(T

/ Industria y Comercio

SUPERINTENDENCIA

j()j DEIegatura de propiedad Industrial
Divisién de s Creacioneés

SO ICITU; ’

PATENTE DE INVENCION

commcee ()P SIEY

. VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSY
54. TITULO

51. CLASIFICACION INTERNACIONAL

BOEHRINGER INGELEEIM VEIMEDICA, INC,

71. SOLICITANTE

ST. JOSEPH, MISSOURI 64506, ESTADOS UNIDOS DE AMERICA

DOMICILIO

7a. APODERADQ _ = FEREmo

C.C. 438 019 de Usaqu&x

22. BOGOTA, D. C.,

(FORMA P-10) /

6374 -lmpvents aecional de Cokomibug- 200




CAVELIER ABOGADOS

COLO 15140-841-D03-6 ID-17

(

Industria y Comercio

——reroro ]

A O NDUSTIVA Y

SUPERINTEN

FO

0

84- -00000-000 ONES
zw?!.m:"mﬁs:u Dep. 2020 NUECREAC

PAT

1
r;ve? ?791 E_A..S.-E.!‘.-"-E-m&w

RMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT
ENTRADA EN FASE NACIONAL

DENCIA
Fes:

Ll capituioi.

@ Patente de Invencién.

SOLICITUD DE:
[] Patente de Modelo de Utilidad.
Capltuio Il.

SOLICITANTE
(71)

Nombre: BOEHRINGER INGELHEIM /
VETMEDICA, INC.

socledad constituida y existente bajo las

leyes del Estado de Delaware, Estados

Unidos de América.

IDENTIFICACION
O NIT
| Otro

Cual

C.C

O
Direccién: 2621 N. Belt Highway, C.E. O
St Joseph, Missouri 64508,

Estados Unidos de América

Nimero
Domicilio: St. Joseph, -
Missouri 84506,

Estados Unidos de América

®

REPRESENTANTE
O APODERADO

IDENTIFICACION
B4 NIT
O Otro

Cual

Numero 438.019 T.P 31,929

EMILIO FERRERO
Camera 4*, No, 72-35
347 38 11

21186 50

glientes@camyp.com,
Domicilio:  Bogota, Cglémbla.

Nombre:
Direccién;
Teléfono:
Fax
E-mail:

c.C

O
C.E. O

INVENTOR (ES)
(72)

2. Richard STAMMER v
5302 Thackery Drive, Ames,
lowa 50014,

Estados Unidos de América

1.Efc M.VAUGHN
509 Ash Avenue, Ames,
lowa 50014-7087,
Estados Unidos de América

PCT (86)

Solicitud Intemacional No. PCT/US2005/021973
Publicacién Internacional No. WO 2006/002183 A2

/ acha: 17 de junio de 200

s
Fecha: 5 de enero de 2006

@ Titulo (54)

VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSV

@ Clasificacié

n Internacional (51) AB1K 39/12

Prioridad

(33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Numero de Soligitud

siBd Nol[d

60/581,350 /,
11/154,617

us 17 de junio de 2004

18 de junio de 2005

7

us

@ Comprobante de pago No.: 07- 1,778

Fecha: 10 de enero de 2007

)
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Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 482.000.00.

—~--
[ 3]
P

O  Comprobante de pago por reivindicacién de prioridad.

X Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

B  Poderes, sifuere el caso.

O Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causante.

[0 Declaraciones.

X Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

X Traduccion de la solicitud intemacional al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones,
dibujos)

O  cCopia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

M| Traduccién del examen preliminar efectuado por la IPEA.

[0  De serel caso, copia del contrato de acceso.

O De ser el caso, documento que acredite Ia licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas,

O De ser el caso, certificado de depdsito del material biolégico.

O  Arefinal 12x12

O De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totaimente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

{

-
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FIGURA CARACTERISTICA

@ r

@ Solicito la concesién de la patente,
NOMBRE: EMILIO FERRER

- -

FIRMA : =D
C.C. 438.019 de Usaquén T.P. 31.929

(o AJDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

1. [ Publicacién Intemacional WO 2006/002193 A2
2. Extracto de publicacién.

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN
FASE INTERNACIONAL
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APOSTILLE
- {Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
1. Country: The United States of America
THIS PUBLIC DOCUMENT
2. has been signed by JEANNE E. ROGERS
3. acting in the capacity of NOTARY PUBLIC
4. in the State of Connecticut for the term of November 26, 2001 to November 30, 2006
CERTIFIED
5. at Hartford, Connecticut 6.on March 13, 2006
. £ e,
7. by SUSAN BYSIEWICZ Secretary of the State of Connecticut Fero.g.n""" HiAvo' con ""“’“'

. u-"ﬂ“ com g
b, mm':.“ l-l VI

8. Number : 2006-3439

9. Seal :

Secretary of the State
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] Reprelenm:ldn y Poder con autenticaciin notarial y
CAVELIER 181 P . nilcac
Qgggm industriales, marcas de fébrica, nombres comerciales,
enscfias, nombres de dominio, lemas comerciales, licencias.

