttggt atctgegete tgetgeagee agttaccttc ggaasaagap ttggtagete 6349
ttgatccggc asacaaaccha ccgetggtag cggtpgtttt tttgttigea agcagcagat 6309
tacgegoaga aasaaaggat ctcasgaaga tcctttgate ttttctacgg ggtctgacge 6369
tcagtyggaac ganaactcac gttaagggat tttggtcaty agattatcoas asaggatctt 6439
cacctagatc cttttaaatt aaasatgaag ttttaaatca atctaaagta tatatgagta 6409
sacttggtct gacagttacc aatgcttaat cagtgaggee cctatctoag cgatctgtet 6549
atttcgttca teccatagttg cctgactcec cgtocgtgtag ataactacgs tacgggaggg 6609
cttaccatct ggccccagtg ctgoaatgat accgegagac ccacgeteac cggctccaga 6669
tttatcageca ataaaccage cagecggang ggccgagoge agasgtgytc ctgcmacttt 6729
atcegectee atceagteta ttaattgitg ceggpaaget agagtamgts gttoegecagt 6789
taatagtttg cgcaacgttg ttgocattge tacaggcatc gtggtgtoac goetogtegtt 6849
tggtatgget tcattcaget cocggttccca acgatcaagg cgagttacat gatcccccat 6909
gttgtgcasa aaageggtta getecttegg tectccgate gttgtcagaa gtaagttgge 6969
cgcagtgtta tcactcatgg ttatggeage actgcataat tetcttactg tcatgecate 7029
cgtaagatge ttttetgtga ctggtgagta ctcsaccaag tcattotgeg aatagtgtat 7089
geggcgaccg agttgetett goceggegte aatacpggat sataccgege cacatageag 7149
aactttaasa gtgctcatca ttggaaaacg ttctitcgggy cgaasactct caaggatcett 7209
accgotgttg agatccagtt cgatgtsace cactcgtgeoa cccaactgat cttcageate 73169
ttttacttte accagegttt ctgggtgage asaaacaggs aggeaasatg cogocaaaaaa 7329
gogaataagy gegacacgga aatgttgast acteatactc tteetttttc aatattattg 7389
aagcatttat cagggttatt gtctcatgag cggatacata tttgaatgta tttagassaa 7449
taaacaaata ggggttccge geacatttoe cogasasagtyg coacctgacg t 7500
<210> 11
<211> 697
<312> PRT
<3131> Artificial Ssquence
<220>
<223> Description of artificial sequance; nota =

synthetic construct
<223> pCDIR 2-7
<400> 11
¥Wat Qly Arg Lys Q Ils Mat

1

in Asn Lys Aryg Gly Gly Asa Glu Gly Ser
5 10

15

Trp Leu Ala Ser Leu Ala Vsl Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Met Lys
a5

Lsu Ser Asn Pha Gln Gly Lys Leu Leu Mat Thr Ile Asn Asa Thx Asp

5

20

40

30
45

000367
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Ile Ala Asp Val Ile Val Ile Pro Thr Ser Lys Gly QGlu Asn Arg Cys
50 55 60
Trp Val Arg Ala Ile Asp Val Gly Tyr Met Cys Glu Asp Thr Ile Thr
65 70 73 8o
Tyx OQlu Cys Pro Lys Lou Thr Met Gly Asn Asp Preo Glu Asp Val Asp
a5 20 95
Cys Trp Cys Asp Asn Gln Glu Val Tyxr Val Gln Tyr Gly Arg Cys Thr
100 105 110
Arg ‘Thr Arg His Ser Lys Arg Ser Arg Arg Ser Val Ser Val Gln Thr
115 120 125
His Gly Glu Ser Ser Leu Val Asn Lys Lys Glu Ala Trp Leu Asp Ser
130 135 140
Thr Lys Ala Thr Arg Tyr Leu Met Lys Thr Glu Asn Trp Ile Ile Arg
145 150 158 160
Asn Pro Qly Tyr Ala Phe Lou Ala Ala Val Leu Oly Trp Met Leu Gly
165 170 175
Sar Asn Asn Qly Gln Arg Val Val Fhe Thr Ile Lsu Leu Leu Leu Val
180 185 150
Ala Pro Ala Tyr Eex Fhs Asn Cys Leu Gly Met Qly Asn Arg Asp Fhe
195 200 205
Ile Glu Gly Ala Ser Gly Ala Thr Trp Val Asp Leu Val Lau Glu Gly
10 15 320
Asp Ser Cym Leu Thr Ile Net Ala Aan Asp Lys Pro Thr Leu Asp Val
225 230 235 240
Arg Met Ila Asn XIle Glu Ala Ser Gla Leu Ala Glu Val Arg Ser Tyr
245 a50 a55
Cys Tyr His Ala Ser Val Thr Asp Ile Ser Thr Val Ala Arg Cvs Pro
260 265 270
Thr Thr Gly Glu Ala His Asn Glu Lye Arg Ala Asp Ser Bexr Tyr Val
175 250 285
Cys Lys Gln Gly Phe Thr Asp Arg QGly Trp Gly Asn Gly Cys Gly Leu
290 ass 300
Phe Gly Lys Gly Ser Ile Asp Thr Cys Ala Lys Phe Ser Cys Thr Ser
Jos i10 315 320
Lys Ala Ilg Qly Arg Thr Ile Gln Pro Glu Asn Ils Lys Tyr Glu Val
325 330 335
Gly Ile Phe Val His Gly Thr Thr Thr Ser Glu Asn His Gly Asn Tyx
340 345 350
Ser Ala Gla Val Gly Ala Ser Gln Ala Als Lys Fhe Thr val Thr Pro
355 360 365
ASn Ala Fro Ser Ile Thr Lsu Lys Leu Gly Asp Tyr Gly Glu Val Thr
370 375 a0
Leu Asp Cys Glu Pro Arg Ser Gly Leu Asn Thr Glu Ala Fhes Tyr Val
k1.13 350 395 400
Met Thr Val Gly Sar Lys Sar Phe Leu Val His Arg Glu Trp Phe His
405 410 415
Asp Leu Ala Leu Pro Trp Thr Bsr Pro Ser Ser Thr Ala Trp Arg Asn
420 42% 430
Azrg Glu Leu Leu Mst Glu Phe Glu Glu Ala His Ala Thr Lys Gln Ser
435 440 445
Val Val Ala Leu Gly Sex Glan Glu Gly Gly Leu His Glan Als Leu Ala
450 455 460
dly Ala Ile Val Val Qlu Tyr Sex Ser Ser Val Lys Leu Thr Ser Gly
465 470 475 480
His Leu Lys Cys Arg Leu Lys Net Aep Lys Leu Ala Leu Lys Gly Thr
485 490 4595
Thr Tyr Gly Met Cys Thr Glu Lys Pha Ser Phe Ala Lys Asn Pro Ala
500 505 510
Asp Thx Gly His Oly Thr Val Val Ile Qlu Leu Ser Tyr Ser OGly fSler
515 520 §a5
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Asp Gly Pro Cys Lys Ils Pro Ile Ala Ser Val Ala Ser Leu Asn Asp
530 535 S40
Met Thr Pro Val Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pro Fhe Val Ala Thr
545 550 555 $60
Ser fiaxr Ala Ser Ser Lys Val Lau Val Glu st Glu Pro Pro Phe Oly
565 570 575
Asp Ser Tyr lIle Val Val Gly Arg Gly Asp lys Glu Ils Asn His His
580 585 190
Trp His Lys Ala Gly Ber Thr Leu Gly Lys Ala Phs Ber Thr Thr Leu
595 600 605
Lys Qly Als Gln Arg Leu Ala Ala Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Fle
510 615 620
Gly Ser Ile Gly Gly Val Phe Asn Ser Ile Gly Lys Ala Val His GQln
625 630 635 640
Val Phe Qly Gly Ala Pha Arg Thr Leu Phe Qly Gly Met Ber Trp Ile
645 650 655
Thx Gln Qly Leu Met Oly Ala Leu Leu Lsu Trp Mt Gly Val Asn Ala
660 665 670
Arg Asp Arg Ser Ile Ala Lsu Ala Phe Leu Ala Thr Gly Gly Val Leu
875 630 663
Val Phe Leu Ala Thr Asn Val His Ala
690 695

<210> 12

<311> 46

<213> DMA *
<213> Artificial Seguence

<220>
<223> Deacription of artificial saquence; note =
synthetic construct

<221> misc_feature
<222> 1-46
<223> WN 466

<400> 12
cttggtacce gtctoggege cgtgacccte tcgaacttcco agggea

<210> 11

211> 43

<213> DNA

<213> Artificial Bequence

220>
«<223> Description of artificial sequence; note =
eynthetic construct

<221> misc_featuxre
<222> 1-43
<223> CWNI444

«400> 1)

agaggcactt gcacgtgegy acttocogecg goegasasaga aas
<210> 14

<211> 24

<312> PRT

<213> Artificlal Segquence

<220>

10

.- 000363
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<233> Description of artificial sagquence; note =
synthetic construct

«223> JE Bignal

<400> 14

060370

PCT/US02/10764

Het Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Mat Trp Leu Ala Ser Lsu Ala
1

5
Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala

15
5308
DA

<210>
<211>
<112>
<213>

<220>
<123>»

10

Artificial Segquance

synthetic construct

<221>
<232>

CDS

<211>
<112>
<223>

<400> 15

gacggategy
ccgeatagtt
cgagcaaant
ttagggttag
gattattgac
tggagttceg
cecgocecatt
attgacgtca
atcatatgee
atgcccagta
tegetattac
gactcacggg
caaaatcaac
Tutaggcgty
accgettact
cgecgeegee

(911)... (2987}

misc_feature
{1)...{5308)
PCBNN

gagatcteee
aagceagtat
ttaagctaca
gegttitgeg
tagttattaa
cgttacatana
gacgccaata
atgggtguag
aagtacgeec
catgacctta
catggtgats
gatttecaag
gggactttce
tacggtggga
gogettatega

gatccectat ggtgeactet
ctgectecetg cttgtgtgtt
acaaggcaag gcettgaccega
ctgottegoeg atgtacguge
tagtaatcaa ttacggggte
cttacggtaa atggececgee
atgacgtatg ttcccatagt
tacttacggt asactgeccca
cctattgacg tcaatgacgy
tgggacttte ctacttggea
egpttttigg cagtacatca
tctceaccee attgacgtea
aaaatgtcgt aacaactceg
ggtctatata agcagagctc
asttaatacg actcactata

Description of artificial sequence; note =

cagtacaate
ggaggtcget
caattgeatg
cagatatacg
attagtteat
tggctgaccy
aacgccaata
ctitggcagta
tapatggeeoe
gtacatctac
atgggcgtog
atgggagttt
ccceattgac
tctggetaac
gupagaceca

atg ggc aag agg tcc gee gge toam ate atg tge
Mat Gly Lys Arg Sar Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala

1

10

15

tgetetgatg
gagtagtgeg
aagaatctge
egttgacatt
agcccatata
cccaacgace
gggactttee
catcaagtgt
gectggeatt
gtattagtca
Atageggtet
gttttggcac
gcaaatggge
tagagaacce
agcttggtac
cte gog

agc ttg geoa gtt gtc ata got tgt gea gge gee gty ace ctc teg aac
Ser Leu Ala Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Val Thr Leu Ser Asn
15 F 25

ttc cag ggc asg gty atg atg acg gta aat get act gac gtc aca gat
Fhs Gln Gly Lys Val Met Met Thr Val Asn Ala Thy Asp Val Thr Asp
30 35 40 45

gtc atc acg att cca aca goet got gge asg asc cta tge att gtc aga

Val Ile Thr Ile Pro Thr Ala Ala Gly Lys Asn Lsu Cys Ile Val Arg
- 50 1) 60

11

&0
120
180
240
00
360
420
480
540
600
660
730
780
840
00
4%

957

1045

1093
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gca atg gat
Ala Met Asp

cca
Pro

cac
Him
110

Ser

tat

atg
Met

tac
vr
190

otg
Val

oty
Val

aat
Asn

get
Ala

gaa
Glu
270

gte
Val

Lys
85

tca
Ser

act
Thr

agg
Arg

gee
Ala

cag
Gla
175

age
Ser

tct
Ser

act

atg
Mat

ace
Thr
258

get
Ala

oty
Lau
20

tca
Sex

aga
Axg

cta
Lau

tat
TYX
etg
160

tte
Fhe

goa
Gly

atc
Ile

gag
Glu
240

gte
Val

cag
Hie

goa gtg gtg
Gly Val val

gty gya tac atg tge gat gat act atc
Val Gly Tyr Met Cys Asp Asp Thr Ile

65
teg
Ber

gca
Ala

cgc
Arg

acq
Ala

ttg
Leu
145

gty
val

gtt
Val

aac
Asn

goa
Ala

atg
Mat
a25

gcy
Als

Ber

aat

gac
Asp

get
Ala

gte
Val

agt
Ser

aac
Asa
130
gta
val

gea
Ala

otg
Val

Ege

210

tet

Ser

gec
Als

gat
Asp

354

70

ggt ast gat cca gaa gac
Gly Asn Asp Pro Glu Asp

L]

tac gtc agy tat goga aga
Tyr Val Arg Tyr GQly Arg

100

cgy agy tca ctg aca gtg
Arg Arg Ser Leu Thr Val

115
aAg
Ly=s

aaa
Lys

gee
Ala

tte
Phe

ctt
135

oy
Trp

aag
Lys

cte
Leu

asa
Ly»
a75

aag oue
Lys Gly

ACA gaa
Thr Glu

gtc att
Val Ile
165

gtc gty
Val Val
1g0

gga atg
Gly Met

gty gat
Val Asp

gac aag
ASp Lys

cto gea
Leu Ala
245

tce ace
Ser Thr
160

cgt get
Arg Ala

tpF guc

get
Ala

tea
Ser
150

got
aly

cta
Leu

agc
Sexr

ttg

cct
Pro
230

gag
Glu

aaa
Lys

Gly Trp Gly Asn

tag
TP
135

tow
TP

too
TR

ttg

gtt
Val
215

gte
val

get
Ala

vgc
aly
a%s

120

atg
Net

ate
Ile

atg
Mat

ctt

aga
200

cte

atc
Ile

Arg

ocg
Als

get
Ala
280

tge
Cys

12

ate
Ile

tge
Cys
105
cag
aln

gac
Asp

ttg

ctt

ttg
185
gac

Awsp

gan
alu

gat

agt
Berx

tge
Cys
265

tte

gge
Gly

act
Thr

gac
Asp
90

ace
Thr

uog
aly
170

gtg
Val

ttc

Gly

gtg
val

tat

gtq
Val

cta
Leau

tat

Tyr
75

tgt
Cy»

aag
Lys

cac
His

aac
Amn
155

age
Serx

gee
Ala

gaa
Glu

toe
Trp

aca
Thr

gga
Gly

aag
Lys
140

cet
Pre

AaAac
Asn

cca
Pro

gaa
Glu

Ber
220

atg
Mat

tat
Tyr

atg
Mat

ags
Axg

e
Qly
300

PCT/US02/10764
tgo 1141
Cys
tge 1109
Cys
cge 1237
Arg
gaa 1285
Glu
125
gecc 133
Ala
goa 1381
Qly
ace 1429
Thr
gee 1477
Ala
goa 1525
Gly
205
tge 1573
Cys
akg 1631
Mat
ttg 166%
Lau
gga 1717
Gly
caa 1765
Qln
285
sas 1e13
Lys

000371
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goa
Gly

gga
aly

gte
Val

gtt
val
350

tca
Ser

gua
Glu

gga
oly

cte

tta
Lau
430

teg

et
PFro

aag
Lys

gge
Gly

ggt
Gly
510

ect
Pro

age
Ser

aga

cat
His
335

gga
Gly

tac
Tyr

cea
Pro

cct
Pro
415

actg
Net

ggc
Gly

oty
val

tgt
Cys

gtc
Val
495

cac
Hie

tge
Cys

ate
Ile

acc
320
gga
aly

gec
Ala

aca
thr

o
Arg

400

i

gag
alu

tca
Bex

gaa
Glu
aga
480

tgt
Cya

aly

afa
Lys

gac
Asp
305

ate
Ile

cca
xo

act
Thr

cta

tca
Ser
Jes

acy

Ser

Lttt

caa
Gln
tte
465

gty
Val

tca
Sar

act
Thr

gtt
Val

aca tge gec aaa
Thr Cys Ala Lys

ttg
Leu

act
Thr

cag
aln

aag
Lys
370

Gly

ttec

agt
Bax

gag
Glu

gag
Glu
450

ten
Ser

aag
Lyn

ang
Lys

ocg
Val

cct
Pro
530

act

gea
Ala
335

ctt

att
Ile

te

get
Ala

gaa
Glu
435

gua
aly

atg
¥et

get
Ala

ot
val
515

ate
Ils

gag
Glu

oty
vVal
340

1)
Qly

gga
Gly

gac
ASp

gte
Val

gga
Gly
420
cca
Pro

get
Ala

gaa
Glu
tte
500
tty
Leu

tecg
Ser

aat
Asn
325

gag
Glu

aga
Axg

gaa
alu

cat
His
405

age
Serx

cac
His

ctg
Lau

act
Thx

[ 7Ty
Ly
435

sag
Lys

gaa
alu

tca
Ser

ttt goeo tge tet ace aag gea
Fhe Ala Cys Ser Thr Lys Ala

310
atc
Ile

tcg
Ser

Ete
Phe

tat
Tyr

aat
Asn
3%

oyt
Arg

act

gcc
Ala

cat
Hie

gte
val
470

teg

(14

tty

gte
Val

aag tac gas gtg
Lys Tyr Glu Val
aio

cac gga aac tac
His Gly Asn Tyr
M5

agc atc act cct
Ser Ile Thr Pro
360

gua gag gtg aca
Gly Glu Val Thr
375

gca tac tac gtg
Ala Tyx Tyr Val

gag tgg ttc atg
Glu Trp Phe Met
410

gtg tgy agg aac
Val Trp Arg Asn
425

acg aag cag tct
Thr Lys @ln Ser
440

caa get tkg get
Gln Ala Leu Ala
455

aag ttg acg tcg
Lys Leu Thr Ser

cag ttg aag gga

s

gce att
Ala Ile

tcc aca
Sexr Thr

gcyg ocy
Ala Ala

gty gac
Val Asp
g0

atg act
Met Thr
395

gac cte
Asp Leu

aga gag
Arg Glu

gty ata
Val Ile

ggs gece
aly Ala
460

gat cat
Qly His
475

aca acc

PCT/US02/10764
ata 1861
Ile
ttt 1909
Phe
cag 1857
ain
cct 2005
Pro
3565
kgt 2053
Cys
gtt 2101
Val
amc 2149
Asn
acg 2197
Thr
gca 23445
Ala
445
att 2293
Ile
tty 2341
Leu
tat 2389

aln Leu Lys Gly Thr Thr Tyx

ctt gug act cec
Leu Gly Thr Pro
305

cag tac act gyc
Gln Tyxr Thr Gly
520

get tea ttg aac
Ala Ser Leu Asn
535

13

gcg gac
Ala Anp

acyg gat
Thr Amp

gac cta
Awp Leu
540

aca
Thr

goa
aly
52%

acg
Thr

2417

2485

2333

.000372
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cca gty ggc agh ttg ptc act gtc aac ect ttt gtt teca gtg gee acg 2581
Pro Val Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pxo Fhe Val Ser Val Ala Thr
545 550 555
gee aac get aag gte cbg att gaa ttg gaa cca ccc ttt gga gac ktea 162%
Ala Asn Ala Lys Val Ieu Ile Olu Leu Glu Pro Pro Phs Gly Asp Sar
560 565 370
tac ata gtg gtg ggc aga gga QAR cak cag at¢c aat cac cat tgg cac a7
Tvyr Ils Val val Gly Arg Gly Glu Gla @Gln Ile Asa His His Trp His
575 580 585
sag tet gga age age att gge aaa goc LEt aca ace ace ctc asza gga 2735
Lys Ser Gly Ser Ser Ile Gly Lys Ala Phe Thr Thr Thr Leu Lys Qly
550 595 600 605
gcp cag aga cta gecc get cta gga gac aca get tgg gac ttt gga teca a773
Ala Glo Arg Leu Ala Ala Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser
610 613 620
gtt gga ggg gtg ttc acc tca gtt ggg asg get gtc cat caa gtg tte 2821
Val Gly Qly Val Phe Thr Bar Val Gly Lys Ala Val His Gln val Phe
6325 6§30 635
goe gga gca tte cge teca otg tte ggh gEc mtg toce tgg ata acyg caa 1969
Gly Gly Ala Phe Arg Ser Leu Pha Qly Oly Met Ser Trp Ile Thr Gln
640 645 650
ppa ttg ctg ggg gct cte ctg tig tow atg goc atc aat get cgt gat 2917
Gly Leu Leu Qly Ala Leu Leu Leu Trp Met Gly Ile Asn Ala Arg Asp
655 660 665
agg tcc ata got cte acg tet ctc goa gtt gga gga gtt ctg cte tte 2965
Arg Ser Ile Ala Leu Thr Fhe Leu Ala Val Gly Gly Val Leu Leu Phe
670 675 680 645
‘cte tec gty aac gtg cac gee t gaaggeggoce getcgageat goatotagag 3017
Leu Ber Val Asn Val His Ala
690
ggcccratte tatagtgtca cctaaatget agagcetcget gatcagectc gactgtgeet 3077
tctagttgee agocatetgt tgtttgecec tecccegitge cttecttgac coctggeaggt 3137
gccactceca ctgtocttte ctastaaaat gaggaamttqg catcgeattyg tctgagtagy 3197
tgtcatteta ttctguguug togoutggoy cagygacagca aggogyagga ttgggaagac 3257
aatagcagge atgetggogs tgeggtagoc tetatggett ctgaggeggs aagaaccage 3317
tgcattastyg matcggecaAR CECGCRUSUR paggogyttt goptattgug cgotctteeg 33T
cttecteoget cactgacteg ctgegetegg tegttcogpet gopgcgagey gtatcagcete 3437
actcaaaggce ggtoatacgg ttatccacag aatcagggoa taacgceaggs aagaacatgt 3497
gagcaaasgy CCagcAaaag gccaggance gtaamasgge cgegttgeotg gegtttttee 3557
ataggcteceg cocccetgac gagoatcaca saaatcgacg ctcaagtcag aggtggcegaa 3617
acccgacagy actataaags taccaggegt ttecccctgg aageteccte gtpegetete 3§77
ctgttcogac cctgecgett accggatace tgteccgoctt toteoccttog ggaagegtgg 3737
cgettitctca tagceteacge tgtaggtatc tcagttogpt gtaggtegtt cgotecamge 3797
tgogebgtgt goacgaacee ccegttoage cogacegetg cgecttatce ggtaactate jes?
gtcttgagtc caacccggts agacacgact tatcgeeosct ggcageagec actggtaaca 3917
guattagcag agcgaggtat gtaggeggtg ctacagagtt cttgaagtgg tggectaact 3977
acggctacac taghagaaca gtatttggta tetgegetct geotgaageea gttacctteg 4037
gassaagnagt tggtagetet tgatccggoa aacaaaccac cgotggtage gutggptittt 4097
ttgttigcad goagoagatt ACOCHCAgAA SAAAAgUALC tcaAgaagat cctttgatet 4157
tttetacgog gtotgacget cagtggaacg assactoacg ttaagggatt tiggtcatgs 4217
gattatcaaa aaggatcttc acctagatcece ttttaaatta aaaatgaagt tttaaatcaa 4277

14

...000373
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tctaaagtat
ctatctcage
taactacgst
cacgctcacc
gaagtggtece
gagcaagtag
tggtgtcacg
gagttacatg
ttgtcagasg
ctecttactgt
cattctgaga
ataccgegee
gaaaactetc
ccaactgate
ggcaasatge
toetttttca
ttgaatgtat
cacctgacgt

«210> 16

<311> 692
<212> PRY
<213>

<230>
<223>

atatgagtaa
gatetgteta
acggeagggc
ggctccagat
tgcaacttta
ttcgoecagtt
ctcgtegtet
atcecceatg
taagttggee
catgeccatcc
atagtgtatg
acatagcaga
aaggatctta
ttcagecatet
cgCalaasag
atattatega
ttagitasat
c

acttggtetg
tttcgtitcat
ttaccatctg
ttatcagcoan
teogecteca
aatagtttge
ggtatggett
ttgtgcaaaa
geagtgttat
gtaagatgot
cggcgaccga
actttaaaag
ecgetgttga
tttactttca
ggaataaggy
agcatttate
asacasatag

Artificlal Sequence

synthetic construct

<233>
<400> 16

1
val val Ils

Lys

Ile
50
Val
65
Ser

Ala

Arg
115

Ala
130

Leu
145
Val

Val

Asn
185

Ala Thr Trp Val Asp

210

Met Sex Lys Asp Lys

Pro Thy Ala Ala
Gly Tyr Met Cys
Ala Gly Asn Asp
Val Tyr Val Arg
Ber Arg Arg Ber
Asn Lys Lys Gly
Vel Lys Thr dlu
Ala Ala Val Ile