Representation and Power-of-Attorney with notarial
authentication and Apostille for patents, utility models,
Industrial designs, trademarks, commercial names, trade

REPRESENTACION Y PODER

REPRESENTATION AND POWER-OF-ATTORNEY

Yo (nosotros), abajo firmado (s)/1 (we), the undersigned
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

domidliado (s)
en/of

2621 North Beit Highway,

St. Joseph, MO 64506, Estados Unidos de América

hereby ratify the patent appl. No. 06.006.798 filed by Enilio Feerero on Jan, 25,2006,and

por el presente nombmmos a BMILIO FERRERO, tpa. 31929;
GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
tpa. 23555 y OERMAN CAVELIER, tpa. 832, domicilindos en In
Carrera 4a N* 72-35, Bogotd, Colombia, en obedecimiento a lo
dispuesto en el pardgrafo lo del Articulo 543 del Cédigo de
Comercio, el primero como principal y los domés como suplentes,
en su orden, como mis (nuestros) represenitantes en todos los
ssuptos de propiedad industrial con faculted para recibir
notificaciones y nombrar apoderndos judiciales o extrajudicinley,
El primer representanie suplente reemplazard al principal en caso
de musencia o impedimento lemporal o definitivo de aquél. La
mizma regla se aplicani cuando el segundo representants suplente
haya de reemplazar al primero, o el tercero al segundo. En tales
<2308, ¢l representante principal, o el primero, o segundo suplents,
en s camd, 0 ambos, declararin su intenciéo de no cjercer In
representscién medisnte declaracién autenticads por Nowrio
Piblico en Colombia, ¢ por Notario u otro Funcionario Piblico, o
Cénsul de Colombis, en el extranjero; y i se mamre de
impedimento, con el certificado respectivo. Si alguno de los
nombrados faliare definitivamente, el siguicnte tomard su lugar.
Cuando cesare |a susencia o impedimento del represeotanic
principal, o de su primero o segundo suplentes, en su caso, podrén
ejercer la representacién, en su orden, uno u otros segin el caso,
asumiéndola por el solo hecho de ejerceria, cesando en ese
momento ¢l ejercicio de la representacién por el primero, segundo
0 tercer suplente en su caso. - —

——

in due compliance with the terms of paragraph st of article 543
of the Commercial Code, do hereby appoimt EMILIO FERRERO,
tpa. 31929; GONZALO PERDOMO, tpa. 831; LUZ
CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 and GERMAN
CAVELIER, tpa. 832, domiciled at Carrera 4a N® 7235,
Bogoti, Colombia, the first as principal and the others as
altenates, in the onder of their appointment, as our
representatives for all industrial propesty matters with faculty 1o
receive notifications and to appoint attorneys in and out of Court.
The first alternate shall replace the principal in case of his
absence or of ternporal or definitive impediment. The same rule
will apply when the second alternate representative is to replace
the first one, ar when the third is to replace the first ar second
altemates in their tum, or bath of them, second, In yuch cases, the
principal representative, or the first or sacond slternates in their
turn, or both of themn, shall stute their intention not to act as
ropresontatives through s declaration given before a Nomary
Public in Colombia, or before & Notary or another Public Official
or a Colombian Consul abroad; and in case of impediment, the
appropriaie certificate shall suffice. If any of the appointees were
to be definitely absent, the following alternate shall ke his
place. When the absence or impediment of the principal
representative, or of the first or second alternate in their tum
mthemwunmmmbeukmmmmdwlnequmby

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEO!-(8] (MINUTA N*12.1.1.2.6 USA)
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Ademis, confiero (conferimns) poder a los sbogados
wribs nombrados, para obiener Ia proteccidn de mi
(nuestra) propiedad industrial y contra la competencia
dealeal, a cuyo sfecto autorizo (amos) & los dichos
apoderados para que me (nos) representsn ante
cualesquiens entidades 0 personas, sjerzan © Do
juriadiccién, especiaimente ante las del orden
administrativo, contencloso- administrativo y judicial, s
como lo# tribunales de arbitramento, en todo lo
concemnieate a los siguientes asuntos: a) Obtencidn de
patentes de invencién, modelos de utilided y disefios
industriales; el regisro de marcasde filbrica,
colectivas, defensivas, de scrvicio, lemas
comerciales, nombres comercinles, ensefias, nombres
de dominio, varicdadey vogetales y denominaciones de
arigen; su renovacién, traspaso, cambio de nombre 0
domicilio, cancelacidn voluntarin; y al registro de
licencias de uso de esos derechos; b) Las scciones de
competencia desleal, proteccién del consummidor,
oposiciones u observacianes, cancelacidn sdministrative
y judicial, nulidad, medidas cautelares, concesién de
licenciag, I tutels, Ia proteccién de secretos industyiales,
y en general los juicios civiles, penales, administrativos o
contencioso —administrativos relacionados con estos
derechos; acciones y procescs que PIOMOVAMOS O € DOS
promuevan. Y para que en tndos los asuntos arriba
determinados, puodan sustituir este mandato, tranaigir,
conciliar, admitir los hechos del proceso, desistir,
cancalar, recibir, renuncier, y ratificar los actos de
agentes oficiosos.

In addition, we grant a Power of Attomney in favor of
the above_named attorneys_at law s0 that they may
obiain the pratection of my (our) industrial property
and against the unfair competition, for which purpose
1 (we) muthorize the said attorneys o represent me
(ua) before any suthosities or persons, with or
without jurisdiction, specially those administrative,
administrative conientious and judicial, as well a5
before Arbitation Couwst, in all matters conceming
the following: a) Obteinment of patent, utility
models and indugtrial designs; the registration of
trademarks, collective, defensive and service
marks, slogans, commercial names, trade emblems,
domain names, vegetal varicties and denominations
of origin; its renewal, assignment, change of name or
damicile, voluntary cancellation; and the registration
of licenses of use of the above rights; b) Actions of
unfair competition, protection to the consumer,
oppositions or observations, sdministrative or Court
cancellation, nullity, infriogement, gruoting of
licenses, the action for writ mandamus, the protection
of tmde secyots, and in general the civil, penal, and
administrative suine relating to those rights; actions
and suits instituted by me (us) or againmt me (us).
And that in all the above matters they may substitute
this Power of Attoney, compromise, concilinte,
admit the facts of the case, desist, cancel, receive,
resign, and raiify acts done by representstives
without a power of attorney.

Dado y firmado hoy/Given and signed this

enfin Ridgefield, Connecticut USA

9 Day of March, 2006

-

porty Marla S. Persky, Secretary

.E— :.ﬂ um..'i DE ;

80007, jeage VO OB, Ty
o AGQ
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CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUOQ)
“Als

.
T

Case 10-052
-3-

NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

dfas del mes de ©On this dayof
. 62200 __ ante mi, Nowmrio Pdblico o Funcionario Autorizado de | 200 ___ before me, s Notary Public or Antesting Official of
comparecié{eron) personalmente personally appeared

& quien{es) doy fe de conocer y me consia que es(son) 1n(p)
persana(s) firmante(s) del documento que precede, y quien{es)
tiene(n) capacidad legal para otorgario

to me knovwn, and known to me 1o be the person(s) who executed
that foregoing document, and who has(have) legal capacity o
execute it

--- NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO -—- NOTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD)

NOTARIAL CERTIFICATION (CORPORATION)

Alos 9 dfas del mes de___ MARZO Onthis __ &  dayof March
de200 6  comparecié{eron) ante mf, 2006 =ppeared before me
Marla S. Persky Marls $. Pensky

Quien(es) conozco personalmente y que irma(n) este documento en
ntacidn de la Sociedad/compahia denominada
TOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC,

who(m) I know personaily and who{m) signed this document as
representative(s) of the Corporation/Company named
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

Certifico:

1. Que he visto los siguientes documenios:*
NOMBRAMIENTO/RESOLUCION DE LA JUNTA
DIRECTIVA EN RIDGEFIELD, CONNECTICUT

FECHADD 2 MAYO 2005
2.Que dichos documentos prucban lo siguiente:

2.1.Que MARLA S. PERSKY ES SECRETARIA

DE_BOEHRINGER INGELHEIM YETMEPICA, INC.

1 certify:

1.That 1 have seen the following documents:*

Appoint/Resolution by the Board of Directors in Ridgefield,
Connecticut dated May, 2, 2005.