165
Val phe Val Val

Cys Leu Gly Met

pCEMN

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly
5

Ala Cys Al

10
85
100

al

180

23

Val
aly
Amp
Pro
TYIr
Lesu
Ala
Ser
150
Leu
fler
Leu

Prro

& Gly

acagttacca
ccatagttge
gcocceagtge
taaaccagee
tccagtctat
geaacgttgt
cattcagcte
angeggttag
cactcatggt
tttctgtgac
gttgetettyg
tgetcatcat
gatccagtte
ccagegttte
cgacacggan
agggttatty
gggttecgey

10

73

105

130

: 4

135
170

185

Asn
a00

215
0

235

15

atgcttaate
ctgactoece
tgcaatgata
agccggaagy
taattgttge
tgeccattget
cggtreccaa
ctecttoggt
tatggcages
tggtgagtac
cccgygcgton
tggaaaacgt
gatgtaacce
tggutgagon
atgttgaata
tctcatgage
cacatttcce

Description of artificial sequence: note =

k1

Asp Ile Asp Cys Trp Cys Thr
90

125

140

000374

PCT/US02/10764

agtgaggeac
gtcgtgtags
ccgegagace
gocogagegea
cgogasgeta
acaggcatcg
cgatcaagyge
cctecgateg
ctgecataatt
tcaaccaagt
atacggoata
tcttegugoe
actcgtgecac
aaaacaggan
ctcatactct
ggatacatat
cgaaaagtge

Ser Ile Mst Trp Leu Ala Ser Leu Ala

15

Ala Val Thr Leu Ser Asn Fhe Gln Gly

Ala Thr Asp Val Thx Asp Val Ile Thr

Asn Lau Cys Ile Val Azrg Ala Mat Asp
60

Thr Ile Thr Tyr Glu Cys Pro Val Leau

a0
Lys Ser
95

Arxg Cym Thr Lys Thr Arg His Ser Arg
110

Val Gln Thr His Gly Glu SBer Thr Leu
Mat Asp Bar Thr Lys Ala Thr Arg Tyr

Ile Leu Arg Asn Pro Gly Tyr Ala Leu

160

Met Leu Gly 8er Asn Thr Mat Gln Arg

175

Leu Lsu Val Ala Fro Ala Tyr Ser Fhe

190

Axg Asp Phe Leu Glu Gly Val Ber Qly
Val Leu Olu Gly Asp Ser Cys Val Thr Ile

Thr Ile Asp Val Lys Met MNet Asn Met Glu

240

4337
4197
4457
4517
4577
4637
4697
4757
4017
4877
4937
4997
5057
5117
5177
5237
5297
5308



000375
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Ala Ala Asn Leu Ala Glu Val Arg Ser Tyr Cys Tyr Lsu Ala Thr Val
45 a50 a55
Ser Asp Leu Ser Thr Lys Ala Ala Cys Pro Thr Met Gly Glu Ala His
260 €S 270
Asn Asp Lys ArQ Ala Asp Pro Ala Phe Val Cys Arg Gln Oly Val Val
275 280 285
Asp Arg Oly Trp Oly Aen Gly Cys Gly Leu Phe 'QGly Lys Gly Ser Ile
250 295 300
Asp Thr Cys Ala Lys Fhe Ala Cye Ber Thr Lys Ala Ile Gly Arg Thr
a5 310 15 320
Ile Leu Lys Glu Asn Ile Lys Tyr Glu Val Als Ile Phe Vel Nis Gly
325 330 15
Fro Thr Thr Val Glu Ser His Gly Asn Tyr Ser Thr Gln Val Gly Ala
k1) 345 350
Thr Gln Ala Gly Arg Phe Ser Ile Thr Pro Ala Ala Pro Ser Tyr Thr
iss 3so 365
Leu Lys Leu Qly Glu Tyr Qly Glu Val Thr Val Asp Cys Glu Pro Arg
370 37s %0
Ser Gly Ile Asp Thr Asn Ala Tyr Tyx Val Met Thr Val Gly Thr Lys
a8s . 390 a9s 400
Thr Fhe Lau Val His Azg Glu Trp Phe Met Asp Leu Asn Leu Pro Txp
405 410 415
Ser Sexr Ala Oly Ser Thr Val Trp Arg Asn Arg Glu Thr Leu Net Glu
420 425 430
Pbha Glu Glu Pro Kis Ala Thr lLys Gln Ssr Val Ile Ala Leu Gly Sex’
435 440 445
Gln Glu Gly Ala Leu His Qln Ala Lsu Ala Gly Ala Ile Pro Val Glu
450 455 460
Fhe Ser Sar Asn Thr Val Lys Leu Thr Ser Gly His Leu Lys Cys Arg
465 470 475 480
Vval Lys Mat Qlu Lys Leu Gln Leu Lys Gly Thr Thr Tyr Gly Val Cys
485 490 495
Ser Lys Ala Fhe Lys Phe Leu Gly Thx Pro Ala Asp Thr Gly His Gly
500 505 510
Thr val Val Leu Glu Leu Glo Tyr Thr Gly Thr Asp Gly Pro Cys Lys
515 520 325
val Pro Ile Ser Ser Val Ala Ser Leu Asn Asp Lsu Thr Pro Val Gly
530 535 540
Arg Leu Val Thr val Asn Pro Phe Val Ser Val Ala Thr Ala Asa Ala
545 550 %55 560
Lys Val Lsu Ile Glu Leu Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr Ile Val
565 570 575
val Gly Arg Gly Glu Gln Gln Ile Ash His His Trp His Lys Ser Qly
580 585 590
Saxr Ser Ils Gly Lys Ala Fhe Thr Thr Thr Leu Lys Gly Ala Gln Ary
595 600 603
Léu Ala Ala Lsu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Phs Gly Ser Val Oly Gly
§10 615 620
Val Phe Thr Ser Val Gly Lys Ala Val His Gln Val Phe Gly Gly Ala
625 $30 $35 640
Fhe Arg Ser Leu Phe Gly Gly Met Ser Trp Ile Thr Gln Gly Lau Leu
645 650 655
Gly Ala Leu Leu Leu Trp ¥et Gly Ila Asn Ala Arg Asp Axp Ser lle
660 665 670
Ala Leu Thr Phe Leu Ala vVal Oly Gly Val Leu Leu Phe Lesu Ser Val
675 680 685
Asn Val Him Ala
690

<210> 17
<211> 5334

16



100

17

105

000376

WO 02/081754 PCT/USO2/10764
<212> DRA
<213> Artificial Besqguence
<220>
<223> Description of artificial sequence) note »
synthetic conatruct
<221> CDS
<222> ({916)...{3007)
«211> misc_festurs
<222> (1)...(5334)
<323> pCBJE 1-14
<400> 17
gacggatcgy gagatctece gatcccotat ggtgoactcet cagtacaatc tgetctgatg 60
cegeatagtt aagcecagtat ctgetccctg cttgtgtgtt gpaggteget gagtagtgeg 120
cgagcasaat ttaagetaca acaaggcaag gettgaccga casttgeaty aagaatetge 180
ttagggttag gogttitgeg ctgettogeg atgtacgage cagatatacg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcas ttacggogtc attagttcat agcocatata 300
tggagttccg cpttacataa cttacggtaa atggocoges tggctgaccyg CCCBACQACC 360
cocgeccatt gacgtecaata atgacgtatg tteccatagt ascgecaata gggactttee 420
attgacgtca atgggtggeg tatttacggt asactgecca cttggeagta catcaagtgt 480
atcatatgee magtacgece cctattgacyg teaatgacgg tasatggooe gectggoatt 540
atgocccagta catgacctta tgggactttc ctacttggea gtacatctac gtattagtca 600
tcgectattac catggtgatg cggtttigge agtacatcaa tggucgtgga tagcggtttg 660
actcacgguy atttecaagt ctocacecca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggeace 740
aaaatcaicg ggactttcca aaatgtegta acaactccge cocattgacg caaatgggeg 780
gtaggegtgt acggtgggag. gtctatataa geoagagectet ciggcectaact agagaaccca B840
ctgcttactg gettatcgas attaatacga ctocactatag ggagacccaa gettggtace 900
tctagagecg cogoec Bty ggC AR AAg CER AAC AAL AgA ggs gga aat gaa 851
llot Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg Gly Gly Asn Glu
5 10
goc teca atc atg tgg cte gog age ttg goa gtt gtc ata get tgt gog 999
Gly Ser Ile Met Trp Lau Ala Sar Lsu Ala val val Ile Ala Cys Ala
15 20 a5
gga gcc atg aag ttg tcg aat ttc cag ggg aag ctt ttg atg acc aAte 1047
Gly Ala Mst Lys Leu Ser Asn Fhe Gln Gly Lys Lau Lsu Met Thr Ile
k[ 35 40

BAC AAC ACg gac att gca gac ptt atc gtg att ccc ace tea aaa gpa 1095
Asa Asn Thr Asp Ile Ala Asp Val Ile Val Ile Pxro Thr Ser Lys OGly

45 50 55 60
gag aac apa tge tgg gte cgg goa ate gac gte gge tae atg tgt gag 1143
Glu Asn Axg Cys Trp Val Arg Ala Ila Asp Val Gly Tyr Met Cys Glu

65 70 75
gac act atc acg tac gaa tgt cct amg ctt acc atg ggc aat gat cca 1191
Asp Thr Iles Thr Tyr Glu Cys Pro WI Leu Thr Met Gly Asn Awp Pro
[ ) 0

gag gat gtg gat tge tgy tgt gac asc cas gas gtc tac gtc caa tat 123
Glu Asp Val Asp Cys Trp Cys Asp Amm Gln Glu Val Tyr Val Gln Tyr
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gga cgg tge
Gly Axg Cys
: 110

tog gte caa
Ser Val Gln
1325

tgy ctg gat
Trp Leu Asp

tgy ate
Irp Ile

ata
Ile

tgg atg ctt
Trp Met

175

ctg ctg
Leu Leu
190

tty

aat cgt
Asn Arg
205

gac
Asp

gtg ctg
Val Lau

gaa
Glu

aca ttg
Thr Leu

gac
ABD

agt
8er
255

gtc aga
Val Axg

tgc
Cys

get cgg
Ala Arg
370

tat
Tyr

agt age
Ser Ser
285

gga togt gga
Qly Cys Qly

tce tge ace
Ser Cys Thr

aaa tac gaa

acy
Thr

aca
Thr

tca
Serxr

Axg
160

Qly

gte
val

tte

goa
Gly

gte
Val
240

tac
Tyr

cce
Pro

gty
Val

ctt
Lau

agt
Ber
320

gtt

cgg
Arg

acc agg
Thr Arg
115

cat
His

ooy gag
Gly Glu
130

acg
Thx
145

asa gce
Lys Ala

aat
Asn

cct gge
Pro Gly

aac aac
ASn Asn

agt
Ser

get
Ala

ccg got
Pro Ala
195

ata
Ila

gaa ggh
alu GQly
210

gat
Asp
2325

agc tge
Sex Cys

egc atg act
Arg Met Ile

tat cat
Tyt Kis

tge
Cys

acg
Thr

act gga
Thr Gly
275

asa caa
Lys Gln
2%0

tge
Cya

ttec gug aag
Fha Gly Lys
305

aaa gog att
Lys Ala Ils

ggc att tet

cat tcc aag
His Ber Lys

agt tca cta
Sar Ser Leu

aca cga tat

Thr Arg TyT
150

tte
Fhe

tat get
Tyr Ala
165

ggt caa
AQly Gin
180

cgc
Arg

tac
Tyr

[ 44 4
Pha

agt
Ser

agt
(-7

gee
Ala

gga
dly

akte
Ile
230

ttg
Lau

atc
Ile

aac
Asn

gaa
Glu

get
Als
260

gtc
val

gaa
Glu

cae
His

ggc act

Gly

att
Ile
310

gga
aly

ach
Thr

0ug age
Gly Arg
kF 1]

gtg cat gya

cgs agc agy
Arg Ser Arg
120

gtg aat saa
Val Asn Lya
1315

ctc atyg saa
Leu Net Lya

ctg gcg
Leu Ala

gcg
Ala

ttt
Phe
185

gtg gta
Val Val

tgt
Cys
200

ctyg
Leu

gec act
Ala Thr
215

tgy
TrD

atg
Met

gca
Ala

aac
Asn

caa
aln

gct
Ala

age
Ser

atc
Ila
265

act gac
Thr Asp

gug
Glu
280

ang
Lys

gac cgt gog

Thr Asp Arg Gly

gac aca tgt
Asp Thx Cys

atc cag cca
Ile Gln Pro

acc acc act

Lys Tyr Glu Val Gly Ile Pha Val His Gly Thr Thr Thr

335

340

S

18

Lys

ace
Thr

gta
Val
170

ace

cga
Gly

gt
Val

gac
Asp
ctt

teg
Ser

cge

tge

gca
Als

gee
alu
330

teg
Sar

PCT/US02/19764

tco ptg 1287
Bar Val
gag get 1335
Glu Ala

140
gag asc 1303
Glu Asn
155
ctt gge 1431
Leu Gly
atc cte 1479
Ile Leu
atg ggc 1527
Mat Gly
gac ttg 1575
Asp Leu

220
ass cca 1623
Lys Pro
235
get gag 1671
Ala Glu
acg gtg 1719
Thr Val
get gat 1767
Ala Asp
goc aac 1815
Gly Asn

300
aaa ttc 1863
Lys Phs
i1s
aac ate 1911
Asn Ile
gaa aac 1959
Qlu Asn

000377
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cat
His

g0g aat
Gly Asn
350

aca gta
Val

aca
Thx
365

gga
Gly

gaa
Glu

gte
val

tet
Phe

tac
Tyx

gcg
Ala

gag ttt

Glu

tgo
Trp
415

tog
Trp
430

gy
Ala

Lys

cag
Gln
445
cag ttg
Gln

gcy
Ala

tta tca

ctg
oly
4595

aat
Asn
510

aaa
Lys

tct
Ser

tac

Tyr
535

oly

cte aat

Asn

age
Ser

tte gtc

val

ocq
Ala

tte
Phe
575

tat tea

Sarx

aat
Asn

ece
Pro

aca ctg
Leu

385

gtc
Val
£00

atg
Net

cat
His

aac
Asn

aga
Arg

tce
Ser

gt
Val

gca
Ala

gua
Gly
465

cac
His

ggc
Gly
450

Thr

gcd
Ala

gac
Asp

gat
Asp

agt
Sex

aty
Mot
545

gac
Asp

tece
Sax

act
Thr
560

gge gac
Gly Asp

gcg caa gtt
Ala Gln Val
355

¢cct
Pro

gct
Ala
370

tog
Bar

gac
Asp

tgt
Cys

gag
Glu

ace
Thr

gtg
val

oog
Oly

cte
Leu

get cte
Ala

cte
Lau

gaa ctc
Glu

435
gtt ctt
val
450

Ala

atc
Ila

gto
val

gce
Ala

ety
Leu

tge
Cys

tat atg
Met

act
Thr

cac
His

ggt
aly
515

tge
Cyns

guc
Gly
5310

ace cece gtt
Thr Fro Val

agt gce age
Sar Ala Ser

atc
Ilas
580

tce tac
Ser Tyr

g0y geg tce
Gly Ala Ser

ata ascc cte
Ile Thr Leu
375

cca agg agt
Pro Arg Ber
390

tca aag tea
Sar lya Ser
405

cece tgy acyg
Pro Trp Thr

tee
Fhe

atg gaa
Met Qlu

tca
Ber

cag
Gln
455

uoy
Qly

tac
Tyx

gtg
val

gag
Glu
470

agg
Arg
485

ctg
Leu

aak
Ly»s

togt
Cys

aca gaa
Thr Glu

aca
Thr

gtt
val

gga
Gly

aan
Lys

ack
Ile

ccg
Pro
535

g9y cgg ctg
aly Arg Leu
550

tes ang gtg
Saxr Lys Val
565

gta gtt gga
Val Val Qly

19

CAg gcg gca
Gln Ala Ala
360

aas ctt
Lys Lau

get
Gly

gga ctg
Gly Leu

aac
Asn

(444
Fhe

ctg
Leu

gte
val
410

cck
Pro
425

tec
Ser

teg
Bar

gaa
Glu
440

Glu Ala

gaa
alu

gga
oly

ooc
aly

tea
Ser

tca

Saxr Ber

atg
Het

gac
Asp

aaa
Lys
430

tte
Fha
505

ana
Lyu

tecg
Serz

att
Ile

gte
val
520

geu
Glu

tee
Ser

att get
Ile Ala

gty aca gtg
Val Thr Val

ctg gtc gag
Leu Val Glu
570

agg gga gac
Arg Gly Asp
585

PCT/US02/10764 000378

aag ttt
Lys Phe

gac tac

Asp Tyr
380

act
Thr
395

gaa
alu

cat agg
His Axg

aca
Thr

age
Ber

cac gee
His Ala

ctc cat
His

oty
Val
475

aag
Lye

ctg got
Lau Ala

ttc geg
Phe Ala

kca
Berx

cte
Lesu

otk geg
Val Ala
540

anc
Asn
555

ece
Pro

atg
Mat

gaa
Glu

aag cag
Lys Gln

2007

2103

2151

2199

2247

34

2381

2487

2535

1631

2679
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atc aac cac cat tgg cac aas get gya aAge acg cty gge asg gec ttt 2727
Ile Asn His His Trp His Lys Ala Gly Eer Thr Leu Gly Lya Ala Phe

590 595 600
tca aca act ttg aag gga get cas aga cty goa gog ttg gyc gac aca 2775
Ser Thr Thr Leu Lys Gly Ala Gln Arg Lsu Ala Ala Leu Gly Asp Thr
605 610 615 620
gec tgg gac ttt gge tot att gga ggg gtc tte aac tce ata gga aaa 202)
Ala Trp Asp Pha Gly Ser Ila Gly Gly Val Fhe Asn Ser Ile Qly Lys
625 €30 635
gec gtt cac caa gtg ttt ggt ggt gee tte aga aca ctc tit gog goa 2071
Ala Val Hie Qln Val Fhs Gly Gly Ala Pha Arg Thr Lau Phe Qly Gly
640 645 650
atg tct tgy atc aca caa ggy cta atg ggt goe cta ctg cte tgy atg 2919
Mot Sexr Trp Ils Thr Gln Qly Lau Met Gly Ala Lau Leu Leu Trp Mst
655 660 665
ggc gtc aac goa cga gac cpa tca att get ttg gee tte tta gec aca 2967
Gly Val Aan Ala Arg Asp Arg Ser Ile Ala Leu Ala Phs Leu Ala Thr
670 6§75 680
ggg ggt gtg ctc gtg tte tta geg ace aat gtg cat got t aattagtttg 3017
Gly Gly Val Leu Val Phe Lau Ala Thr Asn Val His Ala
685 &§90 695
ageggecget cgageatgea tctagaggye cctattetat agtgtcacct asstgetaga 3077
getcgetgat cagcectegac tgtgccttet agttgccage catetgttgt ttgeeccctee 3137
ccegtgectt cecttgaccet ggaRggtgee acteccactg tocctttocts atasaatgag 3197
gesattgecat cgeattgtet gagtaggtgt cattetattc tggguogtoy dgtguggcag 3257
gacagcaagy gggaggattg ggaagacaat ageaggeatg ctggggatge ggtgguctet 3317
atggcttctg aggcggaaag aaccagcotge attaatgaat cggcoaacge geggugagag 3377
goggbttgeg tattgggege tottocgett cotogotoac tgactegotg cgetcagteg 3437
tteggectgey gegageggta tomgetcact caaaggoggt satacggtta tccacagaat 1497
caggggataa cgcaggaaag aacatgtgag caasaggeca goaasaggec aggaaccgta 3557
aasaggcoge gttgetggeg tttttccata ggetccgece cocctgacgag catcacaasa 3617
atcgacgebc aagtcagagy tgycgaaacc cgacaggact ataaagatac caggogttte 3677
ccectggaag ctcectogby cgotetecty ttccogaccct gecgettace ggatacctgt 3737
ccgectttet ccetteggya agegtggege tttoetcatag ctocacgetgt aggtatctea 3797
gttcgotgta ggtegttege tocaagoigg getptgtgoa cpaaccccoc gttcageceg 3857
accgetgege cttatceggt aactatcgtc ttgaptccaa cccggtmaga cacgacttat 3917
cgecactgge ageagecact ggtascagga ttagcagage gaggtatgta ggcggtgeta 3977
cagagttctt gaasgtggtgg cctaactacg getacactag aagaacagta tttggtatet 4037
gegetetget gaagcoagtt accttcggas aaagagttgg tagoctcttga tccgycasac 4097
asaccaccge tggtagogyt ggtttttittg tttgemagea goagattacg cgoagasasa 4157
aaggatctca agaagatcet ttgatetttt ctacggogte tgacgctcag tggascgass 4217
actcacgtta agggattttg gtcatgagat tatcasasag gatcttcace tagatceottt 4277
tasattamas atgsagtttt saatcaatct aaagtatata tgagtapact tggtotgaca 4337
gttaccaatg cttaatcagt gaggcaccta tcteagegat ctgtotattt cgttcateca 4397
tagttgecty actcccegic gtgtagataa ctacgatacg ggagggctts ccatctggec 4457
ccagtgotgc aatgataccyg cgagacccas getcacegge tocagattta tcageaataa 4517
accagccage cggaagggcece gagegeagaa gtggtcctge aactttatee gectceatee 4577
agtctattaa ttgttgecgy gaagctagag taagtagtte gecagttaat agttigegea 4637
acgttgttgce cattgetaca ggoatocgtgg tgtcacgoete gtogtttggt atggettcat 4697
tcageteogg ttcccaacga teaaggegag ttacatgate cccoatgtty tgcasasaag 4757
cggttagete cttcggtect cocgatogtty tocagaagtas gttggccgea gtghtateac 4817
tcatggttat ggvagcactg cataattcte ttactgtoat gocatccgta agatgeoteer 4877
ctygtgactgy tgagtactea accaagtcat totgagaata gtgtatgegg cgaccgagtt 4937
getettgece gycgtcaata cggyataata cocgogecacs tagoagaact ttassagtge 4597

20

au0379
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tcatcattgy saaacgttct tcggggcgas mactctoaag gatcttaccg ctgttgagar 5057
ccagttegat gtaacccact cgtgeaccea actgatettc ageatctttt actitcacca 5117
gegttictgy gtgagcaaas acaggaaggc asaatgcocpc aasamagoga ataagggega 5177
cacggaantg ttgaatactc atactcttec tttitcaata ttattgaasge atttatecagg 5237
gttattgtct catgagcgga tacatatttg aatgtattta gassaasatasa caaatagegg 5197
ttcogegonc atttcceccga aamagtgocac ctgacgt 5334

<210> 18
<211> 697
<212> PRT
<213> Artificisl Bequence

<220>
<2121> Description of artificial sequencs; note =
synthatic construct

<223> pCBJE 1-14

<400> 18
Met Gly Arg Lys Gln Asn Lys Arg QUly Gly Asn Glu Gly Ber Ile Mat
1 S 10 15
Trp Lau Ala Ser Lsu Ala Val Val Ila Ala Cys Ala Gly Ala Mst Lys
20 a5 kL
Leu Ser Asn Pha Gln Gly Lys Leu Lsu Mst Thr Ils Asn Asn Thr Asp
s 40 45
Ile Ala Asp Val Ile Val Ile Pro Thr Sexr Lys Oly Glu Asn Arg Cys
50 55 60
Trp Val Arg Ala Ile Aep Val dly Tyr Met Cys Olu Asp Thr Ile Thr
65 70 75 a0
Tyr Glu Cye Pro Lys Leu Thr Met Gly Asn Asp Pro Glu Asp Val Asp
a5 90 95 :
Cys Trp Cys Asp Asn dln Glu Val Tyz Val Gla Tyr Qly Arg Cys Thr
100 105 110
Arg Thr Arg His Ber Lys Arg Ber Arg Axrg Sar Val Ser Val Qln Thr
115 120 125
His Gly Glu Ser Ser Leu Val Asn Ly Lys Glu Ala Trp Leu Asp Ber
130 135 140
Thr Lys Ala Thr Arg Tyr Leu Met Lys Thr Glu Asn Trp Ile Ile Arg
145 150 155 160
Asn Pro Gly Tyr Ala Fhe Leu Ala Ala Val Leu Gly Trp Met Lau Gly
165 170 175
Ser Asn Asn Gly Gln Arg Val Val Fhe Thr Ile Leu Leu Leu Leu Val
180 185 190
Ala Pra Ala Tyr Ser Fhe Asn Cys Leu Gly Net Gly Asn Arg Asp Phe
195 200 205
Ils Glu Gly Ala Ser Gly Ala Thr Trp Val Asp Leu Val Lsu Glu Gly
210 215 420
ASp Bar Cys Leu Thr Ile Nat Ala Asn Asp lys Fro Thr Leu Asp Val
415 330 kL 240
Arg Mst Ile Asn Ile Glu Ala Ser Gln Leu Ala Glu Val Arg Sexr Tyx
245 as50 ass
Cys Tyr His Ala Sar Val Thr Asp Ile Ger Thr Val Ala Axg Cys Pro
260 265 270
Thr Thr Oly Glu Ala Hie Asn Olu Lys Arg Ala Asp Ser Ser Tyxr Val
275 200 485
Cys Lys Gln Qly Phe Thr Asp Axg Gly Trp Gly Asa Gly Cys Gly Leu
290 295 300
Fhe Gly Lys Gly Ser Jle Asp Thr Cyw Ala Lys Phe Ber Cys Thx Ber
305 1o 315 320
Lys Ala Ila Gly Axg Thr Ile Gln Pro Qlu Asn Ile Lys Tyr Glu Val
3aas 330 335

21
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Gly Ile Fhe Val His Gly Thr Thr Thr Ser Glu Amn Nis

Ala Gln
355
Pro

Ser

Ala
370
Asp

Asn

Lau
k] L]
Met

Cya

Thr vVal

Asp Leu Ala

Arg Glu

435
Val Ala
450

Ala

val
aly Ile
465

Hia Lys

Tyr Gly

Asp Thr Gly
515
Gly Fro
530

Thr

Anp

Met
545
Ber

Ser Ala

Asp Ser Tyt
Lys
595

Ala

Trp His
Gly
610
Gly Ser Ilas
625
Val Phes Gly

Thr Gln Gly

Arg Asp
675
Phe Leu

val

<210> 19
<311> 5243
<212> DMA

340
Val Gly Ala

Sexr Ile Thr

Glu Pro Arg
ki 1)
Gly Ser Lys
405
Leu Pro Trp
420
Leu Met Olu

Lsu Qly Ber

val vVal Glu
470
Cym Arg Leu
485
Met Cys Thr
500
His Gly Thx

Cys Lys Ile

Val Gly Arg
550
Ser Ser Lys
565
Ile Val Val
580
Ala Gly Ser

Giln Arg Leu

Gly Gly Val
6310
Gly Ala Pha
645
Leu Met Gly
660

Arg Sexr Ile Ala

Ala Thr Asn

Ser
Lau
375
Berx
Sear
Thr
Phe
Gln
455
Tyx
Lys
Glu
Val
£35
Leu

Val

aly

Ala
615
Phe
Axg
Ala
Lau

Val
695

«<213> Artificial Sequence

<120>

Qln
i6o
Lys

Gly
Fhe
Ber
Glu
440
lu
Ber
Nat
Lys
Val
520
Ile
Val
Lau
Arg
Leu
600
Ala
Asn
Thr
Lasu
Ala

680
Ris

<223> Description of artificial
synthetic construct

<221> CDB

<122> (910).

<400> 19

s
Ala

Leu
Ly
Leu
Pro
425
Glu
Gly

Ber

Amp
505
Ile
Ala
Thr
Val
aly

585
Gly

Ala
Gly
Asn
Val
410
Ber
Ala
Gly

Lys
490
Ber
Glu
Seax
Val

Glu
570
Asp

Lys

Lys Phe Thr
368
Asp Tyr Qly
380
Thr Glu Ala
395
Nis Arg Glu

Ser Thr Ala

His Ala Thr
445
Lsu His Gln
460
val Lys Leu
4713
Lau Ala Lesu

Phe Ala Lys

Leu Ser Tyx
525
Val Als Ssr
540
Asn Pro Fhe
555
Nst Glu Pro

Lys Gln Ile

Ala Phe Ber
605

Leu Gly Asp Thr Ala

Ser

Ile

fhe
650
Leu

620
Gly lLys Ala
635
Gly Gly Mest

Trp Mot Gly

rerrosanores - 000381

Gly Asn Tyx
150
Val Thr Pro

Glu Val Thr

Phe Tyr Val

400

Trp Fha His
415

Trp Arg Aan

430

Lys

Ala

Gln Ser
Lau Ala
Thr
Lys
Agn

510
Ser

Ber Gly
4080

Gly Thr

435

Pro Ala

aly Ser

Lsu Asn Asp

val Ala Thr
560

FPhe Gly

575

His His

Pro

Amn
590
Thr Thr Leu
Asp Pha

Hie Gln
640

Trp Ile

655

Asn Ala

Tp
val

8ex

Val
670

Lsu Ala Thr OGly Gly Val Lau

ssguancs; note o

gacggatcgy gagatcteec gatcccctat gytcgacteot cagtacaate tgetctgatg
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ccgecatagtt sagccagtat ctgetcectyg cttgtogtgtt ggaggteoget gagtagtgeg 120
cgagcaaaat ttasgoctaca acasggeaag gottgaccga caattgeatg aagaatctge 180
ttagggttag gogttttgeg ctgettogey atgtacgggce cagatatacyg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcas ttacggggtc attagttcat ageccatata 300
togagttecg cgttacatas cttacggtasm atggeccgec tggotgaceg CCCAACHACT 360
ccegeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttceocatagt ascgocaata gygactttee 420
attgacgtca atgggtggac tatttacggt aaactgccca ctiggeagta catcaagtgt 480
atcatatgee aagtacgcce cctattgacg tcaatgacgg tasatggcoece gectggoatt 540
atgcccagta catgacctta tgpgactttc ctactigges gtacatctac gtattagtea 600
tcgetattac catggtgatg cggttttgoe agtacatcaa tgggogtgga tagoggtttg 660
actcacggyg atttccaagt ctccaccecs ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggoace 7320
asmaatcaacg ggactttcca aaatgtcgta acaactccege cccatbgacpg caaatgggeg 780
gtaggegtot acggtogggag gtetatataa geagagetcet ctggotaact agagaaccea a40
ctgcttactg gottatcgaa attastacga ctcactatag ggagacccoaa gettggtace 900
gecgocgee Atg ggc aag agg teéc goe gge tea atc atg tgg ctc gog age 951
Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala Ser
1 5 10

ttg gca gtt gtc ata gct ggt aca agoe get acc acc atc cac cgg gac 999
Leu Ala Val Val Ile Ala Qly Thr Sar Als Thr Thr Ila His Arg Asp

15 20 a5 0
agy gaAa gga tac atpy gtt atg cgg gcc egt gua &gy gac get goa age 1047
Arg Glu Oly Tyr Net Val Met Axrg Ala Ber Gly Axg Asp Ala Ala Ser

as 40 45
cag gtc agg gta caa aac gga acg tge gte ate ctg gea aca gac atg 1095
Gln Val Arg Val Gln Asn Gly Thr Cys Val Ile Leu Ala Thr Asp Met
50 55 60
aga gag tgg tgt gaa gat tca atc acc tac tct tge gtc acg att gac 1143
Gly Glu Trp Cys Glu Asp Ser Ile Thr Tyr Ser Cys val Thr Ile Asp
&5 70 5
cag gag gaa gaa ccc gtt gac gtg gac tge ttc tge cga ggt gtt gat 1191
Gln Glu Glu Glu Pro Val Asp Val Asp Cys Phe Cys Axg Gly Val Asp
14 [ 1] so

agg gtt aag tta gag tat gga cgc tgt gga agy cam got gga tet agg 1239
Arg Val Lys Leu Glu Tyr Gly Arg Cys Gly Arg Gln Ala Gly Ser Arg

95 100 105 110
oUg aaa agg tet gtg gtc att cca aca cat gea caa anma gac atg gte 1287
Gly Lys Arg Ser Val Val Ile Pro Thr His Ala Gln Lys Asp Met Val

115 120 125
gou cga ggt cat gea tgg ott aas ggt gmec aat att cga gat cat gto 1333
Gly Arg Oly His Ala Trxp Lau Lys Gly Asp Asn Ile Arg Asp His val
130 135 140

4CC Cga gtc gag goc tog atg tgg asg amc aag ctt cta act geec gee 138

Thr Arg Val GQlu Gly Trp Met Trp Lys Asn Lys Leu Leu Thr Ala Ala
143 150 155

att gtg gec ttg get tgy ctc atg gtt gat agt tpg atg gec aga gtg 1431

Ile Val Als Leu Ala Tzp Leu Not Val Awp Ser Trp Met Als Arg Val
160 165 170

act gtc stc ctc ttg geg ttg agt cta ggo coa gtg tac geoc acyg agy 1479
Thr Val Ile Leu Lsu Ala Leu Sar Leu Gly Pro Val Tyr Ala Thr Aryg

175 180 183 190

00838
28,
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tge
Cys

acg cat
Thr His

acc aga gtg

Arg val

get
Ala

gag gec
Glu Gly

gea
Glu

age
Ser
240

ceg
Pro

aac
Asn
255

aca
Thr

cocg
Pro

gy
alu

gag
Qlu

egt
Arg

aga
Gly

tog
Trp

gect
Ala

tgt
Cys

gca
Ala
305

tat

TYyx
320

gtc
val

gac
Asp

aca gat

Gly Asp

33

(444
Phe

geca
Ala

cag
Gln

tat gga

Gly

gat
Asp

act
Thr
385

caa

Ala Gln

tct
Ser

gca
Ala
400

tog
Tp

tgg aaa

Trp Lyvs
415

ett

tce
Ser
210

aag
Lya

get
Ala

gtg
Val

cat
His

uga
Gly
290

aag
Lys

tce
Ser

tac
Tyr

acg
Thr

gtg
val
370

gtg
Val

CaA
Gln

gag amc aga gat Ett gtg

Glu Asn
195

cta gtt
Leu Val

tee
Ser

Glu

get
Ala
260

gag
Glu

cag gect
Gln Ala
275

cac
Ris

(444
Phe

gaa
alu

aca
Thr

aag
Lya

£ty
Leu

get
Ala
340

gty gca
Val Ala
355

tcg
Ser

cty
Leu

atg
Net

atg
Val

cac
His

gtg
val

cac aag gac aac
His Lys Asp Asn

Axg Asp Fhe

ttg gaa ctt
Leu Glu Leu
215

att gat gta
Ile Asp Val
230

aga gam tac
Axrg Glu Tyr
245

cgc tgt cca
Axrg Cys Pro

aat atg gtg
Asn Met Val

tgc ggg ttt
Cys Gly Phe
295

tgc gag gaa
Cys Glu Glu
10

atc acg tat
Ile Thr Tyr
Jas

gca aat gag
Ala Asn Glu

tce gag asa
Ser Glu Lys

acg tgt ama
Thr Cys Lys
3a7s

tca ctec gac
Sor Leu Asp
kL1

Val
200

goa
aly

Loy
P

tagc
Cys

ace
Thr

tygc
Cys
280

£ttt

gca
Ala

gtt
Val

otg
Val
360

gte
Val

aca
Thr

age
aly

cte
Leu

ctyg

aag
Lys

Gly

asa
Lys

gte
val

aat
Amn
345

ate
Ile

gca
Ala

age
Sex

gag
Glu

agt
423

24

gga act
aly Thr

caa
@ln

tgc gtg acc
Cys Val Thr
220

att
Ile

gaa gac
Qlu Asp
235

cac geo
Him Ala
250

goa ccg
Qly Pro

caa
Gln

aga gac
ATy Asp

aag gge
Lys Oly

agt
Ser
300

aaa gct
Lys Ala
315

otg
val

aag gtt
Lys Val
330

gag
Glu

tca aac
8er Asn

agy
Ary

ctg egy cte
Lau Arg Leu

agt ggg att

1)
aly
205
ate
Ile

et
Phe

ttg

ata
Ile

gge
Gly

ccc
Pro

Lys

vgc
Gly
365

gat

Ber 4ly Ile Asp

3a0

ang gac cac
Lys Asp His
a9s

gac ttg gog
Asp Lau Ala
410

gtg gag asa
Val Glu Lys

ctg
Leu

ctg
Leu

ctt
Leu

PCT/US02/10764
ace 1517
Thr
aca 1575
Thr
cag 1623
Qin
ace 1671
Thx
ekt 1719
Leu
270
gac 1767
Asp
gty 1815
Val
cac 1863
Hie
cac 1911
His
tca 1959
Ber
350
gac 4007
Asp
gte 2055
val
ect 2103
Pro
cce 2151
Mro
ote 19
Yal
430

000383
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gaa
Glu

gac
Asp

agt
Ser

gat
Aep

tgt
Cys
495

cat
Hia

tgt
Cys

gta
val

gga
aly

gga
Gly
575

atg
Met

gaa
Glu

Gly

Qly

tew
TP
653

Tttt
Phe

cag
Gln

otg
Val

gty
Val
480

gac
Asp

gac
Amp

ceg
Arg

gt
Ala
ttc
5680

gac
Asp

ttk
Phe

cat
His

nag
Lys

o999
Gly
640

tkg
Leu

goa
Gly

Acg
Thr

gag
Glu
465

gga
aly

aan
Lys

ate
Ile

atg
Met
545

ata
Ile

ctt
Lau

gaa
alu

gca
Ala

gea
Ala
625

gtt
Val

gga
Gly

cch
Pro

get
Ala
450

guc
Gly

ctg
Leu

gca
Ala

gt
val

ccg
Pro
530

gaa
Glu

tow
Trp
610

ate
Ila

gsa
aly

ceca
Pro
435

gtg
Val

cag
Gin

gaa
Qlu

aag
Lys

gtc
val
515

atg
Val

ata
Ile

aty
Mat

cag
Gln
acec
5593
gac

Asp

cac
His

tte
Fha

cat
His

ctg
Leu

gct
Ala

ecte
Leu

tac

gtg
Val

aaa
Lys

Lys Tyr His

ctyg

470

asa atg gat gtt tte
Lys Met Asp Val Phe

440

tca ctg goa gga gtt
Ser Leu Ala Gly Val

cty aaa agc gpc cat
Lau Lys Ser Qly

ctg

Lys Leu Lys Leu Lys Gly

tte
Fha
500

atg
et

oo
Arg

cag
Gln

cag
Gln
580

tet
Phe

acg
Thr

ate
Ils

cta aat goo
Lau Asn Ala Arg Asn

433

ala
Lys

vag
Qlu

get
Ala

cee
Pro

ctg
Lou
565

tog
Trp

agg
Arg

oc
aly

gty
val

cct
Pro
645

tgg aag aga gtt
Trp Lye Axg Val

gta
Val

atg
val

aat
Asn
550

Pro

ttt
Fhe

gon
aly

tca
Sexr

ctg
Leu
630

Lys

aat

tca
Bex

gea
Ala
535

cca
Pro

cag
Gln

tty
Leu

gta
Val
613

9w
Gly

atg
Met

cch
Pro

505

tac aca
Tyr Thr
520

cat got
Ris Qly

acc att
Thr lle

ogg gat
Gly Asp

ama gyc
Lys Oly
585

gaa agg
Glu Arg
600

ggc guy
Gly Gly

gga got
Gly Ala

ctg ctg
Leu Leu

acy atg
Thr Met
665

25

cet

gge
Qly

gte
val

gaa
GQlu

asc
Asn
570

agt
er

cte
Lau

gta
Val

tee
Fhe

)
Gly
530

tee
Bar

His
475

ace
Thr

oty
Val

Ser

aca
855
atec
Ile

tet
Sar

ctg
Leu

gtt
Val

atg
Het

aat
Asn
ccg
460
gtt
Val

tac

gac
Asp

gac
ASD

Ala
540

aat

Asn

atc
Ile

attc
Ile

gtg
val

tet
Sar
620

get
Ala

acg
Thr

oty
445

cty

tce
Ser

age
Ser
aag
525
gtt
Val

-] 14
aly

tat

gat
Gly

gtt
Val
605

tet
Ber

ctt
Leu

cts

ttt
Phe

PCT/US02110764
ooy 2347
oly
gee 2295
Ala
gt 2343
Cys
atg 2391
Heat
gge 2439
aly
510
cca 2487
Pro
aat 2535
Asn
goc 2583
Oly
gtg 2631
Val
aga 2679
Axg
590
gga 2727
Gly
gty 1718
val
(111 2823
Phe
gtc a87
val
ctt 291%
Leau
670

880384
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gee gtp oug get titg aca ctg atg atg aca atg
Ala Val Gly Ala Leu Thr Leu Met Mat Thr Met

gagcggecge
agetegetga
eccogtgeet
ggaaattgea
ggacagcaag
tatggecttcet
gcggtttgeg
tteggetgeg
caggggataa
saaaggcege

atcgacgete:

ccectggaag
ccgeetttet
gttcgotgta
accgectgege
cgccacLgge
cagagttctt
gegetetgee
aaaccaccge
aaggatctca
actcacgtta
taaattaaaa
gttaccaatg
tagttgectp
ccagtgetge
accagecage
agtctattaa
acgttgttge
tecagetecegy
cggttagete
teatggttat
ctgtgactog
getcttgeee
tcatcattgy
ccagttcegat
gegtitetgy
cacggaaatyg
gttactgtet
ttecgegeac

<210>
<11ll>
<213>
<213>

20
641
PRT

<220>»
<223>

675

tegagcatge
tocagcectega
tecttgacee
tegeattgte
guggaggatt
gagocggaaa
tattgggege
gegageggta
cgcaggaaag
gttgctgocy
aagtcagagg
cteectegtg
ccettcggoga
gytegttege
cttatceggt
agcageccact
gaagtpgtog
gaagceagtt
tggtagcggt
agaagatcct
agggattttg
atgaagtett
cttaatcagt
actcceegte
aatgataccg
cggaagggec
ttgttgeogg
cattgetaca
ttcecaacga
ctteggtecet
gygcageactg
tyagtactea
gucgteaata
aaascgttct
gtaacceact
gtgagcaansa
ttgaatacte
catgagegga
atttecccoga

atctagaggy
ctgtgecette
tgyaaggtge
tgagtaggty
gggasgacaa
gaacagetge
tettccgett
tcagetcact
aacatgtgag
tttttecata
tggcgaaacc
cgetetectg
agegtogege
tccaagetoy
aactatcgte
ggtaacagga
cctaactacy
accttcpggaa
ggtttttteg
ttgatetttt
gtoatgagat
aaatcaatot
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagaceccac
gagcgcagaa
gaagctagag
gycategtgg
tcarggcpag
ccgategttg
cataattcte
accaagtcat
cgguataata
tcggugcoaa
cgtgeacecs
acaggaaggc
atactettec
tacatacttyg
aaagtgccac

Artificial Sequance

synthetic construct

<400> 20
1

ccctatteta
tagttgecag
cactcccact
tcattetatt
tageaggcat
attaatgaat
ccteogeteac
casaggeggt
casaaggcca
ggcteocgece
Ccgacaggact
ttcegaceet
tttctcaatyg
getgtgtgea
ttgagtccaa
ttageagage
getacactag
aaagagtigg
ctcgeaagea
ctacggagtc
tatcaannag
asagtatata
tetcagegat
ctacgatacg
geteaccgge
gtggtectge
taagtagtte
tgtcacgete
ttacatgace
tcagaagtaa
ttactgtcat
toetgagaata
cocgegecaca
aactctcaag
actgatctte
aaaatgcege
tttttcaata
aatgtattta
ctgacgte

10

gos gt gog goa t
Gly Val Gly Ala

tagtgtcace
ccatctgetg
gtecttteet
ctuoguuuty
getguggaty
cguccaacgt
tgactegeotg
aatacggtta
goceraaggoce
ccctgacgag
ataaagatac
gcegettace
cteacgetgt
cguacceene
cceggtaaga
gaggtatgta
saggacagta
tagctcttga
goagattacyg
tgacgeteag
gatcttcace
tgagtaaact
ctgtctattt
gasgggotta
tecagattea
aactttatce
gceagttaat
gtogtttogt
ccccatgttg
gttggcegea
gecateccgta
gtytatgeoy
tagcagaact
gatcttaccyg
ageatottte
aasadaggga
ttattgaage
gasasataasa

Description of artificlal seguence; note =

taaatgctag
tttgececte
aatasantga
gootgoopce
cggtggucte
gcgggaagayg
cgecteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggegttte
goatacctgt
aggtatcteca
gttcageceyg
cacgacttat
gecgutgcta
tteggtatet
teceggcaaac
cgcagaaana
tggaacgana
tagatccree
tggtctgaca
cgttcatcea
ccatctggee
tcagcaataa
gectccatce
agtttgegea
atggetteat
tgcaaanaag
gtgttateac
agatgctttt
cgaccgagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttecacca
atangggcga
atttatcagy
caaataggog

Net Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ber Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala
5

15

Val Val Ile Ala Gly Thr Ser Ala Val Thr Leu Val Axg Lys Asn Aryg
a5
Trp Leu Leu Leu Asn Val Thr Ser Glu Asp Lau Gly Lys Thr Fhe Sex

15

40

k1
45

3025
3085
1145
3203
3265
3335
3385
3445
3505
3565
36as
3585
3745
180s
jges
3925
905
4045
4105
4165
4225
4285
4345
4405
44565
4523
4585
4645
4705
4765
4825
40885
4945
3005
3065
5125
5185
5245
5283

.0UU385

PCT/US02/10764
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Val Oly Thr Qly Asn Cys Thr Thr Asn Ile Lsu Glu Ala Lys Tyr Trp

S0
Cys
65
@lu Pro
Val Ala

Arg Ala

Gln Glu
130

Ile Qlu

145

Ile

Ala Leu
Qly Ile

Val Ser
210
Asp Lye
aa5

Pro Ala

Ile

Olu Asn

Trp Oly

290
Ala Lys
05

Thr Lys
@ln Glu
Ser Qly
Glu Cys

370

Glu Met
18S

Hia His

Leu Ala
450
His Qly

465
Lys Gly

Sax Lys

Asp Asp Ils
as
Tyr Gly Lys
100
Ile Asp Leu
115
Lya Trp Net

Arg Trp Fhe

Ala Tyr Lsu
165
Lez Val Leu
180
Thr Asp Arg
195
Als Thr Leu
Pro Ser Lmu
Glu Val Arg
245
Asn Asp Lys
260
Glu Gly Asp
2715
Asn Gly Cys

Fha Thr Cys

Ila Gln Tyr

325

Asn Trp Thr
340

Ber Glo Glu
355

Gln Val Gln

alu Thr Glu

Lsu Pro Trp
405
Leu Val Glu
420
Lsu Gly Asn
435

Arg Val Thr

Pro Asp Ser Net Glu

70
Aap

Cyas
Pro
Thx
val
150
Val
Ala
Asp
Glu
Asp
230
Lys
Cys
Asn

aly

Ala

Ser
390
Gln
Phe
Gln

Lys

Tyr Asn Cys Pro Asn Lsu Ser Pro Axg Glu

Cys Trp Cys

ASp Ser Ala
105
Thx His Qlu
120
Gly Arg Net
135
Arg Asn Pro

Gly Ser Asn

Vval Gly Pro
183

Ile Glu

200

Gln Asp Lys

215

Ile Ber Lau

Phe

Val Cys Tyr

Pro Ser Thr
265
Ala Cys Lys
240
Leu Phe Gly
295
Lys 8Ser Met
Ile Axg Ala
Asp Ile Lys
345
Glu Phe Ile
360
Ala Val Asp
375
Trp Ile Val

Sexr Qly Serxr

Qlu Pro Pro
425
Glu Gly Ser
440
Asp Thr Asn
455

Qly His Val Ser Cys Arg Val

470

Thr Ser Tyr Lys Ile Cys Thr

485

Thr Asp Thr Oly His Gly Thr

Gly Ala Pro Cys Arg Ile Pro

515

75

Tyr Gly Val Glu Asn Val Arxg
0

Gly Arg SBer Arg Axrg Ser Arg

110

Asn His Qly Lou lLya Thr Arg

125

Gly Glu Arg Glan Leu Gln Lys

140

Phe Phe Ala Val Thr Ala Lsu

155

Mat Thr Gln Azg Val Vval Ile

170

Ala Tyr Sor Ala His Cys 1le

Gly val His Gly

Cys Val Thr Val

220
Qlu Thr Val
215
Asn Ala Val
as50
Gly Glu Ala

Arg Thr Tyr

Lys Gly Ber
300

Sar Lau Fhe Glu

ns

Ala
Leu
His
Ser

285
Ile

Gln Leu His Val

330
Thr Leu Lys

Fhe

Oly Tyr Gly Lys

Fha Gly Asn Ber

Asp Arg Gln Txp

395
Gly Gly val
410
Kis Ala Ala

Trp
The

Leu Lys Thr Ala

ASp Asn Asn Leu

Lys Leu Ker Ala

475

Afp Lys Het FPhe

Val val Met Glin

190
Gly Thr Trxp

Mst Ala Pxo

Ile Amp Axg
240
Thy His Val
255
Lsu Ala Glu
a0

Asp Arg QGly
Val Ala Cys

val Asp Gln
320
Qly Ala Lys
3358
Asp Ala Leu
150
Ala Thr Leu

Tyxr Ile Ala

Ala Gln Asp
400
Arg Glu Mat
415
Ile Arg Val
430
Leu Thr Gly

Tyr Lys Leu

Leu Thr Lau
480
Phe Val Lys
495
Val Lys Val
510

Val Ile Val Ala Asp Asp Leu

27
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Thr Ala Ala
530

Sar Thr Asn
545

Amp
TIp
.w.

Ser Tyr
Mis Lys

Gly Val
595

Ser Ala

610

Phe Gly

Ser
Val
625
Thr Lys Val
Arg Asn Met

Mat Phe Lsu

Ile Asn Ly»

AsD Asp

Ile Il
565
Glu Gly
580
Glu Arg

Gly Gly
Ber Ala

Ila Met
645

Thr Met

660

Ser Leu

Cly Ile
535

Glu Val Ley
550
Val Gly Arg

Ser Ser Ile

Leu Ala Val
600
Fhe Thr
615
Gln Gly

Phe
Phe
630
Gly Ala Val
Sexr Mat Ser

Oly Val Gly

-+.000387

PCT/US0210764

Lsu Val Thr Val Asn Pro Ile Ala

540

Ile Glu Val Asn Pro Fxo Phe Qly

Qly Asp Ser Ary Leu Thr Tyr Ola

570

573

Qly Lys Lau Phe Thr Gln Thxr Met
590

583
Net

Sex

Lesu
633

Lem
650

Mat
6§65
Ala

675

<210>
<211>
<212>
«213>

21
5304
DA

<220>
<223>

Artificial Sequence

Description of artificial

synthatic construct

<2121>
<222>»

cDs

<400> 21

gacggatcqy
cegoataget
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttccg
ccegeccatt
attgacgtca
atcatatgee
atgeccagta
tcgetattac
actcacgggy
adBACcaACH
gtaggegtgt
ctgettacty

(910} ... (2986

gagatctcce
aagccagtat
ttaagctaca
gegttetgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgcee
catgacctta
catggtgatyg
atttecaagt
ggactttecea
acgutgugag
getrategan

gcogocgee atg §gc aag

1

gatceectat
ccgeteectyg
acaaggcaag
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttc
cggtttigge
cteocaceeca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ggtcgactgt
ctegtgtgte
gettgaccga
atgtacgyyc
ttacggogtc
atggcecgee
tteccatagt
saactgccea
tcaatgacgg
ctacttggeca
sgtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactcege
gcagagetok
ctecactatag

Gly Asp Thr Ala Txp Asp Phe
Val Gly Lys Gly Ile His Thr

Phe Gly Qly Leu Asn Trp Ile

640

Ile Trp Val Gly Ile Asn Thr

Ile Lesu Val Qly Val Ile Mat

670

sequence: note =

cagtacaatc
ggaggteget
caattgecatg
cagatatacyg
attagttcat
tgyctgaccy
aacgccaata
cttggcagta
taaatggecee
gtacatctac
tgggcgtogga
toguagtityg
eccattgacyg
ctggctaact
gysgacccaa

tgetectgaty
gagtagtgeg
asgeaatctge
cgttgacatt
ageccatata
ccocaacgace
gogactttee
catcaagtgt
geoctggcatt
gtattagtea
tageggtttyg
ttetggeace
caaatguucyg
agagaaccca
gcttggtace

agg tcc geo gge teoa aktc atyg tgy ctc gecg age

10

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Net Trp Leu Ala Ber
5

ttg gea gtt gtc ata get ggt aca age get ttg cag tta teca ace tat
Leu Ala Val Val Ile Ala Qly Thr Ser Ala Leu Gln Leu Ser Thr Tyr
20

15

cag gug aaa gtg tta atg tca atc aac aag act gac gct caa age gee
Gln Gly Lys Val Lsu Met Ser Ile Asn Lys Thr Asp Ala Gln Ser Ala

35

L}

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
120
780
840
soo
951

1047
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ata
Ile

cta
Lau

gty
Val
gte

95

tcg
Ser

cag
Gln
175

Ser

agt
Ser

aca

atg
Met
ace
255

get
Ala

aac att
Asn Ile

gat gty
Asp Val
65

ctt tca
Leu Sax
80

gua gag
Glu Glu

agg cgt
Arg Axg

ctg gca
Leu Ala

tac ttg
TyT Leu
145

cta gtt
Leu Val
160

aga gtg
Arg val

tte aac
FPhe Asn

999 goa
Gly Ala

gty atg
Val Met
225

gag gt
Glu Ala
240

ttg gac
Leu Asp

cct agt geco
Pro Ser Ala

50

gte

atg

Gly Val Mast

gcg
Ala

atg
Val

age
Ser

aca
Thr
1310

Thr

gcg
Ala

gt
val

tgt
Cys

aca
Thr
210

goa
Ala

ace
Thr

acg
Thr

gga
Gly

oo
Trp

Arg
115

aag
Lys

aaa
Lys

ctg
Lau

ttt
Phe

ctg
Leu
195

tgg
Trp

cca
Pro

gag
Glu

ctg
Leu

ant
Asn

oty
Val
100

co
Arg

aac
Asn

gta
val

gcg
Ala

gty
Val
180

goga
aly

att
Ile

gag
Glu

tta
Leu

tca
Ser
a60

gat
Asp
as

cac
Nis

tca
Sax

gan
Qlu

att
Ile
165

ate
Ile

aca
Thy

gac
Asp

gec
Ala
245

aca
Thr

agt

His Asn Thr lLys Arg Bex

275

gga
Gly

Lys
70

cee
Pro

tac
Tyr

atc
Ile

cca
Pro

aac
Amn
150

gga
Gly

aty
Nat

tca
Ser

ttg

cca
Pro
230

act
Thr

otg
Val

gac
Agp

pca
Ala

55
gat
Asp

vag
alu

agc
aly

tet
Ser

tog
135

tog

tgg
Tzp

ctg

Amn

gta
Val
215

Val

gca
Ala

cca
Pro

aac act
Asn Thr

gac atc
Asp 1le

gac att
Asp Ile

aga tge
Azg Cys
105

gty cagy
Val Oln
120

ttg gac
Leu Asp

gtt ttg
Val Leu

atg cte
Met Leu

atg ctg
Met Lasu
1%

agg gac
Arg Asp
200

ctt gaa
Leu Glu

ctg gac
Leu Asp

cgt gag
Arg Glu

ay tge
Arg Cys
265

aca ttt

Thr Fhe
280

tge
Cys

gac
Asp

90
acg
Thr

cat
Kis

acc
Thr

ggt
Oly
170
att
Ile

tet

ogy
Gly

tte
Phe

tat
150

€ce
Pro

gte

att
Ile
tac

15
cgt
Cys

cgc
Arg

cat
Him

gty
val
aat

153
age
Ser

get
Ala

gte
Val

qga
aly

aaa
Lya
235

tgt
Cys

aca
Thr

tge

gtg
val
60

ctg
Leu

tog
Trp

atg
Mot

gga
Qly

Lye
140

cct
Pro

gag
Glu

Sex
220

gtp
Val

tac
Tyr

aca
Thr

PCT/US02/10764

agg got 1095
Arg Ala
tge coca 1143
Cys Pro
tgt gac 1191
Cys Asp
gga cat 123%
Qly Hias

110
gat tce 1287
Agp Ber
125
ace ace 1335
Thr Thr
goa tat 1383
Gly Tyr
aac aca 1431
Asn Thr
gea tac 1479
Ala Tyr

190
gga gee 1527
Gly Ala
205
tgt gtec 1575
Cys Val
atg aag 1623
Met Lys
gea gca 1671
Glu Ala
dos gaa 171%
Gly Glu

270
aga gat 1767

val Cys Lys Arxrg Asp

6U0388
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gtt gtg gac cgc gga tgy ggt aac gga tgt
val Val Asp Arg Oly

age
Ser

ang
Lys

cat
His
335
gga
Gly

(1414

gca
Ala

gag
Glu

cca
Pro
415
gty
val

gga
Gly

gee
Ala

tge

atg
498

cac
His

att
Ile

acg
Thx
320

ggt
Gly

acg
Thr

aag
Lya
400

tog
Trp

gaa
alu

teg
Ser

act
Thr

aga
Arg
480

tgt
Cys

gac
Asp
305

ate
Ile

tca
Ser

Asn

gee
Ala

tca
Sex
385

tca

Ser

acg
Thr

(444
Fhe

can
Gln

gtt
Val
465

get
Ala

gac
Asp

aca
Thx

ttg
Leu

acyg
Thr

caa
Gln

anc
Asn
30

gga
aly

tge

age

gag
Glu

gaa
Glu
450

aag

Lys

tct
Sexr

gto

Gly Thr val

tge
Cys

aga
Arg

Asp

gcg
Ala
355

atg
Mat

atc
Ile

cta

cct
Pro

gaa
Glu
435

oot
Gly

Ser

ctt
Lau

gece
Ala

att

Trp Gly Asn GQly Cyvs

get
Ala

paa
Glu

tet
Ser
340

get
Ala

gygc
Gly

aac
Aan

gtg
Val

gee
Ala
420

Pro

gece
Ala

tca
Sex

gac
Asp

tte
Phe
500

otg

asg
Lys

asc
Asn
315
acg
Thr

aga
Arg

gag
Glu

acyg
Thr

aca

cat
His

ctg

acc
Thr

asg
Lys
485

ace
Thx

Ils Val Glu

515

tte
Phe
310
ate
lle

teca
Sar

tto
Fhe

tat
Tyr

vag
alu

act

gee
Ala

cac
His
cta
470
gte

Val

tte
Fhe

ctg
Leu

295
aca
Thr

aag
Lys

cat
His

oga
Gly
375
gat
Asp

gac
Asp

gat
Asp

455

ana
Lys

agc
Ser

cag
Gln

tgc
Cys

tat
TYyX

guc
aly

ats
Ile
360

tat

tge
Trp

tog
TP

geca
Ala

ttg

ate
Ile

asg
Ly»s

tat

yT
530

ogt
aly

aas
Lys

wmy
Glu

aat
Asn
35

age
Ser

gtt
Val

tat

ttt

ege
Arg
425
can
Qlo

ttg

caa
aln

aag

ctg

ABn

gtt
Val
330

tac

ceg
Pro

gtt
val

cac
Hia
410

aac
Asn

act
Thr

get
Ala

tca
Ser

tte

ang
3115
gca
Ala

tct
Ber

caa
@ln

att
Ile
tte
195

aga
Arg

gta
Val

gga
Gly

o990
aly
475

gga
aly
300

gea
Ala

ate
Ile

ysg
Glu

gca
Ala

gat
Asp
380

act

ttg

gaa
alu

gta
Val

gce
Ala
450

cat
Hia

Lys Gly Thr Thr

anc
Asp
505

act

30

cca act gac
Pro Thr Asp

goa agc aac
Thx Gly Her Asn

asa
Lys

aca
Thr

314

cag
Qln
ccy
365
tgt
Cys

gte
val

aac
Asn

gee
Ala
445

att
Ile

ttg

tat
Tyr

aca
Thr

gga
Gly
533

-»-000383

PCTIUS02/10764
ogg 1815
aly
oug 186]
aly
otg 1911
val
att 1959
Ile
350
tee 2007
Ser
gaa 2055
Qlu
aag 2103
Ly=
ett 2151
Leu
ctg a199
Leu
430
cta 2247
Leu
ceca 2393
Pro
aaa 2343
Lys
gegc 2391
aly
agy 2439
Gly
510
cce s
Pro
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tgc cga gtt ccc ate tec gtg act gon aac ctc atg gat ttyg aca ccg 2535
Cys Arg Val Pro Ile Ser Val Thr Ala Asn Leu Met Asp Leu Thr %ro

530 535 540
gtt gga aga ttg gtc acg gtc aat cocc ttt ata age sca ggg gga geg 50
Val Gly Arg Leu Val Thr Val Asn Pro Phe Ile Ser Thr Gly Gly Ala

545 550 555
Aac aac aag gtc atg atc gaa gttt gaa cca ccoc bttt gge gatb tct tae 4621
Asn Aen Lys Val Met Ile Glu Val Glu Pro Pro Phe Gly Asp Ser Tyr
560 565 570
atc gtec gtc gga aga ggc acc scc cag att aac tac cac tgg cac aaa 2679
Ile Val Val Gly Arg Gly Thr Thr Gln Ile Asn Tvr His Txp His Lys
575 580 5085 5%0
gag guga agce agc att gugg asg get ttg gog acc aca tgg aam gga gec 2727
Glu Gly Ber Ser Ile Oly Lys Ala Lau Ala Thr Thr Trp Lys Gly Ala
595 600 605

cas cgg cta gocr gtc tta gop gac aca gcog tgp gac ttt gga tet ate aT17s
Gln Axg Leu Ala Val Leu Gly Asp Thr Ala Trp Asp Pha Gly Ser Ile

610 615 . 620
gga gga gtt tte aat teca att gge Aaa get gtc cac caa gtt tte gga 2823
Oly Gly Val Phe Asn Sar Ile Gly Lys Ala Val His Gln Val Phe Gly

625 630 635
ggs gocg tte agy act cty tic ggy goga atg tce tgy atc ace cag gog 2071
Gly Ala Fhe Arg Thr Leu Phs Gly Gly Met Ser Trp Ile Thr Gln Gly
640 645 650
cta ctt goa get ctt cbtc ctg tgy atg gy ttg cag gee cge gac apg 2919
Leu Leu Gly Ala Leu Leu Leu Trp Met Gly Leu Gln Ala Axg Asp Arg
655 660 665 670
age ate tcg ctg act cta ctg get gte gga ggg att cte ate tkt ctg 2967
Ser Ile Ser Leu Thr Leu Leu Ala Val Gly Gly Iles Leu Ile Phe Leu
675 680 685

gca acc agc gtg caa gocc t gageggcege tegagoatge atctagaggy 3016
Als Thr Sar Val Gln Ala

690
ccctattcta tagtgtcacc taaatgectag agetcgetga tcagoctega ctgtgectte 3076
tagttgecag ccatctgtty tttgecccte coccogtgoct tocttgaccee togaagotge 3136
cactcccact gtcctitect aataasatga ggaanttgom tcgosttgtce tgagtaggtg 3196
tecattctatt ctguogugty CUytogggca guacagcaag guggaggatt gggamgacaa 1256
tagocaggeat getgogpatyg cugtgagcte tatggottct gaggecgoaaa gaacagetge 31316
attaatgast cggccaacge gcgugyagag geggtttgeg tattgggege tetteegett 3376
cctegetoae tgactcgety cgeteggteg ttegprtgeg gegageggta toagetcact 3436
caasggcggt satacggtta tccacagaat caggguataa cgoaggaaag aacatgtgag 3496
cassaggcca geRaAAggee aggaaccgta asaaguccge gttgotggeg tttttcecata 1556
ggctecguee coctgacgag catcacaaas atcgecgotc adgtchagagg tgecgasace JI616
cgacaggact ataaagatac caggegtttc cccctggaag cteocctegty cgetctoctg 3676
ttcogaccct gecgettace ggatacctgt cogoctttet ccctteggoua agegtggcge 3736
tttctocaatg ctcoacgetgt aggtatctca gtteggtgta ggtcgttcge toccaagetgg 3796
gecitgtgtgea cgaacccoee gttoagoeceg accgoctgoge cttatccggt aactatcgte 385§
ttgegtccan cccggtaaga cacgacttat cgecectguce ageagccact ggtaacaggs 1916
ttagcagage gapgtatgts ggopgtgcta cagagttctt gsagtggtgg cctaactacg 3976
getacactag aaggacagta tttggtatct gegetctact gaagocagtt acctteggaa 403§

31

-0U0330
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aaagagttgg tagctcottga tceggoaaac asaccaccge tggtageggt ggetrttttg 4096
tttgcaagea goagattacg CUCAgARAAA Afggatctea agaagatcct ttgatetttt 4136
ctacggggtc tgacgctcag tggaacgasa actcacgtta agggattttg gtcatgagat 4216
tatcaaaaag gatcttcacc tagatccttt tasattasaa atgasgtttt asatcaatet 4276
asagtataca tgagtaaact tggtctgaca gttaccaatyg cttaatcagt gaggceaccta 4336
tctcageget ctgtctattt egticateca tagtitgectp actcecegbic gtgtagataa 4396
ctacgatacg ggagggctta ccatctggec ceagtgetge aatgataccg cgagacccac 4456
goteaccogge tccagattta tcagcaataa acoagccage Cggaaggoec gagegoagaa 4516
gtggtcctge aactttatcc goectccatct agtctattaa ttgttgeegy gaagetagag 4576
taagtagttc gecagttast agtttgegea acpttottge cattgetaca ggcatcgtgy 4636
tgtcacgete gtoegtttggt atggettcat tcagectoogy ttoeccaacga toaaggcgag 4696
ttacatgatc ccccatgttg tgoaasaaag cggttageote ctteggteet cogatcgttg 4756
tcagaagtaa gtiggecocgea gtgttatcac tcatggttat ggocageacty cataattete 4816
ttactgtcat gecatcegta agatgetttt ctgtgactgg tgagtactca accaagtcat 4876
tctgagasta gtgtatgego cgaccgagtt gotettgeee ggegtcaata cgggataata 4936
ccgogecaca tagcagaact ttasaagtge teatcattgy aaaacgttet tegggucgas 4996
aactctcaag gatcttaccg ctgttgagat ccagttcgat gtamcccact cgtgeaccca 5056
actgatcttc agcatctttt actttcacca gegtttctgy gtgagcaasa acaggaagge 5116
anaatgccyc aaasAagggha AtaAgOgegA cacggaaatyg ttgaatactc atactettce 5176
ttttecanta ttattgaagce atttatcagg gttattgtot catgageggs tacatatttg 3236
aatgtattta gasasacaaa caaatagggg ttccgogcac atttccccgs aaagtgecac 5298
ctgacgte 5304
<210> 23
<211> 692
<212> PRT
€213> Artificial Sequence
<220>
<223> Description of artificial sequence; note =

synthstic construct
<400> 22
Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Net Trp Leu Ala Ser Lsu Ala
1 L] 10 15
Val Val Ile Ala Gly Thr Ber Ala Leu Oln Leu Ser Thr Tyr Gln Oly
a0 ri 30
Lys Val Leu Met Ser Ile Asn Lyg Thr Asp Ala Gln Sar Ala Ile Asn
35 40 43
Ils Pro fler Ala Asn Gly Ala Asn Thr Cys Ile Val Arg Ala Lsu Asp
50 55 60
Val Gly Val Met Cys Lys Asp Asp Ile Thr Tyr Leu Cys PFro vVal Leu
65 70 75 80
Ser Ala Gly Asn Asp Pro Glu Asp Ile Asp Cys Trp Cys Asp Val GQlu
a5 90 1
Gluy Val Trp Val His Tyr Gly Arg Cys Thr Arg Mst Gly His Ser Arg
100 1058 110
Arg Ser Axrg Arg Ser Ile Sar Val Gln His His Gly Asp Ssr Thr Leu
115 120 125
u-mw-mmmr;:mmmvnw-mmmm
130 p 140
Lau Thr Lys Val Glu Asn Trp Val Leu Arg Asn Pro Gly Tyr Ala Leu
145 150 158 160
val Ala Leu Ala Ile Oly Trp Met Leu Gly Ser Asn Asn Thr Gln Arg
165 170 175
Val Val Pha Val Ile Met Leu Met Leu Ils Ala Pro Ala Tyr Ser Fha
is0 185 190
Asn Cys Leu GQly Thr Ser Asn Arg Asp Fhe Val Glu Gly Ala Ser Gly
195 200 0%
Ala Thr Trp Ile Asp Leu Val Lesu Glu Gly Gly Sar Cys Vval Thr Val

210

215

32

-00033;
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Net Ala Pro
223
Ala Thr Olu

Asp Thr Leu

Asn Thr Lys
275
Asp Arg Gly
250
Asp Thr Cys
305
Ile Lau Axg

Ser Thr Asp

Asn Gln Ala
355
Ala Asn Met
370
Ser Gly Ile
jas
Ser Trp Leu

Thr Ser Pro

Fhe Glu Qlu
435
Gln Glu Gly
450
Val Ser Ser
4685
Ala Lys Leu
Amp Ser Ala
Thr Val Ile
515
Pro Ile
530
Arg Leu Val
545
Lys Val Met

val

val Gly Arg

Sexr Ser Ile
5985
Leu Ala Val
610
Val Fhe Asn
625
Pha Axrg Thr

Gly Ala Leu

Ser Leu Thr

675

Ser Val Gln
690

Gld Lys

Leu Ala
243

Ser Thr

260

Arg 8Ser

Trp Gly
Ala Lys

Glu Asn
3as

Ser Thr

40

Ala Arg

Gly Glu
Asn Thr

Val Asn
405

Ala Thr

420

Pro His

Ala Lgu

Ser Thr

Asp Lys
485

Phe Thr

500

val Glu

Ser Val
Thr Val

Ile Glu
565

Gly Thr

580

Gly Lys

Leu Oly

Sar Ile

Leu Pha
645

Lau Leu

660

Leu Leu

Ala

PCT/US02/10764

Pro Thr Leu Asp Fha Lys Val Met Lys Mat Glu

230
Thr Val

Val Ala
Asp Pro

Asn Gly
295

Fhs Thr

310

Ile Lys

Ear His
fhe Thr

Tyr Oly

375
Glu Asp
390

Arg Asp
Thr Asp
Ala Thr
His Thr
455
Leu Thr
470
val Lys
Phe Ser
Leu Gln
Thr Ala
535
Asn Pro
550
Val Glu
Thr Gln
Ala Leu
Asp Thr

§15

Gly Lys
630
Gly Qly

Arg GQlu Tyrx
250
Arg Cys Pro
265
Thr Phe val
280
Cys Gly Leu

Cys Lys Asn

Tyz Glu val
330
Gly Asn Tyr
343
Ile Ser Pro
360
Thr Val Thr

Tyr Tyr Val

Trp Phe His
410

Trp Arg Asn
425

Lys Gln Thr
440
Ala Lau Ala

Leu Gln Ser

Ile Lys Gly
450
Lys Asn Pro
505
Tyr Thr Oly
520
Asn Leu Nt

Phe Ile Ser

Pro Pro Fha
570
Ile Asn Tyr
585
Ala Thr Thr
600
Ala Trp Asp

Ala Val His

Mot Ser Trp
650

235
Cys

Thr
Cys
Phe

Lys
315
Als
Sar
Gln
Ile

Phe
395
Asp

Arg
val
aly
Gly
475
Thr
Thr
Ser
Asp
Thr
555
Gly
His
Tzp
Phe

Tyr Glu Ala Thr Leu

Thr
Lys
Gly
Joo
Ala
Ila
Glu
Ala
Asp
a0
Thr
Leu
Glu
val
Ala
460
His
Thr
Asp
Asn
Leu
540
Gly
Asp
Tp
Lys

Oly
6§20

Gln val

635
Ile

Thr

Trp Met Qly Lsu Qln Ala Arg

Ala Val Qly Oly Ile Leu Ila

3]

aly
Arg
285
Lys
Thr
Fhe
Gln
365
Cys
Val

Aan

Ala
445
Ile

Thr
Gly
525
Thr
Gly
Ser
His
aly
505
Bor
Fhe
@ln
AGD

Phe
685

253
Glu Ala His
270
Asp Val Val

Gly Ser Ile

Gly Lys Thr
320
Val His Qly
3as
Ila Gly Lys
350
Ger Fhe Thr

Glu Ala Arg

Lys Glu Lys
400
Lwu Pro Txp
415
Leu Val Qlu
430
Leu Gly Ser

Pro Ala Thr

Lys Cys Arg
480
Gly Met Cys
495
Gly His Gly
510
Pro Cysm Arg

Pro Val Gly

Ala Asn Aan
360
Tyr Ile Val
575
Lya Glu Qly
590
Ala Gla Arxg

Ile Gly Oly

Gly Gly Ala
640
Gly Lau Lsu
655
Arg Ser Ile
§70
L Ala Thr

000332
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«210> 33
<311> 5271
«<212> DDA
<213> Artificial Secuencs

<220>
<3223> Description of artificial sequence; note =

synthetic construct

<3i31> CD8
<222> (910)...(2953)

<400> 23
gacggatcegg gagaktctoce gatcccctat ggtcgactct cagtacaate tgeotctgatg 60
ccgeatagtt aagccagtat etgeteectg cttgtgtgtt ggaggteget gagtagtgeg 130
cgagcaaaat ttaagctaca acaasggcaag gottgaccga caattgeatg aagaatctge 180
ttagggttag gegttttgeg ctgettcgeg atgtacggge cagatatacg cgttgacatt 240
gattattgac tagttattaa tagtaatcas ttacggggte attagttcat agoocatatas 300
tggagttceg cgttacatas cttacggtaa atggecccgee tggetpaccg cccaacgace 360
cccgeccatt gacgtcaata atgacgtatg ttcccatagt aacgocaata gggactttec 420
attgacgtea atgogtgpac tatttacggt saactgocca cttggeagta catcaagtgt 480
stcatatgcc aagtacgece cctattgacyg tcastgacgy taaatggccce goctggeatt 540
atgcccagta catgacctta tgggactttc ctacttgpca gtacatctac gtattagtea 600
tcgectattac catggtgatg cggttttgge agtacatcaa tgggcgtggs tageggtttg 660
actcacgyggg atttccaagt ctoccacccca ttgacgtcaa tgggagtttg ttttggeace 720
saaatcancg ggactitcca aaatgtegta acaactccge coccattgacy caaatgggeg 780
gtaggegtgt acggtgggag gtotatataa goagagetcet ctggotaact agagaaccca 840
ctgcttacty gettatcgaa attaatacga ctcactatag ggagacccas gottggtace 900
geegecgee atyg guc aag agg tec gee ggc tcoa atc atyg tge ¢tc gog age $51

Met Gly Lys Arg Ser Ala Oly Ser Ile Mat Trp Leu Ala Ser
1 5 10

ttg gca gtt gtc ata get ggt aca age got gtg acc ttg gtg cogg aaa 999
Lau Ala Val Val Ile Ala Gly Thr Ser Ala Val Thr Lau Val Arg Lys

15 20 a5 30

aac aga tgg ttg cte cta aat gtg aca tct gag gac ctc ggg aamn aca 1047
Asn Arg Trp Leu Leu leu Asn Val Thr Ser Glu Asp Leu Qly Lys Thr

a5 40 45

tte toct gty ggc aca ggc aac tgc acha aca aac att ttg gaa gec aag 1095

Fhe Ser Val Gly Thr Gly Asn Cys Thr Thr Asn Ile Leu Glu Ala Lys
30 55 &0

tac tgg tge cca gac tos atg gaa tac aac tght ceco aat cte agt cca 1143

Tyr Txp Cys Pro Asp Ser Met Glu Tyr Asn Cys Pro Asn Leu Ber Pro
65 70 15
aga gag gag cca gat gac att gat tge tgy tge tat gug gtg gaa aac 11
Axg Glu Glu Pzro Asp Asp Ile Asp Cys Trp Cys Tyr Gly Val Glu Asn
[-14] 8BS 20

gtt aga gtec gea tat ggt aag tgt geac tca ges ggc agyg tot agy agg 1239
Val Arg Val Ala Tyr Gly Lys Cys Asp Ser Ala Gly Arg Ser Arg Arg

95 100 105 110

tca aga agg gce att gac tkg coct acg cat gaa amC cat ggt ttg aag 1287
Ser Arg Arg Ala Ila Asp Leu Pro Thr Hims Glu Asn His Oly Lsu Lys

115 120 125

34

000333
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acc cgg caa
Thr Arg Gln

aag att
Lys Ile
145

Gln

ctg ace
Leu Thr
160

gct
Ala

gty
Val
175

att gee
Ile Ala

att gga

Cys Ile Qly

tog gtt
Trp Val

cet
Pro

gac
ASp
225

cet
Pro

aga
Arg
240

cat
Hie
255

gtg
Val

aag
Lys

get
Ala

gaa
alu

gag
Glu

a9
Trp

aga
Gly

tge
Cys

gca
Ala

gee
Ala
305

gat cag acc
Asp Gln Thr
Jap

cag
Ala Gln

Lys

ctg
Lau

tca

Ala Sex

gaa aaa tgg atg act gga
@Glu Lys Trp Met Thr Gly

130

gag
Glu

atk
Ile

cta
Leu

att
Ils

tca
Ber
210

get
Ala

att
Ile

aac
Asn

ggc
Qly
290

Lys

gea
Glu

Gly

135

aga tgy tte gtg agg

Arg Trp FPha

tac cktt

Tyz Lsu
165

gcc
Ala

ctg
Lesu

gte ttg
Val Lau
100

act
Thr
195

gac agyg
Asp Axg

acc ctg
Thr Leu

get
Ala

cct
Pro

teca ttg
fer Leu

gag
Glu

gty agg
val Arg
45

aat
Asn

Asp Lys
260

gaa
Glu
275

Uy gac
Gly Asp

aat
ABsn

ggc tgt
Gly Cys

tte
Fhe

act tgt
Thr Cys

att
Ile

cag tat

Gla Tyr
3as

aat
Asn

tgg act
Trp Thr
340

tce cag gaa
Ser Gln Glu

Val
150

gtg
val

gct
Ala

gat
Asp

gag
Glu

gac
Asp
230

aaa
Lys

tge
Cys

aat
Asn

ggc
Gly

gce
Ala
310

gte
Val

ace
Thr

gtec
Val

Arg

gga
Gly

gte
Val

tte
he

caa
Gln
15
ate
Ile

gty
Val

ece

o<y
Ala

cta

ate
Ile

gac
Asp

gag
Glu

Ber

got
Gly

att
Ila
200

tca
jex

tgt
Cye

agc
Sexr

tgc
Cys
200

[ 44

tec
Ser

att
Ile

ttc
Fhe
&0

atg got gaa
Mat GQly Qlu

cee ttt ekt
Pro Phs Fhe
155

atg acg
Met Thr
170

ccg gec tac
Pro Ala Tyr
185

oag
Glu

o099 gtg
aly val

aag
Lya

tgt gte
Cys val

cta gag aca
Leu Qlu Thr
235

tac
Tyr

nakt gca
ABn Ala
as50

act
Thx
265

gea gag
Gly Glu

aag
Lys

ege act
Arg Thr

-1
Gly

zas gou
Lys Gly

atp
NHet

agt ctg
Sex Lou
315

gca
Ala

caa ttg
Qln Leu
30

act cte
Thr lLeu

asyg
Lys
343

att
Ile

ggg tat
Gly Tyr

35

PCT/US02/10764
agg caa ctc 13135
Arg Gln Lem
140
gca gtg acg 13181
Alr Val Thr
caa cga gte 1431
Gla Arg Val
teca got cac 1479
8er Alas His
150
cat gga gga 1527
Hias Gly Oly
305
act gtt atg 1575
Thr Val Met
2240
gta gee att 1623
Val Alas Ile
gtt cte act 1671
Val Leu Thr
gee cac cta 1719
Ala Ris Lau
270
tat tect gat 1767
Tyr Sar Asp
285
agec att gtg 1815
Ser Ile Val
300
tct gag gtt 1863
Fhe GQlu Val
cat gta ggy 1911
His Val Gly
aag ttt gat 195%
Lys Fha Asmp
150
gyA aaa gect 2007
Gly Lys Ala
365

000394
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aca
Thr

ctyg gaa
Lau Qlu

ate
Ile

get
Ala

gag
Glu
395

Cag
Gln

gac
Asp
400

ttg
Leu

cat
¥is

oag
Glu
415

atg
Met

aga
Axg

gta
Val

ctg
Leu

act ggc gea

Gly Ala

ass
Lys

cta cat
Leu Him
465
aca ctc aag
Leu Lys
480

gtc
Val
495

ang aac
Lye Asn

gtg tca

Lys Val Ser

ctt aca
Lsu Thr

gat
Amp

atec
Ile

gec tca
Ala Serx
545

tte
Phe

gyA gac
Gly Asp
560

tac cag toy

Tyr Gln Trp
575

tgc cag gtg caa act gog
Cys Gln Val Gln Thr Alm

370

s

atg gaa aca gag agc Qg
Glu Thr Glu Ser Trp

Mot

ace
Thr

cat
His

gce
Als

atg
450

gyt
Gly

Qly

Ser

cac
Hie

350

ctg cca tgg cag gt
Leu Pro Trp Gln Ser

ctt
Leu

ctg
Leu
435

agy
Arg

gaga
Gly

aca
Thr

act
Thr

gga
aly
515

gca
Ala

aat
Asn

tac
Tyr

sas
Lys

gtec
Val
420

gga
Qly

gt
Val

cat
Hin

tee
8er

gae
Asp
500

gee
Ala

atc
Ilw

gat
Asp

att
Ile

gag
@lu
580

acc arg aaa ggc gtg gaa
Thr Met Lys Gly Val Glu

gaa ttt gaa
Glu Phe Glu

AAC cag gaa
Asn Gln GQlu

ACA Rag pgac
Thr Lys Asp
455

gtt tct tge
Val Ser Cys
470

tac aaa ata

Tyr Lys Ils
485

act ggc cat
Thr dly Hia

cce tge agg
Pro Cys Axg

aat aaa ggc
Asn Lys Gly
535

gat gaa gtg
Asp Glu val
550

atc gtt gug
Ile Val Gly
565

gga sge tca
Gly Ber Ear

cge ctg gee
Arg Lau Ala

gtg
val

ata
Ile

ogs
Gly

440
aca
Thr

aga
Aryg

tgc
Cys

Gly

att
Ile
$20

att
Ila

cty

aga

ata
Ile

gte
Vai
600

gac ttt

PCT/US02/10764

ggt aac agt tac

Asp Phe Gly Asn Ser Tyr

oty gac aga
Val Asp Axg
395

agt gye
Ser Oly
410

ccg cat
rro His
4325

gco
Ala

tcc ttg
Ber Leu

osan
Lys

aat gac aac
Asn Asp Asn

gtg aaa
Val Ly»

ttg
Lau
475

act gac aaas

Thr Asp Lys
490

ackt gttt
Thr Val
505

gtg
Val

cca gtg
PFro val

ata
Ile

ttg gtt
Leu Val

aca
Thr

att gag
Ile Glu

gty
val
355

tca
Bar

gga gat
Qly Asp
570

gga sag ttg
Gly Lys Lasu
585

aty goa gac
Mot Gly Amp

36

cag
Gla

gee
Ala

aac
450

tca
Ber

atg
Mat

atg
Nat

gta
val

gtt
Val
540

aac
Asn

cgt
Arg

ke
Fhae

ace
Thr

tog
Trp

Trp

act
Thr

got
Ala
445

ctt

get
Ala

ctt
Phe

cag
aln
pect
525

aac
Asn

cca
Pro

cte

act

gce
Ala
605

gee
Ala

gu¥ Oty tgy aga
Gly Val

hrg

atc
Ile
430

-1
Leu

cac

teg

tet

atg
Val
510

gat

cet
Pro

2055

2103

2151

a19%

a7

2343

2391

2439

2487

2535

2631

2679

2727

000335



W 02081754

gat

Asp Fho Ser Ser Ala Gly Gly Phe Phe Thr Ser
615

610

cat acg gtg ttt gge tet geec ttt cag ggg cta
His Thr Val Fhe Gly Ser Ala Fhe Gln Gly Leu
625

630

tgg ata aca asg gte atc atg gug oc¢g gta ctt

Trp
640

Ile Thr Lys Val Ile Met Gly Ala val Lau

aac aca aga aac atg aca atg tce atg agc atg
Asn Thr Arg Asn Met Thr Ket Ser Net Sar Mat
660

ate atg atg tet ttg tet cta gga gtt 999 ooy
Ile Met Mat Pha Leu Ser Lsu Gly Val Gly Ala

tcgageatge
tcagectega
tcettgacec
tegeattgte
gougaggatt
gagucgyaas
tattgggege
gcgageggta
cgcaggaaag
gttgctggeg
aagtcagagg
cteectegty
ccetbtcggopa
gygtcgitege
cttatceggt
agcagecact
gaagtgotogy
gaageccagtt
tggtageggt
agasgatect
agggattteg
atgaagtttt
cttaatcagt
actceccgte
aatgataccg
cagaagggce
ttgttgecgg
cattgetaca
ttocccaacga
cttcggteoet
ggcagcactyg
tgagtactca
ggogtcaata
aaaacgttet
gtaacccact
gtgagcaasa
ttgaatactec
catgagcgga
attteccccga

<210> 24

673

atctagagyg
ctgtgectte
tggaaggtge
tgagtaggtyg
goguagacaa
gascageege
tcttecgett
teagetcact
aacatgtgag
tttttecata
tggcgaaace
egoetetootg
agegrggcege
tceaagetgy
aactatcgte
ggtaacagga
cctaactacy
accttcggua
ggtttttety
ttgatetttt
gtcatgagat
aaatcaatct
gaggcaccta
gtgtagataa
cgapgacceoac
gagegcagaa
gaagctagag
ggcategtgg
tcangyegag
cegategteg
cataattcte
accaagteat
cgggataata
tcogoucgan
cgtgcaccca
acaggaaggce
atactettee
tacatatttg
aaagtgecac

ccetattota
tagttgecag
cactcccact
tcattctatt
tageaggcat
attaatgaat
cctegoteac
caaaggeggt
caasaggcca
ggctecgeee
cgacaggact
ttecgaceoet
tttctcaatg
getgtgtgea
ttgagtccas
ttagcagage
getacactag
asagagttgy
tttgcaageca
ctacgygyte
tatcaassay
asagtatata
tctcagegat
ctacgatacy
getoacegge
gtggtectge
tasgtagttc
tgtcacgete
ttacatgatc
tcagaagtaa
ttactgtcat
tctgagaata
cegugecacs
aactctcaag
actgatctte
aasatgcege
ttttEcaata
aatgtattta
ctgacgte

tagtgteace
ccatectgtty
gtectitect
ctggooagty
gctggugaty
cggecaacge
tgactcgetg
aatacgygtta
gcasaaggec
cectgacgay
ataaagatac
gecgettace
ctcacgetgt
cgamcceece
cooggtaaga
gaggtatgta
asggacsgta
tagectcttga
geagattacy
tgacgetcag
gatetteace
tgagtaaact
ctgtctattt
guagggctta
tecagattta
aactttatce
gccagttaat
gtogtttggt
ccecatgttyg
gttguecgea
gccatcegta
gtgtatgegy
tagcagaact
gatcttacey
ageatetitt
aaRsBaggga
ttattgaage
gaaasataas

37

tte age tce get gge ggg ttc tte act teg gtt gog aaa gga

PCT/US02/10764

att

Val Gly Lys Gly Ils
6§20

ttt ggc gge ttg amc
Pha Oly Gly Leu Aan

ata tgg gtt gge

ate

Ils Txp Val Gly Ile

650

atc ttg gta gga gty
Ils Leu Val Qly Val

670

t gagceggecyge

taaatgctay
tttgeeecte
satasaatga
gogtgouyca
cggtqouocte
gcoUgusgaAy
cgoteggteg
tccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
caggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttocageecy
cacgacttat
ggcggtgcta
tttggtatct
tocggcaaac
cgcagaaaaa
tggaacgaaa
tagatecttt
tggtctgaca
cgttcatcea
acatoctggec
tcagecaataa
gectecatee
agtttgcgca
atggettcat
tgcaasanag
gtgttateac
agatpctttt
cgaccgagtt
ttasaagtcge
ctgttgagat
actttcacca
atsagugcga
atttatcagg
caaataggoe

agctogetga
cceegtgeet
ggasattgca
fyacagcaag
tatggettet
geggtttgoy
tteggeegeg
caggggataa
asaaggccge
ategacgete
ccecctggaag
cecgectttet
gttcggtgta
accgetgoge
cqccactygge
cagagtectt
gcgetetget
SAaccaccge
aaggatctca
actcacgtta
taaattasaa
gttaccaatg
tagttgecty
ccagtgetge
accagccage
agtctattaa
acgttgttge
teageteegy
cggttagete
teatggtiat
ctgtgactgy
getettgeee
teatcattgy
ccagttegat
gegettetgg
cacggaaatyg
gttattgtet
ttecgegeoac

773

2823

2871

2919

2963

joaa
3Joe3
3143
J203
3283
3313
3
3443
3503
1563
3623
3603
3743
3802
1863
31923
398)
404)
4103
4163
4223
4283
4343
4403
4483
4521
4583
4643
4703
476]
4823
4883
4943
5003
5063
5123
5183
3243
5271

Ju0396
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<211> 681
<211> PRY

«<213> Artificial Seguance

<220>

«<223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 24

HMet Gly Lys
1

Val Val Ile

Trp Leu Leu
a5
val Oly Thr
50
Cys Pro Asp
65
Glu Pro Asp

val Ala Tyr

Ile

115

Gln Glu Lys
130

Ile Glu Arg

145

Arg Ala

Ile Ala
Als Leu Ieu

Ile Thr
195

Ser Ala

210

Asp Lys

215

Pro Ala Glu

Gly
val

Lys Ile Asn
Glu Asn Glu
75
Trp Gly Asn
290
Ala Lys
305
Thr Lys

aln Qlu Asn

Phe
Ile

Ser Gly Ser
355
Glu Cys Gln
370
Glu Met Glu
395
Lau Thr Leu

Arg Ser Ala
5

Oly Ser Xle

-000397

PCT/USO2/10764

Met Trp Leu Ala Bar Lasu Ala

10

15

Ala Gly Thr Ser Ala Val Thr Leu Val Axg Lys Asn Arg

3

Leu Asn Val Thr Ser Glu Asp Leu Gly lLya Thr FPhe Ser

40

45

Gly Asn Cys Thr Thr Asn Ile Leu Glu Ala Lys Tyr Trp

Ser Net Olu
0
Agp Ile Asp
85
Gly Lys Cys
100
Asp Lau Pro

Trp Met Thr

Trp Phe Val
150
Tyr Leu Val
185
Val Leu Ala
130
Asp Arg Asp

Thr Leu Glu

Ser Lau Asp
430
Val Axrg Lys
a4s
Asp Lys Cya
260
Gly Asp Asn

Gly Cys Gly

Thr Cys Ala
310
Gla Tyr Val
335
Trp Thr Thr
340
Gla Glu Val

Val Gln Thr

Tyr Aan Cys Pro Asn Leu Ser Pro Arg Glu

75

Cys Trp Cys Tyr Gly Val Glu Asn Val Aryg
90

Asp Ser Ala
105
Thr His Qlu
120
Oly Arg Met
135
Axg Asn Pro

Gly Ber Asm

val Qly Pro
185
Pha Ile Glu
200
Qln Asp Lys
215
Ile Ser Lau

Val Cys Tyr

Pro Ser Thr
265
Ala Cys Lya
280
Leu Fhe Oly
295
Lys Ser Met

Ila Arg Ala

Aup Ile Lys
34

Gly Arg Ser Arg Arg Ser Arg
110
A Hip Gly Leu Lys Thxr Arg

125

Gly Glu Arg Gln Leu Gln Lys

140

Pha Phe Ala Val Thr Ala Lau

155

160

Mat Thr Gln Arg Val Val Ils

170

175

Ala Tyr Ser Ala Kis Cys Ile

150

Qly Val His Qly Gly Thr Txp

Cys Val Thr Val Met Ala Pxo

Qlu Thr val Ala Ile Aap Arg

235

Asn Ala Val Leu Thr Hia Val

53

Gly Glu Ala His Lesu Ala Qlu

270

Axg Thr Tyt Ber Asp Arg Gly

Lys Gly Ser Ile Val Ala Cys

300

Ser Leu Fhe Glu Val Asp Gln

15

320

aln Leu His Val Qly Ala lys

335

Thr Leu Lys Fhe Asp Ala Leu

354

Glu FPha Ile Oly Tyr Gly Lys Ala Thr Lsu

363

Ala Val Asp Fhe Gly Asn Ser Tyr Ile Ala

375

Thr Glu Ser Trp Ile Val Asp Arg Gln Trp Ala Gln Asp

400

Pro Trp Oln Ser Gly Ser Gly Gly Val Trp Arxrg Qlu Met

410

38

415



WO 02081754

His His Leu Val Glu Phe Glu Pro Pro Kis Ala Ala Thr

Lau Ala Leu Gly Asn Ola Glu

4315

Ala Met Arg Val Thr Lys Asp

450
His Gly Gly
465
Lys Oly Thx

Asn Pro Thr

Ser Lys Gly
515
Thx Ala Ala
530
Ser Thr Asn
545
Agp Ser Tyr

Trp His Lys

Lys Gly Val
595
Saxr Ser Ala
610
Val Phe Gly
625
Thr Lys val

Arg Asn Net

Mat Phe Leu
675

<210> 35
<211> 315
<212> DNA

His val

Bexr Tyr
485

Asp Thr

500

Ala Pro

Ile Amn

Awp Asp

Ile Ile
565

Glu Gly

580

Glu Arg

Oly Gly
Ser Ala

Ile Net
645

Thr Het

660

Ser Leu

455
Ser Cys
470
Lys Ile

Qly His
Cys Azg
Lys Gly
533
Glu Val
550
val Gly
Bar Ber
Lau Ala
Fhe Phe
618
Fhe Gln
§30
Gly Ala
Ser Met

Gly val

<213> Artificial Sequance

<220>

415
QGly Ser Leu
440
Thr Asn Asp

Arg Val Lys

Cys Thr Asp
490

Lys Thr Ala
445
Asn Amn Leu
460
Leu Ser Ala
475
Lys Mat Phe

PCT/US02/10764

Ile Arg val
430

Lsu Thr Gly
Tyr Lys Lau

Leu Thr Leu

480

Fhe Val Ly»
495

Gly Thr Val Val Net Gln Val Lys Val

508
Ile Pro Val
5320
Ils Leu Val

Lau Ile Qlu

Arg Oly Asp
570

Ile Oly Lys
585

Ile Val Ala
525
Thr Val Asn
540
Val Asn Pro
55%
Ser Arg Leu

Leu FPhe Thr

Val Mat Qly Asp Thr Ala

500
Thr Ser Val

Gly Leu Fha

val Leu Ile
650
Eor Met Ilw
665
Gly Ala
600

605
Gly Lys Gly
§20
Gly Gly Lau
635
Trp Val Qly

Leu Val Qly

<223> Descxiption of artificlal seguence; note =
synthstic conatruct

<221> misc_feature

«322> 1-35

<223> POW 454

<400> a5

SasAgaRASR gogetacome catcoaccgy gacag

<210> 26
<311> 41
<212> INA

<211> Artificial Sequence

<230>

<2231> Description of artificial sequence; nota =
synthetic construct

<221> miac_feature

as

510
Asp Asp Lau

PFro Ile Ala

Pro Phe Gly
560
Thr Tyr Gla
575
Oln Thr Met
5%¢
Trp Asp Phe

Ile His Thr

Amn Trp Ile
540
Ile Asn Thr
655
val Ils Met
670

709398
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<222> 1-41 -
<123> CPOW 2417

<400> 26
actgttacce tcaaccceogt actcgooggc gassaagasa A 41

<210> 27

<211> 24

<212> PFR?

<213> Artificial Sequence

<3220>
<223> Dascription of artificial sequence; note =
synthetic construct

233> Modifled JE Sigmal

<400> 37
Mat Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala
1 . 5 10 15
Val Val Ile Ala Gly Thr Sar Ala
20
<210> 28
<211> 36
<212> DNA

«<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Duscription of artificial segquente; note =
synthetic construct

<221> misc_feature
<222> 1-36
«<3223> YF 482

<400> 28
asaagaaaaa gegetgtgac cttggtgegy aassac 36

<210> 29

<211> 41

<212> DNA

«<213> Artificial Seguence

<230>
«<2123> Dascription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<321> mipc_feature
<222> 1-41
<223> CYF 2433

<400> 29

acagagatcc tcaaccccge actogecgge JasalMlgass & 41
<3210> 30

<211> 41

<212> DNA

<213> Axtificial Bequence

<220>

40
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<223> Description of artificial sequence: note =
synthetic construct

<2211> misc_festure
«222> 1-41
«223> SLE 4613

<400> 30
saaagaassa goegetttgea gttatcaacce tatcagggga a i1

<210> 31
<211> 40
<3212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Deascription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<221> misc_feature
<223> 1-40
<233> CALE 2477

<400> 31
accgttggte geacgticgg ActogCccgpe ghllAngala "0

<310> 32

<211> 39

<212> PRT

«213> Artificial Sequence

<d10>
«233> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 32
Lsu Asp Thr Ile Asn Arg Arg Pro Ser Lys Lys Axg Gly Gly Thr Arg
1 5 10 15
Sar Leu Leu Gly Lasu Ala Als Leu Ile Gly Leu Als Sexr Ssr Lesu Gln
20 15 30
Leu Leu Ser Thr Tyr Gln Gly
35
<210> 13
<211> 2¢
<212> MT

<213> Artificial SBequence

<220>

«223> Description of artificial soguencer note =
synthetic construst

«400> 313
Met Trp Leu Ala Ser Lsu Als Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Mst
1 5 10 1%
Lys Leu Sar Asn Fhe Gln Qly Lys
20

<210> 34

«211> 30
<3212> PRT

41
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<213» Artificlal Swequance

«220>
«<2123> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 34
Mat Asn Glu Gly Ser Ile Mot Tzp Leu Ala Ser Leu Ala Val Val Ile
1 5 10 15
Ala Cys Ala Gly Ala Met Lys Leou Ser Asn Phe Oln Gly Lys
20 23 k [

<210> 35

<211> 39

<212> PRT

«213> Axtificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 35
Nat Gly Arg Lys Gln Asa Lys Arg Gly Gly Asn Glu Gly Swr Ils Mat
1 5 10 15
Trp Leu Ala Ser Leu Ala Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Met Lya
a0 25 30
Leu Sexr Asn Phe Gln Gly Lys
a5

<al0> 36

«211> 34

<212> PRT

<213> Artificial Segquence -

<320>
<213> Deascription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 36

Mat Ser Lys Lys Arg Gly Gly 5er Glu Thr Ser Val Leu Met Val Ile
1 5 10 15

Fhe Mat Lau Ile Qly Fhe Ala Ala Ala Leu Lys Leu Ser Asn Fhe Gln

20 25 30
Gly Lys

<210> 37

<211> 33

<212> PRT

<21)> Artificial Ssquence

«3120>
«<221> Description of artificial asquence; note =
synthetic construct

<400> 137
Met Gly Lys Azrg Sar Ala Gly Ser Ile Net Trp Lsu Ala Ser Leu Ala
1 5 10 15
val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Val Thr Leu Ser Asn Phe Gln Gly
20 as 30
Lys
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«<210> 38

<211> 46

<212> PRT

<213> aArtificial Sequence

<220>
<223> Description of artificial
synthatic congtruct

«400> 38
Met Asn Val Leu Arg Gly Phe Arg
1 S
Ile Leu Asn Arg Arg Arg Arg Thr
a0
Pro Thr Val Net Ala Fhe HAis Leu
s 40

<210> 35

<211> 40

<212> PRT

<213> Artificial Bequencs

<220>
«223> Dascription of artificial
synthetic construct

«400> 39
Met Val Gly Leu Gln Lys Arg Oly
1 5
Met Ser Trp Lsu Leu Val Ile Thr
20
Thr Val Arg Ly® Glu Arg Gly Asp
a5 40

«210> 40
<211> 24
«211> PRT ]
«213> Artificial Seguence

<220>
<223> Dascription of artificlal
synthetic construct

<400> 40
Mat Gly Trp Leu Leu Val val val
1 S
Thr Val Arg Lys Glu Arg GQly Asp
20

<210> 41

<211> 24

<212> PRT -

<213> Artificial Saquance

<220>
<223> Description of artificial
synthetic construct

<400> 41

PCT/US02/10764

pequance; note =

Lys Glu Ile Gly Arg Net Leu Asn
10 15 .
Ala Gly Mat Ile Ila Mat Lau Ile
as 30
Thr Thr Arg Asn Oly Glu
45

SequUences) note »

Lys Arg Arg Ser Ala Thr Asp Trp
10 15

Leu Leu Gly Mat Thr Leu Ala Ala

a5 k1

seguence; note =

Leu Leu Oly Val Thr Lau Ala Ala
10 15

seQuence; note =

43

600402
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Met Ser Trp Leu Lesu Val Ile Thr Leu Leu Gly Met Thr Ile Ala Ala

1

Thr Val Arg Lys Glu Arg Gly Asp
a0

<210> 42
<211> 5292
<3112> DNA

<213> Artificlal Sequence

<230>

10

<32)> Description of artificial sequence:; note =
synthatic construct

<321> CD8

<222> {910)...(2964)

<400> 432

gacggatcgy
ccgcatagtt
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagttceg
cecgoceatt
attgacgtaea
atcatatgee
atgeccoagta
tcgectattac
actcacgguye
aasatcaacg
gtaggeogtgt
ctgettactg

gagatctcece
aagccagtat
ttaagctaca
gegttttgeg
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atguagtggag
aagtacgeoe
catgacctta
catggtgatg
atttccaagt
ggacttteca
acgatgggeq
gcttategaa

gocgecgec atg ggc asg
Met Gly Lys

1

gatcccctat
ctgetocectyg
acaagpcaag
ctgettegey
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacy
tgggactttc
cggttttgge
ctccacccea
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ggtgcactet
cttgtgtgee
gettgaccpa
atgtacggge
ttacguggte
atggcecgee
ttcccatagt
aamctgecca
tcaatgacgy
crtacttggea
agtucatces
ttgacgtcan
acaactcege
gcagagetct
ctcactatag

cagtacaatc
goagygteget
caattgeatg
cagatatacg
attagttcat
tggctgaccy
aacgccaata
ettggcagts
taaatggeee
gtacatctac
tougcgtoga
togoagttig
cccattgacg
ctggctaact
ggagacccaa

15

tgctectgatg
gagtagtgeg
aagaatctge
cgttgacatt
ageccatata
cccaacgace
gggactttce
catceagtgt
gectggeatt
gtattagtca
tageoggtttyg
ttttggeace
caaatgggceg
Agagaacces
gettggtace

agg tce gec gge tca atc atg tgg ctc gog age
Arg Ser Ala Gly Sar Ile Met Trp Leu Ala Ser

10

ttyg
Leu
15

ctt
Leu

atg
Mat

(14

Thr
95

gca gtt gtc
Ala Val val

gga gaa cca
Gly Glu Pro

ctg ttt aaa
Lau Pha Lys
50

gac ctt ggt
Asp Lau Gly
65

ctc agy cag
Leu Arg Gln
80

tcc acg tge
Ser Thx Tzp

ata get tgt goa goc gec ttc cat tta ace aca cgt
Ile Ala Cys Ala Qly Ala Phe Mis Leau Thr Thr Arg
20 25 30

cac aty atc gtc Agc aga caa gag saa gg0 &asm agt
Hie Mat Ile val Ser Arg Gln Glu Lys Gly Lys Ser
35 40 45

aca gag gat ggc gtg sac atg tgt acc ctc atg gee
Thr Glu Asp Gly Val Asn NMet Cys Thr Leu Net Ala
55 60

gaa ttg tgt gas gac sca atc acg tec aag tgt cco
Glu Leu Cys Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lys Cys Pro
70 75

aat gag cca gam gac ata gac tgt tgg tge aac tet
Asn Glu Pro Glu Asp Ils Asp Cys Trp Cys Asn Bex
t H] 90

gta act tat ggg acg tgt acc acc atg pga gaa cat

Val Thr Tyr Gly Thr Cys Thr Thr Mat Gly Glu Hie
100 105 110

44

60
130
100
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
951

1047

1095

1141

11

1239

000403
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aga aga gaa aaa aga tca

Arg Axg Glu Lys Arg Ser Vel Als Leu

oty
Lau

cat
His

atg
Met

aga
175
aty
Net

ooe
aly

Thr

gaa
Glu

cta

Ser

gta
Val

att
Ile

gtt
val

tca
Ser
33§

gag sca cga
Glu Thr Arg
130

gte
val

cag
aGln
145

aga
hry

atg
Het
160

gea
Ala

gca
Ala

att
Ile

gce
Ala

ctg
Lau

ata
Ile

cgt tge
Arg Cys

gga
aly

tog
Trp
10

atg
Mat

gca
AMa
225

Lys

gee
Ala
240

aaa
Lys

cag
Gln

ace
Thr

aac
Asn

aca
Thr

cta
Leu

sat
Asn

gaa
Glu

gac aga gga
Asp Axg Gly
290

gtg acc kgt
Val Thr Cys
308

gtg caa cca
val Gln Pro
320

gUg gha gag
Gly Glu Qlu

115

act
Thr

att
Ils

atc
Ile

tte
Pha

gga
Gly
1985

gtt
val

aac
Asn

cet
Pro

gay
Glu
2715

tag
Trp

get
Ala

gaa
olu

cat
His

gaa
Glu

gea
Glu

ctg
Leu

ate
Ile
180
atg
Met

aan
Lys

gee
Ala
aca
260

cag
Gln

gga
Gly

atg
Met

aac
Amn

gea
Ala
340

PCT/USD210764
gty gca cte gtt cca cat gtg ggs atg ggm 1287
Val Pro His Val Oly Met Gly
120 125
aca tgyg atg tca tca gaa ggg gcc tgg asa 1335
Thr Trp Met Ser Ser Glu Gly Ala Trp Lys
115 140
act tgg atc ttp aga cat cca gge tte ace 1383
Thr Trp Ile Leu Arg His Pro Oly Pha Thr
150 155
gea tac ace ata gga acg aca cat tte caa 1431
Ala Tyr Thr Ile Gly Thr Thr His Phe Gln
165 170
tta ctg aca get gtc act cct tca atg aca 1479
Lsu Lau Thr Ala Val Thr Pro Ser Mat Thr
18% 190
tca aat aga gac ttt gtg paa gog gtk tca 1527
Ser Asn Arg Asp Fhe Val Glu Gly Val Ber
200 205
ata gte tta gaa cat gga agec tgt gty acg 1575
Ile Val Leu Glu His GQly Ser Cys Val Thr
215 220
cca aca ttg gat ttt gam ctg ata asaa aca 1613
Pro Thr Leu Asp Phe Glu Leu Ile Lys Thr
230 235
ace cta agg aag tac tgt ata gag gca aag 1671
Thr Leu Arg Lys Tyr Cys Ile Glu Ala Lya
245 250
gaa tct cge tge coca aca caa ggg gam ccc 1719
Glu Ser Arg Cye Pro Thr OGln Gly Glu Pro
165 270
gec aam agg ttec gtc tgc saa cac tec atg 1767
Asp Lys Arg Phe Val Cys Lys His Ser MNet
280 285
aat gga tgt pgs cta ttt goa aag gga guc 1815
Asn Qly Cys Gly Leu Fhe Gly Lys Gly Oly
295 300
ttc aga tgc asa aag aac atg gas gga aaa 1863
Phe Axrg Cye Lys Lys Asu Net Glu Gly Lys
310 3135
ttg gasa tac acc att gtg sta aca cct cac 1911
Lau Glu Tyr Thr Ile Val Ils Thr Pro Mis
325 330
gtc gga aat gac Aca gga aaa cat ggc aag 1959
Val Gly Asn Asp Thr Gly Lys His Gly Lys
kL 150

45

000404
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gaA AtC ABA AlA aca cca cag Agt tce atc aca gaa goca gaa ttg aca 2007
Glu Ile Lys Ile Thr Pro Gln 5er Ser Ile Thr Glu Ala Glu Leu Thr
ass 360 365
got tat gge act gtc aca atg gag tge tet cca aga acg ggc ctc gac 2055
@ly Tyr Oly Thr val Thr Met Glu Cys Ser Pro Arg Thr Gly Leu Asp
370 375 380
ttc aat gag atg gty ttg ttg cag atg gas aat aas got tgg otg gtg 2102
Fhs Asn Glu Met Val leu Leu Gln Net OGlu Asn Lys Ala Trp Leu Val
kL L] 390 a9s
cac agg cam tgg tte cta gac ctg ceg tta cca tgg ttg ccc gga geg 2151
His Arg GIn Trp Fhe Leu Asp Leu Pro Leu Pro Trp Leu Pro Oly Ala
400 405 410
gac aca caa ggg tca aat tgg ata cag aaa gag aca ttg gtc act tte 2199
Asp Thr Gln Qly 8Ser Asn Trp Ile Gln Lys 4Glu Thr Lau Val Thr Pha
415 420 425 430
aaa aat ccc cat gog aag aas cag gat gtt gtt gtt tta gga toc caa 247
Lys Asn Pro His Ala Lys Lys Gln Asp Val Val Vval Lsu Gly Ber Gln
435 440 . 445
gaa ggyg gCC Atg CaC aAcAa goa ctt aca ggp gcc aca gAR atc caa atg 2195
Glu Gly Ala Mst His Thr Als Leu Thxr Gly Ala Thr Glu Ile Gln Met
450 455 460
tca tca ggu asc tta ctc ttc aca gga cat ctc aayg tge agg cty ags 2343
Ser Ser Gly Asn Leu Leu Phe Thr Gly His Leu Lys Cys Arg Leu Arg
465 470 475
atg gac aag cCta cag ctc aaa gga atg tca tac tet atg tgc aca gga 2391
Met Asp Lys Leu Gln Leu. Lys Gly Met Ser Tyr Ser Met Cys Thr Gly
460 485 4%0
aag ttt aaa gtt gtg aag gas ata gca gaa aca cas cat gga aca ata 4438
Lys Phe Lys Val Val Lys Qlu Ile Ala Olu Thr Gln His Gly Thr Ile
495 500 545 510
gtt ate aga gtg caa tat gas ggg gac gge tect cca tge ang atc cct 2487
val Ile Arg Val Gln Tyr Glu Gly Asp Gly Ser Pro Cys Lys Ile Pro
515 520 525
ttt gag ata atg gat ttg gas aaa age ¢cat gte tta gyt cgo ctg att 2535
Phs Glu Ile Met Asp Leu Glu Lys Arg Xis Val Leu Gly Azxg Leu Ile
530 535 540
aca gtc aat cca att gtg acs gas asa gat age cca gtc asc ata gaa 2583
Thr Val Asn Pro Ile Val Thr Glu Lys Asp Sar ¥ro Val Asn Ile Glu
543 550 355
goa gua cet ooa tEC gga gac AgC tae atc aAte ats gus gta gag teg 1831
Ala Qlu Pro Fro Fhe Oly Asp Sexr Tyr Ile Ile Ile Gly Val Glu Pro
560 565 570
goa cas ctg aag cte aac tgy ttt ang saa gga agt tct ate gge caa 2679
Gly Oln Leu Lys Leu Asn Trp Phe Lys Lys Gly Ser Ser Ile Gly Glmn
575 580 585 590
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atg trt
Mat Phe

gac aca
Asp Thr

gga aag
Gly Lys

agt gog
Ser Gly
640

tgg ata
Trp Ile
655

ttg gty
Leu Val

taattagtty
apatgctaga
ttgeecectee
ataaaatgag
gvtguupcag
gutgggctet
gcggogagag
cgeteggteg
Eccacagaat
aggaaccgta
catcacaaaa
ecaggcgttte
ggatacctgt
aggtatctca
gttcagceeg
cacgacttat
ggcggtgeta
tttggtatet
tecggeaaac
cgcagasaaa
tggaacgana
tagatcettte
tggtcigaca
cgttcatcea
ccatctggec
tcagcaataa
gectccatce
agtttgegea
atggetteat
tgcaaaaaag
gtgttatcac
agatgetttt
cgaccegagtt
ttaaaagtge
ctgttgagat
actttcacea
ataagggegn

gag
alu

gce
Ala

get
Ala
625

gtt
Val

gga
aly

aga
Gly Ile

aca aca
Thr Thr
595

too gat
TIp Asp
610

ete
Leu

eac
His

tca
Sex

tog
Txp

aat
Asn

atg
Met

atg
Mat

(144
Phe

[ T
Gin

act
Thr

tea
Ser

tece
Ser

gga
Gly

agyg 009 gcg
Axg Gly Ala

ttg
Lsu Gly

ang aga
Lys Arg
600
gga gga
Gly

615

tek
Phe
630

val

aaa
Lys

atg
Met
§45

cge
Arg

age
Ser

act gty
Val

675

ageggeeget
getegetgat
ceegtgectt
gasattgeat
FacAgCangy
atggettetg
gocggttegeg
ttcggctgeg
caggggataa
aasaggccgce
atcgacgctc
cecctggaay
ccgectttet
gtteggtgea
accgetgege
cgecactgge
cagagttett
gegeteotget
aaaccaccge
aaggatctca
actcacgtta
tmaattaasn
gttaccaatg
tagttgoctg
ccagtgetge
accageccage
agectattaa
acgttgtige
toeagetcoegg
cggttagete
teatggttat
ctgtgactgy
getcttgeee
tcatcattgy
ccagttegat
gegtttetgg
cacggeaaatg

aca
Thr

ctg tat
Leu Tyr

cgagceatgea
cagectegac
ccttgacect
cgeattgtet
gogapgatty
aggcouaaag
tattgggcge
gcgageguta
cgcaggaaag
gttgctogey
aagtcagagyg
ctcectegty
ccotteggga
ggtcgttege
cttatccggt
agcagecact
gaagtgutog
gaagccagtc
cggtageggt
agaagatecct
agggateteg
atgasgtttt
cttaatcagt
actcceegtc
aatgataceg
cguaagggcc
ttgttgcegy
cattgotaca
ttcccaacga
cttoggteet
gucagcactyg
tgagtactca
ggegtcaata
asaaacgttct
gtaacccact
gtygagcanss
ttgaatacte

oua
aly

ate
Ile

c
e

ttg
Lau

ate
Ile

gca
Ala

ecte
Leu

ata
Ile

tca
Ser

ctg
Leu
665

gte
Val

gaga
Gly
600

tctagagguc
tgtgcetict
ggaaggtgec
gagtaggtgt
guaAgacaat
AACcagetge
tecttecgett
tcagetoact
ascatgtgag
tttttcecata
tggcgaaace
cgeteteetyg
agegtggege
tccaagetgg
aactatcgte
ggtaacagga
ectaactacg
accttoggas
gottttritg
ttgatctttt
gtcatgagat
asatcaatet
gaggcaccta
gtgtagataa
cgagacccac
gagcgcagaa
gaagctagag
ggcategtyy
tecasggogag
ccgategttg
cataattcte
accaagtcat
cgggataata
tcggggegea
egtgeaccea
AcAggaAgSOC
atactettce

7

PCT/US02/10764

atyg gece att tta ggt 2721
Mat Ala Ile Leu Gly

605
gtg ttt aca tet ata 27715
val Phe Thr Ber Ils

620
tat gga get gee tte 2023
Tyr Gly Ala Ala Phe
6315
gge gtc att atc aca 2871
Gly Val Ile Ile Thr
650
tct gtg aca cta gta 2919
Ser Val Thr Leu Val
670

atg gtg cag gec 1964
Met Val Gln Ala

685
cctattetat agtgteacct 3024
agttgccage catetpttgt 3084
actcccactg tcocttteeta 3144
cattctatte tggggogtoy 3204
agceaggeatg ctgopgatge 3264
attaatgaat cggecaacge 3324
cctcgetcac tgactecgety 3384
casaggeggt antacggtta 344l
CRBAAAQUCCA gCAaBBAgRCC 3504
ggcteegeee cocctgacgag 3564
cgacaggact atasagatac 3624
ttccgaccet gecgettace 3684
tttcteatag ctoacgetgt 1744
getgtgtgea cgaaccceece 3804
ttgagtccaa ccoggtaage 3864
ttagcagagc gaggtatgta 3924
gctacactag aagascagta 3984
asagagttgg tagotettga 4044
tttgcaagea goagattacg 4104
ctacggggte tgacgetcag 4164
tatcaaaaag gatcttcace 4224
anugtatata tgagtaaact 4284
tctoagegat ctgtctattt 4344
ctacgatacyg gogagguctta 4404
geteacegge teoagattta 4464
gtggtcctge aactttatec 43524
taangtagttc gooagttaat 4584
tgtcacgete gtegtttgot 4644
ttacatgatc ccceatgttg 4704
tcagaagtaa gttggeegea 4764
ttactgtcat geccatccgta 4824
toctgagaata gtgtatgogg 4984
ccgegecaca tageagasct 4944
asctctcaag gatcettaccgy 5004
actgatcttc aguatctttt 5064
sasatgecge anmasaggge S134
tttctcaata ttattgaage 5184

000406
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atttatecagy gttattgtct catgagegua tacatatttg satgtatits gasasataas

caaatagggy ttocgegeac atttccoocga asaAgtgeocac ctgacgte

<210> 43
<211> 685
<2132> ERT

«213> Artificisl Sequence

<210>

«213> Descriptiocn of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 43
Met Gly Lys Aryg
1

Vval val Ile Ala
20
Glu Pro His Met
as
Pha Lys Thr Glu
50

Leu Gly Glu Leu
65

Arg Gln Asn Glu

Thy Trp Val Thr
100
Lys Arg Ser
115
Thr Arg Thr Glu
130
aln Arg
145
Ala Ala

Glu

Ile Glu
Ile Leu

Ile Phe Ile
180
Ile Gly MNet
195
Ser Trp Val Aap
210
Ala Lys Asn Lya

Gln Pro Ala

Asn Thr Thr Thr
260

Asa Qlu GQlu Qln

275
Arg Gly Trp Gly
%0

Thy Cys Ala Net

305

Gln Pro Glu Asn

Glu Glu Ris Als
340
Lys Ile Thr Pro
355
Gly Thr Val Thr
370

Sex
L)
Cys
Ile
Asp
Cys

Pro

245
Glu

Awp
Asn
Phe
Leu
335
Val
Gln

Met

Ala Qly
Ala gly
Val Ser

Gly val

Val Leu
215

Thr Lau

230

Lesu Arg

Ser Arg
Lys Arg
Gly Cys
298
Arg Cys
310
Glu Tyr
Gly Asn
Ser Ser

Glu Ccys
378

PCT/US02/10764

Ser Ile Met Trp Leu Ala Ser Leu Ala

10
Ala Phe His Lou
a5
Arg Gln Glu Lys
40
Asn Net Cys Thr

T™hr Ile Thr Tyrx
15

Ile Aap Cym Trp
50

Cys Thr Thr Mat
105

Val Pro His Val

120

Sexr Sez Qlu OGly

Leu Arg His Pro
155

Ile Gly Thr Thx

170
Ala Val Thr Pro
185

Asp Fhe Val Glu

200

Qlu His Oly Ser

Asp Fhe Glu Leu
213

Lys Tyr Cys Ile

250
Cya Pro Thr Gln
265

Phe Val Cys Lys

290

Gly Lsu Phe Gly

Lys Lys Asn Mat
313

Thx Ile Val Iles

330
Asp Thr Gly Lys
345

Ile Thr GQlu Ala

350

Ser Pro Axyg Thr

48

15

Thr Thr Arg Asn

30
Gly Lys Sar

45

Leu Met Ala Met
&0
Lys Cys Pro

Leu

Leu
Cys Asn Ber Thr
o
Gly Glu Hisx Arxg
110
Gly Met Gly Lau
125
Ala Trp Lys
140
Gly Phe Thr Met

His»

His Phe Gln Arg
175
Ber Met Thr Met
1%0
Gly Val Ber Oly
205
Cys Val Thr Thr
220
Ile Lys Thr Glu
Glu Ala Lys Lsu
a55
Gly Glu Pro Ber
a7
His Ber Met Val
285
Lys GQly Oly
300
Qlu Gly Lya Val

Ile

Thr Pro His Ser
335
His Gly Lys Glu

aly
Lau

Asp

Leu
80

Ser
Axg
Glu
Val
et
160
Ala
Axg
oly
Mat
Ala
240
Thr
Leu
Asp
Val

Val
320

Ay
Ile

Glu Lau Thr Gly Tyr

k].13
Qly Leu Asp Phe
k] 0]

Amn

5244
5392

008407
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Glu Met

3as
aln

Gln

Pro

Qly
465
Lys

Lya

Ila

4]

gla
Ala
Ala
625
val
Gly

Qly

Trp
oly
His
Met

450
Asn

Val
Val
Met
530
Pro

Pro

610
Lau

Ser
Mat

Ile

Val Leu Leu Gln Met
aso
Fhe Leu Asp Lsu Pro
405
Sar Amn Trp Ile Gln
420
Ala Lys Lys Gln Agp
435
His Thr Ala Leu Thr
455
Lsu Fha Thr Gly
470
Leu Lys Gly Mst
485
Lys Glu Iles Ala
500
Gln Tyr Glu Oly Asp
518
Asp

Leu
Gln

Val

Leu Glu Lys Arg
535
Ile Val Thr Qlu Lys
550
Fhe Qly Asp Ser Tyr
565
Leu Asn Trp Phe Lys
580
Thr Met Arg Qly Ala
595
Asp Phe Gly Ser Leu
615
Gln Val Phe Gly
610
Tar Met Lys Ils
645
Ser Arg Ser Thr
660
Thr Leu Tyr Leu

Hias
Trp
Asn

Val
675

«210> 44

<211> 5293

<212> DNMA

<213> Artificial Sequence

«2120>
<223> Description of artificlal
synthetic construct

<221> CDa

«222> (910)..

<400> 44

pacggatcoy gagutctece
ccgcatagtt asgocagtat
cgagcasaat ttaagctaca
ttagggttag gogttitgey
gattattgac tagttattaa
tggagttceyg cgttacataa
cecgeccatt gacgtcaata
attgacgtca atggotouag
atcatatgec aagtacgece

PCT/USD2/10764

Glu Asn Lys Ala Trp Leu Val Nis Arg

Leu

Lyn
Val
440
Gly
His
Ber
Glu
Gly
520
Hie
Asp
Ile
Lys
Lys
600
Gly
Ala
Leu

Sex

Pro
Glu
425
val
Ala
Leu
Tyr
Thr
508
Ber
val
Ser
Ile
Qly
588
Arg
aly
Ile
Ile

Lau

Qly
680

Val

395

Tzp lLeu Pro Gly Ala Asp Thr

410

Thr Leu Val Thr Phe
430

filax Gla

445

Gln Met

Val Leu Gly

Thr Glu Ile
460
Lys Cys Arg
475
Ber Met Cys
490
Gln Hia Gly

Leu Arxyg
Thr Gly

Thr Ile

510

Ile Pra

518

Leu Qly Arg Leu

540

Pxo Val Asn
555

Ile Gly Val Glu

570

Ser Ssr 1lls Gly Gln

590

Leu GQly

605

Sarx

Pro Cys Lya
Ile
Ile Glu

Pro

Met Ala Ils

val Phe Thr Ile
Tyr Gly Ala Ala

635 .
Oly Val Ile
650

Fhe

415
Lys

Glu
Ser
Met
Lys
495
Val
Fhe
Thr
Ala
Gly
578
Hat
Amp
Gly

Ser

Asn
aly
Ser
Asp
480
Fha
Ile
Qlu
val
Qlu
560
@ln
Fhe
Thr
Lys

Gly
640

Ile Thr Trp Ils

Ser Val Thr Leu Val Leu Val

&70
Mst Val Gln Ala
685

Sequence; note =

gatccectat ggtgcactet
ctgeteoccty ettgtgtptt
acasggcaag gcttgaccga
ctgottegeg atgtacggue
tagtaatcaa ttacggggte
cttacggtaa atggcccgee
atgacgtatyg tteccatagt
tatttacggt maactgcococca
ectattgacg tcaatgacgg

49

cagtacaatc tgetotgatg
gvaggtcget pgagtagtgey
caattgcaty aagaatctge
cagatatacg cgttgscatt
attagttcat agcccatata
tggetgaccy coccaacgace
aacgccaata gggactttee
ctigucagts catcaagtgt
taaatggcee goectggeatt

60
120
180
240
300
60
420
480
540

000408
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dtgcccagta catgacctta tgggactitc ctacttgpea ptacatctac gtattagtea
tcgetattac catggtgatgy cggttttgge agtacatcaa tggucgtggh tageggttig
actcacggaeg atttecaagt ctccacccca ttgacgtcaa tggogagtttg ttttggoace
sanatcaacg ggactttcca aasatgtcegta acaactocege cccatigacg camatgggeg
gtaggegtgt acggtgggay gtctatataa goagagcoctct ctggotaact agagaaccea
ctgettactg gettatcgaa attastacga ctoactatag ggagacccal gottggtace
geogoegee atg ggc aag Agg tCC gec gge toa atc atg tgy cte gog age

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ber Ils Met Trp Leu Ala Ser

1 5 10

ttg goa gtt gte ata get tgt goa gge gec tte cat tta acc aca cgt
Leu Ala Val val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Phe His Leu Thr Thr Axg

15 a0 a5 a0
)

AAC gus gaa ccA cac atg atc gtc agc aga caa gag aaa aas agt
Asn Gly Olu Pro His Met lle Val Eexr Arg Oln Glu Lys Qly Lys Ser
38 40 45

ctt ctg ttt aaa aca gag gat gge gtg aac atg tgr ace ctc atg gee
Leu Leu Fhe Lys Thr Glu Asp Gly Val Asn Met Cys Thr Lsu Mat Ala
50 55 60

atg gac ctt ggt gaa ttg tgt gaa gac aca atc acg tac aag tgt ccc
Met Asp lLau Gly OGlu Leu Cys Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lys Cys Fro
&5 70 15

¢kt ctc agg cag aat gag cca gaa gac ata gac tgt tgg tge sac teot
Leu Leu Arg Gln Asn Glu Pro Glu Asp Ile Asp Cys Trp Cys Asn Sexr
80 [ 1) "0

acg tcc acg tgg gta act tat ggg acg tgk acc acc atg gga gaa cat
Thr Ser Thr Trp Val Thr Tyr Gly Thr Cys Thr Thr Met Gly Glu His
95 100 105 . ph 1)

aga aga geaa aaa aga tca gtg gea ctc gtt cca cat gtg gga atg gga
Arg Azrg Glu Lys Arg Ser Val Ala Lau Val Pro His Val Gly Met Oly
115 120 125

ctg gag aca cga act gaa aca tgg atg tca tca gaa ggg gec tgyg aas
Leu Qlu Thr Arg Thr Glu Thr Trp Mat Ser Ser Glu Gly Ala Trp Lys
130 135 140

cat gtc cag aga att gaa act tgg atc ttg apa cat cca gge ttc acc
His Val Gln Arg Ile Glu Thr Trp Ile Leu Arg Hie Pro Gly Phae Thr
145 150 155

aty atp goa gea ate ctg goca tac ace ata gUa acyg aca cat tic caa
Mot Met Ala Ala Ile Leu Ala Tyr Thr Ile Gly Thr Thr iis Phe Gln
160 165 170

aga gcc ctyg att tke atc tta ctg aca get gte act ccot tea atg aca
Arg Als Leu Ile Phe Ile Leu lLeu Thr Ala Val Thr Pro fSer Mat Thr
175 180 185 190

atg cgt tgec ata gga atg tea aat aga gac ttt gty gaa ggg gtt tca
Mat Arg Cys Ile Qly Met Ser Asn Arg Asp Pha Val Glu Gly Val Ser
185 200 205

gua gogs agc tgyu gtt gac ata gte tta gaa cat gga age tgt gtg acg

Gly Gly Ser Trp Val Asp Ile Val Lau Glu iias Qly Sar Cys Val Thr
210 215 220

50

600
660
720
780
840
900
851

1047

1095

1143

1191

1339

1287

13135

13,

1431

147%

1527

1575

D00409
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acg atg goa
Thr Met Ala
225

gaa
Glu

Lys

gec
Ala
240

cta
Leu
255

ace
Thr

cta
Leu

aat
Asn

age
Sar

gta
val

gac
Asp

aga
Arg

att
Ile

acc
Thr
305

gtg
Val

gte
Val

CAR
Gln

gty
Val
320

gog gaa
Ser Gly Glu

335

gaa
Glu

atc
Ile

Lys

tat
Tyr

gyt
Gly

gec
aGly

ttc aat
Fhe Asn

gag
Glu
3as

cac aggp caa
Ris Arg Gln
400

gsc aca cam
Asp Thr Gln
415

asa aat ccc
Lys Asn Pro

gsA QU@ gce
Glu Gly Ala

gaa
alu

goa
aly
290
tgt
Cys

cca
Pro

ey
alu

ata
Ile

act
370
atg
Met

o9

aly

cat
Him

atg
Mat
450

AAC BAA CCA aca ttg gat ttt gaa
Pro Thr Leu Asp Phe Glu

cet
Pro

gag
GQlu
275

Trp

get
Ala

gaa
Glu

cat
He

aca
Thr
355

gtc
val

gtg
val

tkc

tca
Ser

acy
Ala
435

[ -]
Him

Lys

gee
Ala

aca
Thx
260
cag
oln

gya
aly

atg
Mat

BAC
Asn

gca
Ala
340
cca
Pro

aca
Thx

ttg

cta

aat
420
aag
Lys

aca
Thr

Glu

gac
Asp

aat
Asn

tte

ttg

3as

gte
Val

cag
Gln

atg
Het

(1)

gac
Amp
405

tow
Trp

gca
Ala

cta agg aagy
Leu Arg Lys

tct cge
Ser Arg

tge
Cys

ttc
Phe
280

aas agyg
lys Arg

goga tgt
Gly Cys
295

goa
aly

aaa
Lyw

ags tge
Arg Cys
310

tac
Tyr

gaa
Glu

ace
Thr

aat
Asn

gga
dly

gac
Awp

tee
Ber

atc
Ile
380

agt
Ser

tct
Ser

tge
Cys
375

gag
Glu

atg gaa
Mat Glu

cag
Qln
350

ctg
Leau

ccyg tta
Pxo Lau

ata cag aaa
Ile Gln Lys

cag gat gtt
Gln Asp Val
440

¢ttt aca guy

tac tgt

Tyr Cys
250

cca
Fro
265

aca
Thr

gtc
val

tge
Cys

ttt

sttt
Ile

ote
Val
330
aca gga
aly
345

aca gaa
Thr Glu

cca
Fro

aga
Arg

sat
Asn

asa
Lys

cca tgy
410

aca
Thr

gag
Glu
4235

gtt
val

gtt
Val

gce aca

ctg
Leu
235

ata
Ile

cas
Gla

gus
aly

atg
Het
315

akts
Ile

aaa
Lys

gca
Ala

get
Ala
395

ctg

ttg

tta

Leu

Lau Thr Gly Ala Thr Glu

455

51

PCT/US02/10764
ata aaa aca 1623
Ile Lys Thr
g3g gca aag 1671
Glu Ala Lys
009 gea ccc 1718
Gly Glu Pro
270
cac tcc atg 1767
His Ser Met
285
aag gga ggc 1815
Lys Gly Gly
300
gaa gga asa 1862
Glu Oly Lyws
ach ect cac 1911
Thr Pro Hias
cat gge mag 1959
His Gly Lys
350
gaa ttg aca 2007
Glu Leu Thr
365
gge ctc gac 2055
Gly Leu Asp
380
tgy ctg gtg 210
Trp Leu Val
ccc gga geg 2151
Pro Gly Ala
gtc act ttc a1%9%
Val Thr Phe
430
gua tcc caa 2247
Gly Ser Gln
445
atec caa atg 2395
Ile Gla Met

000410
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tca
Ser

atg

tcn
Bexr

gga
Gly
465

Nat Asp Lys

Lye
435

gttt
Val

(14

gea
Ala

goa
aly
573

atg
Met

gac
Asp

gga
Gly

aoy
Gly

kg
Trp
635

gee

tte
Phe

ate
Ile

gag
Glu

gte
Val

gas
Glu
560

caa
Gln

(444
Phe

aca
Thr

aag
Lys

gga
Gly
640

atyg
Net

ass
Lys

ata
Ile
aac
545

cct

ctg

wag
Glu

gee
Ala

gect
Ala
625

atg
Mat

gge
Gly

aac tta
Amn Leu

cta cag
Lsu Gln

gtt gtg
Val val

gtg caa
Val Gln

515
atg gat
530

cca att
Pro Ile

cca tte

aag cte
Lys Leu

aca aca
Thxy Thr
595

tog gat
Trp ASp
610

ctc cac
Leu His

tet tgy
8er Trp

gtc aae
Vval Asn

gt qtg

Ala Thr Gly Gly Val

~ 675

cte
Leu

cte
Lau

aag
Lys
500

tat

ttg

ot
Val

aga
aly

aac
580
acg
Met

1]

can
aln

atec
Ila

gca
Ala
660

cte
Lsu

tte
FPhe

aaa
Lys
465

gaa
Glu

gas
alu

gan
Qlu

ace
™hx

gac
Asp
565

togy
Trp

agy
Arg

gga
aly

Uty
Val

aca
Thr
643

cga
Arg

gty
Val

ace
Thr
470

gga
Gly

ata
Ile

Gly

afa
Lys

gas
Glu
550

age
Ser

tet
Phe

gog
Qly

tece
Sar

Lttt
FPhe
B30

caa
aln

Asp

tte
Fha

oo
Qly

atg
et

gca
Ala

gae
Asp

ags
Axg
5315

aaa
Lys

cac
His

ang
Lys

gco
Als

tty
615

got
Gly

aly

tta

cat
His

tca
Ser

gaa
Qlu

gge
Gly
520

cat
His

gat

ate
Ile

Lys

aag
Lys
600

gge
aly

ggt
Gly

cta
Leu

tca
Sar

oce
Ala
680

cte
Leu

tac
Tyr
aca
505
tet

Ser

gtc
Val

Sex

ate
Ila

goa
aly
585

gga
aly

gec
Ala

aty
Met

att
Ile
665

ace
Thr

taattagttt gggcggccgec tegapcatge atctagaggg
tasatgetag agctcgectga tcagocctcoga ctgtgeoctte
tttgecocte coecgtgect tecttgacee tggaaggtge
satasastga ggaasattgea tegoattgtc tgagtaggtg
guptgovuca guacagcaag gugusggatt gupasgacans

52

aagy
Ly»

tct
Ser
490

Gla

cca
Pxo

tta

cca
Pro

ats
Ila
570

agt
Ser

atg
Het

gty
Val

ttc

tge
Cys
475

atg
Meat

cat
His

tge
Cys

ggt
Gly

gtc
555

gua
Gly

(.14
Ser

gee
Ala

111 ]
Fhe

tge
cys

goa
aly

aag
Lys
cgc
540
asc

gta
val

ate
Ile

att
Ile

aca
Thr
620

Fhe Arg Thx

get

gee

cta

Gly Ala Leu

get
Ala

aat
ABn

ccctatteta tagtgtcace
tagttgecag ccatctgttg
cacteccact gtoctitect
toattctatt ctgogugotg
tagcaggcat gotggugatg

ttg
Leu

atg
val

gee
Ala

cat
His

ctg
Leu

aca
Thx

atec
Ile
525

ctg

ata
Ile

gag
Glu

Gly

tta
Leu
603

tet
Ser

cte

ctg
Leu

ttc
Phe

gct
Ala
685

PCT/US02/10764
aga 234)
Azg
oga 2391
aly
ata 2439
Ile
510
cct 4487
Pro
att 2535
Ile
gaa 2583
Glu
ccg 1631
Pro
caa 2679
Gln
590
ggt 2727
aly
ata 2775
Ile
ttt 2023
Phe
ctc 2871
Leu
tta 2919
Lau
670

1564

1024
3084
3144
3304
3264

000411
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cgutggpetc
egcguuvana
gegeteggte
atccacagaa
caggaaccgt
gCACCAcaAR
ccaggegttt
cggatacetg
taggtatcte
cgttcageer
acacgactta
aggcggtgct
atttggtate
atceggoaaa
gcgcagaaaa
gtggaacgaa
ctagatcctt
ttggtetgac
tcgttcatec
accatctgge
Atcagcaata
cgectocate
tagtttgege
tatggcttca
gtgcaasaaa
agtgttatca
aagatgctte
gcgaccgagt
tttaaaagtg
goctgttgaga
tactttcace
astaagggcg
catttatcag
acaaataggg

<210> 45
«211> §83
<212> FRT

tatggettet
gagcggtttye
gtteggectge
tcagougata
aaaaaggceg
aatcgacget
cccectggaa
tecegecttte
agtteggegt
paccgetgeyg
tecgeccactgy
acagagttct
tgcgetetge
casaccaceg
asaggatcte
aactcacgtt
ttaaactaaa
agttaccaat
atagttgect
ccoagtgetg
asccagccag
cagtectatta
aacgttgtty
ttcagectecy
goggttaget
ctcatggtta
tctgtgacty
tgetettgee
ctecatcatty
tccagttega
agcgtttctg
acacggaaat
ggttattgte
gttecegegea

gaggcggnas
gtattggocy
gocgageggt
acgoaggsaa
cgttgctggc
caagtcagag
getcectegt
tceettopgop
aggtegtteg
ccttatcegg
cagcagecac
tgangtggtyg
toaagccagt
ctggtagegy
aagaagatce
aagggattet
aatgaagttt
goettaatcag
gacteececgt
caatgatacc
coegguagguc
attgttgeeg
ccattgctac
gttcccaacg
ecttoggtoe
tggcageact
gtgagtacte
cggegtcaat
gaaaacgtte
tgtaacccac
gutgugcasa
gttgeatact
teatgagegg
catttccecg

«213> Artificial Sequence

<220>

gaaccagetyg
ctcttceget
atcagectcac
gascatgtga
gtttttecat
gtggcgaaac
fregetctect
aagcgtgucg
ctccaagetg
taactatcegt
tggtaacagg
gcctaactac
taccttegga
tggttttect
tttgatettl
gutcatgaga
taaatcaatc
tgaggcacct
cgtgtagata
gcgagaccca
cgagcgcaga
ggaagctaga
aggcategtyg
atcaaggega
tcogategtt
gocataactct
amccaagtca
acgggacaat
tteggpgcga
tcgtgcacce
aacaggaagg
catactcttc
atacatatct
aaaagtgccea

cattaatgaa
tcctegeotea
tcaaaggegy
gcaasaggec
apgctoeges
cogacaggac
gttcegacce
etttctcata
ggctgtgtge
cttgagteca
attagcagag
ggctacacta
assagagteg
gtttgcaage
tctacggogt
ttatcasana
tasagtatat
atctcagoga
actacgatac
cgetcacegg
agtggtccty
gtaagtagtt
gtgtcacget
gttacatgat
gtcagaagta
crtactgtca
ttctgagaat
accgegecac
aasctctcan
aactgatett
casaatgeccg
ctttttcant
gaatgtatte
cetgacgte

«233> Description of artificial sequence; note =
synthetic conatruct

<400> 45

Met Gly Lys
b

val val Ile

Glu Pro His
5
Phe Lys Thr
50

Leu Gly Glu
5

Arg Gln Asn
Thr Trp Val

Glu Lys Arg
115

PCT/US02/10764
tcggecaacy 3334
ctgacteget 3384
taatacggtt Jd44
agcasaagge 3504
cccctgacga 3564
tatapagata 3624
tgecgettac &84
getcacgetyg 3744
acgaacccoe 3604
acccggtaag 30864
cgaggtatgt 3924
gaagaacagt 3984
gtagctettg 4044
agcagattac 4104
ctgacgetca 4164
ggatcttcac 4334
atgagtaaac 4284
tetgtoetatt 4344
gugagggett 4404
ctccagattt 4464
caactttate 45324
cgccagttaa 4584
cgtcgtttgy 4644
ccecoatgtt 4704
agctggecge 4764
tgccatecgt 4834
agtgtatgeg 4004
atagcagaac 4944
ggatcttace 5004
cagcatcttt 5064
casaaaaggy 5134
attattgaag Si84
agasaaataa 5244

5293

Arg Ser Ala Qly Ser Ile Met Trp Lsu Ala Sar Lsu Ala
5 10 15
Ala Cys Ala Gly Ala Phe His Leu Thr Thr Arg Asn Gly
20 a5 jo
Net Ile Val Ber Arg Gln Glu lys Gly Lys Ser Lsu Lau
40 45

Qlu Asp Gly Val Aan Met Cys Thr Leu Mot Ala Mat Asp
55 60
Leu Cys Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lys Cys Pro Lsu Leu
70 15 80
Glu Pro Glu Asp Ile Asp Cys Trp Cys Asn Sar Thxr Ser
85 90 95
Thr Tyx Gly Thr Cys Thr Thr Nst Gly Glu His Arg Axg
100 105 110
Ser Val Ala Lsu Val Pro His Val Gly Mat Gly Lsu Glu
120 12%

53

000412
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Thr Arg Thr Glu Thr Trp Mst Ber

Gln
145
Ala
Leu
Cya

Ser

Glu
Ly®
aly
Glu
k] L)
Gln
Qln

Pro

Qly
465
Lys

Ile
Asn

glu

130
Arg

Ala
Ile

Ile

Trp
210
Lys
Gln
Thr
Glu
Gly
290
Cya
Pro
Glu
Ile
Thy

370
Mat

Gly
Him
Mat

450
Asn

Val
Val
Met
530
Pro

Lye

Ile Glu Thr

Ile Lau Ala
165
Phs Ile Leu
180
Gly Mat Ser
195
Val Asp Ile

Asn Lys Pro

Pro Ala Thr
245
Thr T™hr Glu
260
Glu Gln Asp
275
Trp Oly Asn

Ala Mat Phe

Glu Asn Leau
325
His Ala Val
340
Thr Pro Gln
355
val Thr Met

Val Lau Leu

Phe Lau Asp
405
Ser Asn Trp
420
Ala Lye Lys
435
His Thr Ala

Lsu Leu Phe

Gln Lau Lys
485
val Lys Olu
500 .
Gln Tyr Olu
515
Asp Lsu Glu

Ile Val Thx

Pha Gly Asp
565
Leu Asn Trp
580
Thr Met Axg
595

135
Trp Ila Leu
150
Tyr Thr Iles

Leu Thr Alas

Asn Arg Asp
200
Val leu Glu
215
Thr Leu Asp
230
Leu Arg lys

Sex Arg Cys

Lya Arg Phe
480
Gly Cys Gly
295
Arg Cys Lys
310
Glu Tyr Thr

Gly Asn Asp

Serxr Ser Ile
360
Glu Cys Ser
37s
Gln Met Qlu
390
Lau Pro Leu

Ile Gln Lys

Gln Asp Val
440
Leu Thr Gly
455
Thr Gly His
4710
aly Met Ser

Ile Ala Glu

Gly Asp OQly
520
Lys Arg His
535
Glu Lys Awsp
550
Bexr His Ile

Phe Lys Lys

Gly Ala Ly»
600

PCT/US02/10764

Ser Glu Gly Ala Trp lLys His Val

Arg Mis Pro
155
adly Thr Thx
170
Val Thr Pro
185
FPhe Val Glu

His Gly Ser

Phe Qlu Leu
235
TYr Cys Ile
as0
Pro Thr Gln
265
val Cys Ly®

Leu Phe Gly

Lys Asn Mat
315
Ile val Ile
330
Thr Gly Lys
345
Thr Glu Ala

Pro Axg Thr

Asn Lys Ala
395
Fro Txrp Leu
410
Glu Thr Lmm
425
Val val Isu

Ala Thr Glu

Leu Lys Cys
475
Tyr Ser Hat
450
Thr Gln His
505
B8ar Pro Cys

Val Leu Qly

Bar Pro val
533
Ile Ile Gly
570
Gly Sar Ser
585
Arg Mat Ala

54

140
aly

His
Bex
aly
Cys
220
Ile
Glu
Gly
His
Lys
Joo
Glu
Thr
Hie
Glu
aly
380
Tp
Pro
Val
Gly
Ile

460
Arg

aly
Lys
Arg
540
Amn
vVal
Ile

Ile

Fhe
Fha
Net
val

205
Val

Ala
Glu
Ber
2085
aly

Qly

Gly
Leu
365
Leu
Leu
aly
Thr
Sex
445
Gln

Leu

Ile
5a%
Ils
Qlu
aly

Leu
605

Thr Met Met
160
Gln Arg Ala
175
Thr Met Arg
190
fer Qly Qly

Thr Thr Mst

Thr Glu Ala
240
Lys Leu Thr
255
Pro Ser Lau
a70
Mat Val Asp

Gly Ile Vval

Lys Val val
320
His Ber Qly
338
Lyw Glu Ila
350
Thr Gly Tyr

Asp Fha Asn

Val Hia

Ala Asp
415

Pha Lys Asn

430

Gln Glu Gly

gl

Met Ser Ser

Arg Met Asp
480
Gly Lys Phe
495
Ile Val Ile
510
Pro Fhes Glu

Ile Thr Val

Glu Ala Glu
560
Pro Qly Aln
575
Gln Net Phe
580
Qly Asp Thr

0b041i3
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PCT/US02/10764

Ala Trp Asp Phe Gly Sesxr lau Oly Gly Val Phe Thr Ber Ile Gly Lya

610

615

Ala Lsu His Gln Val Phe Gly Gly Ala Phe Arg Thr Leu Phe Gly aly
630
Mat Ser Trp Ils Thr Gln Gly Leu Nest Gly Ala Lsu Lau Leu Trp Nat

625

635

640
655

Gly Val Asn Ala Arg Asp Arg 5or Ila Ala Leu Ala Fhe Leu Ala Thr
670

<210> 46
<211> 5293
<212> DMA

665
Gly Gly Val Lsu Val FPha Leu Ala Thr Aen Val His Ala
675

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of artificial ssquence; note =
synthstic conatruct

<221> Cp8

<222> (910)...12964)

<400> 46

gacggetcgn
cogoataget
cgagcaaaat
ttagggttag
gattattgac
tggagtteeg
cccgeccatt
attgacgtea
atcatatgee
atgcccagta
tegctattac
actcacggogy
aaaatcaacyg
gtaggegtgt
ctgettactyg

gagatctcee
aagcceagtat
ttaagctaca
gegttttygey
tagttattaa
cgttacataa
gacgtcaata
atgggtggac
aagtacgecee
catgacctta
cetggtgatyg
atttccaagt
ggacttteca
acggtgggag
gattatogan

gatcccoctat
ctgetecctyg
acaagycaag
ctgettegeg
tagtaatcaa
cttacggtaa
atgacgtatg
tatttacggt
cctattgacg
tgggactite
cggttttoge
ctccacccca
aaatgtcgta
gtctatataa
attaatacga

ggtegactet
cttgtgtgte
gecttgaccoga
stgtacguec
ttacggggte
atggceegee
tteecatagt
saactgcceca
tcantgacgg
ctacttggea
sgtacatcaa
ttgacgtcaa
acaactccge
gcagagetet
ctcactatag

cagtacaatc
guagytcget
caattgcatg
cagatatacy
attagttcat
tgyctgaccy
aacgccaata
cttggeagts
taaakggeee
gtacacctac
tggucytags
tgogagtity
cecattgacy
ctggctaact
ggagacccas

tgotctgaty
gagtagtgeg
aagaatctge
cgttgacatt
agcccatata
cccaacgace
gggactttce
catcaagtgt
gectggeoatt
getattagtca
tagcggtteg
ttttggcace
caaatgggcy
agagaaccca
gettggtace

geegeegee atg ggc aag agg tec goc goc toca ate atg tgg cte gog age
Met Gly Lys Arg EBer Ala Qly Ser Ile Met Txp Leu Ala Ber

i

1o

ttg
Leu
15

aac
Asn

ctt
Leu

atg
Met

gca gtt gte ata get tgt gea gge gee tte eat tta acc aca
Ala Val Val Ile Ala Cys Ala Gly Ala Phe His Leu Thr Thr
20 1

gUa gaa cca cac atg atc gtc agc aga caa gag &aa ggg aaa
Gly Glu Pro His Met Ile Val Ser Arg Gln Glu Lys Gly Lys
5 40 45

ctg ttt ama aca gag gat ggc gtg aac atg tgt acc cte atg
Leu Fha Lys Thr Glu Asp Gly Vel Asn Mat Cys Thr Lasu Mat
50 L 1) &0

gac ctt ggt gaa ttg tgt gaa gac aca atc acg tac asg tgt
Asp Leu Gly Glu Lau Cys Glu Asp Thr Ile Thr Tyr Lys Cy»
65 70 75

cgt
Arg
30

agt
flar

gce
Ala

€cC
Pro

§0
120
180
a0
300
360
420
400
540
600
660
730
780
840
900
951

1047

1095

1142

By0414
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ctt
Leu

acg
Thx

95
aga
Arg

ctg
Leu

cat
His

atg
Mt

aga
Arg
175
[ 1- ]
Met

gga
Gly

ACg

gaa
Glu
cta
255
age

Sax

gta
val

att
Ile

ctc
Leu
80

tee
Ser

aga
Axg

gasa aaa aga Eca
@lu lLys Arg Ser

CCA gas gac
Pro Glu Asp
a5

tat gog acg
Tyr Gly Thr

gtg geca cte
Vval Ala Leu

ata gac
Ile Asp

tgt acc
Cys Thr
105

gtt cca
Val Fro

tgt tgy tgc eac
Cys Trp Cys Asn
940

acc atg goa gaa
Thr Mat Qly Qlu

cat gtg gga atg
His Val Qly Met

115

gag aca cga act
Qlu Thr Arg Thr
130

gtec cag aga att
Val Gln Axg Ile

atg gea gea ate
Mest Ala Ala Ile
160

gee ctg att tte
Ala Leu Ile Fhe

cgt tgc ata gga
Arg Cys Ile Gly
195

gua agc tgg gtt
Gly Ser Trp Val
210

atg goca aaa aac
Met Ala Lys Asn
215

gcoc aaa cag cct
Ala Lys Gln Pro
240

ACC AAC ach acs
Thr Aan Thr Thr

cta aat gaa gag
Leau Asn Glu Glu
375

gac sga gge tgg
e e By

gtg ace tgt get
Val Thr Cys Ala
305

gaa tgg atg
Glu Thr Trp Met
135

gaa
Glu

act tgg ate
Thr Trp Ile
150

ctg gea tac ace
Leu Ala Tyr Thr
165

atc
Ila
180

tta ctg aca
Leu Leu Thr

acg
Mat

tca aat aga
Sexr Asn Arg

gac
Asp

ata gtc tta
Ile Val Leu
a1s

cca aca teg
Pro Thr Leu
239

gee ace cta agg
Thr Lau Aryg

245
cac

aca gaa tc
Thr Qlu Be
260

)

Ary

CAg gac aaa agy
Gln Asp Lys Arg

gga aat gga tgt
Gly Asn Gly Cys
295

atg tte aga tge
Nat Fhe Arg Cyw»
10

120

tca tca gaa
Sar Sar Qlu

ttg aga cat
Leu Azrg Kis

ata gga acg
Ile Oly Thr
170

get gte act
Ala Val Thr
185

gac ttt grg
Asp Fhe Val
200

gaa cat ggg
Glu His Gly

gat ttt gan
Asp Phe Glu

aag tac tgt
Lys Tyr Cys
250

tge cca aca
Cys Pro Thr
265

tte gte tge
Fhe Val Cys
a80

gos cta bttt
Gly Lsu Phe

4a8i AAg aac
Lys Lys Asn

125

909 gee tgg
Gly Ala Txp
140

cca guc tte
Pro Qly Phe
158

aca cat
Thr Nis

tte

tea atg
Bar Met

cct
Pro

gaa gtt
Glu Gly Val
205

agc tgt gtg
Ser Cys Val
420

ctyg
Leu
135

ata
Ile

ata gag gca
Ile Glu Ala

caa guy gas
Gln Gly Glu

aaa cac
Lys Ris

tec
Ber
285

gut aag gga
Gly Lys GQly
300

Aty gas gga
Met Glu GQly
315

PCT/UR02/10764
tet 119
Ser
cat 1239
His
110
aga 1207
Aly
aan 1335
Lva
ace 1383
Thr
caa 1431
Gln
aca 1479
Thr
190
tea 1527
Ber
acg 1575
Thr
aca 1623
Thr
aag 1671
Lys
cee 171%
Pro
270
atg 1767
Mat
ggc 181%
Qly
aaa 1863
Lys

00U415
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gtt gtg cas cca
Val val Gln Pxo

320

tca ggg goa
Ser Oly Glu

335
gea
Qlu

oot
Gly

tte
Fha

cac
Hie

gac
AND
415

asa
Lys

gaa
alu

tca
Ser

aty
Mot

Lya
495

gttt
val

11

aca
Thr

ate
Ile

tat
Tyr

aat
Asn

age
Arg
400

aca
Thr

aakt
Asn

oug
Gly

tea
Ser

gac
Asp
480

14

atc
Ile

geag
Glu

gte
Val

aaa
Ly»

gac
aly

oag
alu
jes

caa
Gln

caa
aln

eee
ro

gee
Ala

gga
Gly
465

aaa
Lys

ata
Ile

aac
Aan
545

gag
Glu

ata
Ile
act

370

atg
Met

toy
Trp

997
oly

cat
Ris

aty
Met
450

anc
Amsn

cta

gtt
Vval

gty
val

atg
Met
530

cca
Pro

Glu Asn

cat
His
aca
355
gte
val

gtg
Val
tte
Fhe
tca
Ser
gcg
435

tta
Leu

cag
Gln

acg
Val

caa
Gln
515

gat

gea
Ala
340

cca
Pro

aca

ttg
Leou

cta
Leu

aat
Asn
420

aag
Lys

ctc
Leu

ctec
Leu

aag
Lys
500

tat
Tyr

PCT/US02/10764

ttg gaa tac scc att gtg ata aca cct cac
Leu Glu Tyr Thr Ils Val Ilea Thr Prxo Hiy

325
gte
val

cayg
Gln

atg
Met

ttg

gac
Asp
405

gca
Ala

tte
Phe

Lyw
485

gaa
Glu

gaa
Qlu

Asp Leu Qlu

att gtg aca
Ile ¥al Thx

gua aat gac aca gya aaa cat gge aag
Gly Asn Asp Thr Gly Lys His Gly Lys

agt tee
Sex Ber

gag tge
Glu Cys
3715

cag atg
Gln Met
3%

ctg ccg
Leu Pro

ata cag
Ile Gln

cag gat
Gln Amp

ctt mca
Leu Thr
455

aca gga
Thr Gly
470

goa atg
Gly MHet

ata gca
Ile Ala

gug gac
Gly Awp

aaa agm
Lys Arg
533

Glu Lys
550

M5

atc aca gaa gca gas ttg aca
Ile Thr Glu Ala Glu Leu Thr

360

365

tet com aga acg gge ctc gac
Ser Pro Arg Thr Qly Leu Asp

gaa ast mna
Glu Asn Lys

tta cca tgy
Leu Pro Trp
410

SRR gBg BCA
Lys Glu Thr
425

gtt gtt gtt
val Val Val
440

gug gce aca
Gly Ala Thr

cat ctc aag
His Isu Lys

tca tac tct
Ser Tyr Ber
490

gaa aca caa
GQlu Thr Gln
505

gue tct coa
Gly Ser Pro
520

cat gte tta
His val Leu

gat age cca
Asp Ser Pro

57

gct toy
Ala Trp
395

ttg ccc
Leu Pxo

tty gte
Leu Val

tta gga
Leu Gly

gaa atc
Qlu Ile
460

tge agy
Cys Arg
475

atg tge
Met Cys

cat gga
His Qly

tge aag
Cyw Lys

gt cgo
Qaly Arg
540

gtc aac
Val Asn
555

cty gtg
Leu Val

gga gog
Gly Ala

act tte
Thr Fha
430

tcc caa
Ser Gln
445

caa atg
Aln ¥et

ctg aga
Lau Arg

aca gga
Thr Gly

aca ata
Thr Ile
510

akte cet
Ile Pro
525

ety att
Leu Ile

ata gaa
Ile Olu

1911

1959

2007

2102

2151

2199

2247

2295

2343

2191

2439

2487

2583

000416
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gca gea cct cea titc ggs gac age tac atc atc ata gga gta gag ccg 1631
Ala Qlu Pro Pro Fhe Gly Asp Ser Tyr Ile Ile Ile Gly Val Qlu Pro
560 565 570

gua caa ctg aag ctc aac tgg ttt aag aas gga age acg ctyg guc aag 267%
Gly Oln Lau Lys Leu Asn Trp Fhe Lys Lys Gly Ser Thr Leu Oly Lys
575 580 585 590
gee EEt teca aca ackt Ctg amg gya gct caa aga ctg gea geg tig gge 2727
Ala Fhe Ser Thr Thr Leu Lys Gly Ala Gln Arg Leu Ala Ala Leu Qly

585 §00 603
gac aca gcc tgg gac ttt gge tet att gga ggg gte tte aac tec ata 2775
Asp Thr Ala Trp Asp Phe Gly Ser Ile Gly Gly Val Pha Asn Ser Ile

610 615 620
gga 83a geoc gtt cac caa gtg ttt ggt ggt gee ttc aga aca cte ket 2823
Gly Lys Ala val His Qln Val Fhe Gly Gly Ala Phe Arg Thr Leu Fhe
625 630 635
ggy oga atg tct tgo atc aca caa ggg cia atg ggt geo cta ctg cte 2071
Gly Gly Mat Ser Trp Ile Thr Oln Gly Leu Met Gly Ala Leu Leu Leou
640 645 650

tgg atg ggc gtc aac gca cga gac cga tca att got ttg gec tte tta 2919
Trp Met Gly Val Asn Ala Axg Asp Arg Ser Ile Ala Leu Als Phe Leu
655 660 665 670
gec aca ggg got gtg cte gtg ttc tta geg ace aat gtg cat get 2964
Ala Thr Gly Gly Val Leu Val Phes Leu Ala Thr Asn Val His Ala

675 660 685
taattagttt gagcggoege tcgagecatge atctagaggg cooctattcta tagtgkcace 3024
taaatgetag agetcgetga teagoctega ctgtgecttc tagttgocag ccatctgttg 3084
tttgeccete coccegtgect teocttgacce tggasggtge cactcccact gtectttect 3144
aataasatga ggasattgoa tegrattgtc tgagtaggty tcattctatt coggogegty 3204
gugtggguca ggacagcaag goguaggatt gggasgacaa tageaggeat getggugatg 3264
cggtgogecte tatgpcttct gaggcggaas gaaccagetg cattaatgaa teggecascg 3324
cgcgggugaga ggopggtttge gtattgggeg ctottecget tectcgoteca ctgacteget 3384
gegeteggte gttoggetye ggegageggt atcagetcac tcaaaggegg taatacggtt 31444
atccacagaa tcaggggata acgcaggass gascatgtga gcasaaggee agoassagge 3504
caggaaccgt aamaaggceccg cgttgetgge gtttttccat aggetcogec cocctgacga 3564
gcatcacaaa aategacget caagtcagag gtggcgaaac ccgacaggac tataasgata 3624
ccaggegttt cccoctogas getocctogt gogotctoct gttocgacce tgecgoettac 1684
cggatacctyg tecgecttte teccctteggg aagogtggeg cttictcaat geteacgetg 3744
taggtatcte agttegotgt aggteptteg ctocsagetg ggoctgtygtge acgaacccce 1804
cgttcageee gaccgoetgey ccttatccgg taactategt cttgugtoca acccggtaag 3864
acacgactta tcgecactgy cagoapecac tggtaacagg Attagocagag cgeggtatgt 3924
aggcggtget acagagttot tgaagtggtg gectaactac ggccacacta gasggacagt 3984
atttggtate tgegetetge tgaagecagt taccttogga assagagtig gtagotethg 4044
atcocggcasa caaaccaccyg ctggtagegg tggttttttt gtttgeaage agcagattac 4104
gcgocagaaas aaaggutcte aagaagatce tttgatcttt tctacggoggt ctgacgetca 4164
gtggaacgas aactcacgtt aagggatttt ggtcatgnga ttatoaanas ggatcttcac 4224
ctagatcctt ttasattaas aatgaagttt taaatcaatc tasagtatat atgagtaaac 4284
ttggtctgac agttaccaat gctitaatcag tgaggcacct atctcagega tctgtctatt 4344
togtteatee atagttgeot gactcccegt cgtgtagata actacgatac ggpagpgctt 4404
accatctgge cocagtgety caatgatacc gogagaccoa cgetcaccegg ctceoagattt 4464
atcagcaata aaccagccag coggaagggce cgagegeaga agtggtectg caactttate 4524
cgecteccate cagtetatta attgttgecyg ggaagetaga gtaagtagtt cgecagttaa 4584
tagtttgcge aacgttgttyg ccattgetac aggeategtp gtgtcacgot egtegtttgy 4644
tatggcttea ttcagetecg gttecccaacy atcaaggega gttacatgat cccccatgtt 4704

58
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gtgcaaaaaa gcggttaget
agtgttatca ctcatggtta
amgatgettt tctgtgactg
gocgaccgagt tgetcectegee
tttanangtg cteatcatty
goetgttgaga tecagttcoga
tactttcace agegtttctg
astaaggucy acacggaaat
catttatcag ggttattgtc
acaaataggg gttccgegea

<210> 47
<31l1> 685
<312> PRT

ecttepggtee
tgucagcact
gtgagtacte
cggcgtcaat
gaaaacgtte
tgtaaceccac
ggtgagcaaa
gttgaatact
tcatgagegyg
catttceeeg

tcogategtt
gcataattct
aaccaagtca
acgggatast
ttcgogucga
tcgtgeacce
aacaggaagy
catactette
atacatattt
anaagtgeca

«213> Artificial Sequence

<320>
<223>

Dascriptiaon of artificial ssquence;

synthetic construct

<400> 47

Met Gly Lys Arg Ser Ala Gly Ser
1

val Val
Glu Pro

Phe Lys
50

isu Gly

65

Azg Q9ln

Thr Trp
Glu Lys

Thr Axg
130

Gln Axrg
145

Ala Ala
Leu Ile

Cys Ile

Ser Trp
210

Ala Lys
225

Lys Gln
Asn Thr
Asn Glu
Arg Qly

290

Thr Cys
305

5
Ile Ala Cys
20
His Mat Ile
35
Thr Glu Asp
Glu Leu Cys
Asn Glu Pro
a5
Val Thr Tyr
100
Arg Ser Val
115
Thr Glu Thr

Ile Glu Thr

Ile Leu Ala
165

Ile Leu

180

Gly Met

19%

Yal Asp

Asu Lys

Pro Ala Thr
2435
Thy Thr Glu
260
Glu Gln Asp
275
Trp Gly Amn

Fhe
Ber
Ile

Ala Mst Phe

Ila Met Trp
10

Ala Gly Ala Pha His Leu

23
Val Ber Axrg Gln Glu Lys
40

Gly Val Asn Met Cys Thy
55

Glu Asp Thr 1le Thr Tyr

70 75

Glu Asp Ile Asp Cys Trp
L ]

Oly Thr Cyas Thr Thr Mat
105
Ala Leu Val Pxo His Val
120
Trp Met Ser Ber Glu Qly
135
Trp Ile Leu Arg His Pro
150 155
Tyr Thr Ile Qly Thr Thr
170
Lsu Thr Ala Val Thr Pro
185
Aan Arg Asp Phe Val Qlu
200
val Leu Glu Mis Gly Ser
215
Thr Leu Asp ¥be Glu Lau
230 235

Leu Arg Lys Tyr Cyw Ile
a50

Ser Arg Cys Fro Thr Gln
265
Lys Arg Fhe Val Cys Lys
180
Gly Cy» Gly Lsu Phe QGly
295
Arg Cys Lys Lys Asn Net
310 315

PCT/US02/10764

gtcagaagta agttggecge
cttactgtea tgecoatcegt
ttctgagaat agtgtatgey
accgegoecac atagoagaac
asactctcaa gyatcttacc
aactgatctt cagcatcttt
cabaatgoog CaRAARAQUY
ctttttcaat attattgasg
geatgtactt agasasataa
cctgacgte

note =

Lau Ala Ser Leu Ala
15
Thr Thr Arg Asn Gly
30
Gly Lys Ser Lau Lasu
45
Leu Met Ala Met Anp
&0
Lys Cys Pro Leu Lsu
8o
Cys Asp Ser Thr Ser
95
Gly Olu His Arg Axg
110
Gly Met Oly Leu Glu
115
Ala Trp Lys
140
Gly Phe Thr Met Mat
160
His Phe Glan Arg Ala
175
Sar Mat Thr Mat Axg
1%0
Sax Gly Gly

His Val

Gly Val
2058
Cys Val Thr Thr Mat
220
Ile Lys Thr Glu Ala
240
Glu Ala Lys Lau Thr
255
Gly Olu Pro Ser Leu
a0
His Ber Met Val Amp
ass
Lys Gly Gly Ile Val
3oo
Glu Gly Lys Val Val
320

4764
4824
4884
1944
5004
5064
5124
5184
5244
5293

000418
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Gln Pro Glu Asn Leu Glu Tyr Thr Ile Val Ils Thr Pro His

Glu Glu

Lys Ile

Gly Thr
370

Glu Mst

385

Qln Trp

Gln Gly
Pro Hia

Ala Met
450

Gly Asn

46%

Lys Leu

Lys Val

Arg Val

Ile Mst
530

Asn Pro

545

Pro Pro

Lesu Lys
Ser Thr
Als Trp
610
Als Val
625
Mat Ser
Qly Val

Gly Gly

325
His Ala Val
340
Thr Pro Gln
355
Val Thr Met

Val Leu Leu

Phe Leu Asp
405
Ber Asn Trp
420
Ala Lys Ly»s
435
His Thr Ala

Leu Lau Phe

Gln Leu Ly»s
485
Val Lys Glu
500
Gln Tyr Glu
515
Asp Leu Glu

Ile Val Thr

Phe Gly Asp
365
Leu Asn Trp
580
Thr Leu Lys
595
Asp Phe Qly

His Oln Val

Trp Ile Thr
643
Amn Ala Arg
660
Val Leu Val
675

<210> 48
<211> 34
<213> DNA
<213> Artificial Sequence

«J20>

Gly Asn
Ser Serx

Qlu Cys
375

Gln kst

390

Leau Pro

Ile Gln
Gln Asp

Lau Thr
455

Thr Qly

470

Gly Met

Ile Ala
Gly Asp
Lys Arg
535
alu Lys
550
Ser Tyx
Phe Lys
aly Ala
Ser Ile
615
Fhe Qly

830
Gln Gly

ABp Arxg
Fhe Leu

330
Asp Thr Qly
345
Ile Thr Qlu
3s0
Sar Pro Arg

Glu Asn Lys

Lau Pro Trp
410
Lys Glu Thr
435
Val Val val
440
Gly Ala Thr

His Leu Lyw

Ser Tyr Ber
490
Glu Thr dln
505
dly Ser Pro
520
His Val Lsu

Asp BSar Pro

Ile Ile Ile
570
Lys Oly Sar
585
Gln Arg Leu
600
Gly Gly Val

Gly Ala Pha

Leu Met Gly
650
Ber lle Ala
665
Ala Thr Asn
680

Ly» Bis Oly Lys
350

Ala Olu leu Thr

k] 1
Thr Gly Leu Asp
380

Ala Trp Lau Val

395

Leu Pro Gly Ala

Leu Val Thr Phe
430

Leu Gly Ser Gln

445
Glu Ile Gln Met
460

Cys Arg Lou Arg

473

Mst Cym Thr Gly

Ris Oly Thr Ile
510

Cys Lys Ile Fro

525
Gly Arg Leu Ila
540

Val Asn Ils Glu

553

Gly Val Glu Pro

Thr Leu Gly Lys
590

Ala Aln Leu Gly

£05
Fhe Asn Ser Ile
620

Arg Thr Leu Fha

635

Ala Leu Lau Leu

Lesu Ala Phe Leu
670
Val Hias Ala
685

<223> Deascription of artificial sequence; note »
synthatic comstruct

<400> 48 .
tgtgcaggeyg cettecattt aaccacacgt aacy

<310> 49
<211> 40

PCT/US02/10764

Ser Gly
335
Qlu Ile

aly Tyr
Fha Asn

Hie Arg
400

Asp Thr

415

Lys Asn

Glu Gly

Net Asp
480

Lys Fhe

495

Val Iles

Fhe Glu
Thr Val

Ala Glu
560

Gly Gln

575

Ala Phe

Asp Thr
Gly Lys
Qly Gly

Trp Met
655
Ala Thr

800419
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<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
£223> Dancription of artificial sequence; note =
synthetic construct

<400> 49
tecgageggee geotcaactaa ttaggectge accatgacte

<110> 50

<211> 30

<212> DA

«<213> Artificlal Sequence

<220>
<213> Dancription of arcificial sequence: note =
synthatic construct

<400> 50
cttatcgaaa ttaatacgac tcactatagg

<210> 51

<211> 35

<312> DNA

<213> Arcificial Bequence

<230>
«223> Dascription of arcificial sequencs; note =
synthetic construct

<400> 51
atagattgct ccaaacactt ggtgy

«<210> 52

<211> 24

<212> DNMA

<213> Arcificial Sequence

<220>
<223> Dancription of artificial seguence: note »
synthetic construct

<400> 52
actccatagg sasagecgtt cace .

<210> 53

«<211> 30

<212> DA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Demscription of artificial sequence; note =
aynthetie construect

<400> 53
gecgageteta goatttaggt gucacctatag

«210> 54

«211> 33
«212> TNA

61

PCT/US02/19764

24
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<213> Artificial Seguence

<3220>
<223> Description of artificial sequence; nots =
synthetie construct

<400> 54
ctecaccaag tgtttggtgg tgecttcaga aca 3]

<210> 55

<4¢11> 11

<312> PRT

<213> Artificial Sequence

<320>
<223> Description of artificial sequence: note =
synthetic construct '

<400> 55
Leu His Gln val Phe Gly Gly Als Phe Arg Thr
1 5 10

<210> 56

<3211> 30

<212> DNA

«213> Artificial Sequence

<220>
<223> Deacription of artificial ssguence; nota =
synthatic conastruct

<400> 56
cttatcgaaa ttaatacgac tcactatagy 0

«310> 57

<3211> 39

<212> IRA

«<213> Artificial Sequence

<220>
«223> Description of artificial sequence; note =
synthetic construcc

<400> 57
ganttcgtct cacttccttt cttasaccag ttgagectte 3 -

<210> 58

<211> 31

<212> INA

<213> Artificial Becuence

<3220>
<223> Duascxiption of artificial segquence; nots =
synthetic conatruct

<400> 58
ggsattcgtc tcggaagcesc getgogcaag g 31

<310> 59

<21l> 30
<112> DNA

62



WO 027081754 PCT/US02/10764

<213> Artificial Sequence

<220>
<323> Description of artificial sequence: note =
synthstic construct

<400> 59
gegagetcta geatttaggt gacactatag 30

<210> 60

<211> 33

«3212> DNA

<2131> Artificial Sequence

<220>
<223)> Description of artificial sequance; note =
synthestic construct

<400> 60
aactggttta agaaaggasg ceegetgoge goc 33

<210> 61

<311> 11

<212> PRT

«313> Artificial Sequence

<220>
<223> Demcription of artificial sequence; note =
synthstic construct

<400> 61
Asn Trp Lye Lys Gly Ser Thr Leu Gly lys Ala
1 5 10

63
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Bogota, D.C.,

Doctor:
Alvaro Comea Ordéitez

Apoderado .
Govemment of the United States of America as represented by the Secretary of the Depariment of Health
and Human Services, Centers for Disease Control and Prevention

ASUNTO: Radicacion N°® 03-97535
Solicitud intemacional PCT/US2002/10764
Fecha inicio fase nacional 04/11/2003
Trémite . 0N 3
o are 16662
Actuacion 430
Folios 001

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decision 486 de la
Comision de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT),
regla 51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Indusiria y Comercio, se le comunica
que:

o La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del
inventor al solicitante o a su causante. {Art. 26-k) Decision 486).

a 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, debera presentar el
documento que acredita la existencia y representacion legal de Ia sociedad solicitante, cuando ésta fuere

persona juridica.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del
término de dos meses siguientes a la fecha de nofificacién del presente oficio, complete los requisitos
anteriormente enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se
considerara abandonada y perdera su prelacion.

Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal ), del capftulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica N°® 10 de 2001.

ALIX CARMENZA GESPEDES DE VERGEL  * =
Jeodola Do Nuaves Creeccoes. o 5 DIC. 2008

|
El anterior requerimiento fue notificado por fijacin en lista de fecha,
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