2, That the above documents duly prove the following:
2.1.That Marla S. Persky is Secremary to
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

s una Sociedad/ Compafifa legaimente constitufda y existente de
acuerdo con las leyes de] Estado de Delaware

is & Corporation/Company legally constituted and in existence
in accordance with the laws The State of Delaware

2.2.Que ¢l domicilio de dicha SociedadX ompail{a es
2621 North Belt Highway

2.2.That the domicile of said Corporation/Company is
2621 North Belt Highway

-.St. Joseph, Missouri 64506 EUA

St. Joseph, Missouri 64306 USA

2.3. Que el objewo u objetos para los cuales se otorga el presente
poder estin comprendidos dentro del objeto social de la
mencionada Sociedad/Compalfila.

2.4.Queci(los) Sr.(Sres.)  Marla S. Persky

2.3. That the purpose or purposes for which the present Power of
Amqusnnmdmmmndmthmdnmm rpaulet

esti(n) sutorizado(s) para otorgar el presente Poder.

Ciudad Ridgefield
Estado Connecticut
Hoy 9 Marzo de200 6

is{arc) authorized to grant the

City Ridgefield

State Connecticut :

This " dayof M

=== NOTARIO PUBLICO O FUNCIONARIO AUTORIZADO — NQTARY PUBLIC OR ATTESTING OFICIAL —

* Los documentos debas identificarse con fecha y origen

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-181 (MINUTA N*12.1.1.2.6 USA)

* Documents must be identified with dute and origin
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Case 10052
d-

Personally appeared, Marla S. Persky, s8signer and sealer of the foregoing
instrument and acknowledged the same to be her free act and deed before me
this 9" day of March, 2006.

A Z

anne E. S
- Nqtary Public ot
Commission Expires: 11/30/2006

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)
L. COUMTY: wvrnmcsnsssesnssnsnsnsmsssssssonsessmsesassesssnses
This public document
2 has been signed by ........ccccriimmimiiinnninio i s
3. actinginthecapacityof .............ccoeennnnnn, fessesinscenninnnes .
4 bears the seal/stamp of ...........coiiienmsiiiniie e
Certified
5. Al 6.the ..covvnceciiarieniiniiiiaen
R - U
T ! TR
9.  Seal/stamp 10. Signature

CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-181 (MINUTA N*12.1.1.2.6 USA)
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TRADUCCION OFICIAL N . 15/05.06 preparada por Marfa Elvira Martelo, traductora
oficial aprobada por el Ministerio de Justicia mediante resolucion 2879 de 1989 y

reconocida por el Ministerio de Relaciones Exteriores.

A continuacién se traducen los sellos y legalizaciones de un documento de Poder en
inglés y espafiol, por el cual BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., sociedad
domiciliada en 2621 North Belt Highway, St. Joseph, MO 6406, Esftados Unidos de
América, ratifica la solicitud de patente No. 06.006.798 presentada por Emilio
Ferrero el 25 de enero de 2006 y otorga poder a EMILIO FERRERQ, GONZAL
PERDOMO, LUZ CLEMENCIA DE PAEZ Y GERMAN CAVELIER.

Dado y firnado el 9 de marzo de 2006 en Ridgefield, Connecticut, E.U.A.

Por Marla S. Persky, Secretaria

Firma: (firma ilegible)

CERTIFICACION NOTARIAL (SOCIEDAD) en inglés y espafiol referente a la
existencia legal de BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC., y a la capacidad
legal de Marla S. Persky para otorgar poder.

Dado y fimado en la ciudad de Ridgefield

Estado de Connecticut

El 8 de marzo de 2006 _

'.-- .
'Ill'rmn :

(Firma), JEANNE E. ROGERS, Notano ) Publico, Mi opmmw:a iembre

- "lrlnunn.u

de 2006.

Al dorso: x -ﬂ : ‘_.;:;._;:

.| ;
EDINA !

UAN MANUBL aoreuo N
Compareci6 personaimente Maria S. Persky, quien ?ms-y- se“arﬁafh._. NBp® anterior

y reconocio a éste como un acto libre ante mf hoy 9 de marzo de 2006.
(Firmado)

JEANNE E. ROGERS

Notario Piblico

Mi comision expira el 30 de noviembre de 2008



APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pals: Estados Unidos de América
ESTE DOCUMENTO PUBLICO _
2. ha sidb firfnafi por. JEANNE E. ROGERS
3. actuando en su capacidad de NOTARIO PUBLICO
4. del estado de Connectlcut por el ténmno 28 de noviembre de 2001 a 30 de noviembre
AR e ard SRR 4R

' d02006‘ '--"--‘r- :'-:'i..'- st

BTEE LA I .
YRR I I B

CERTIFICADO
9. en Hartfod, Connecticut . 6. el 13 de marzo de 2006
7.por8 SAN BYSIEWICZ, Secretario de Eétado de Connecticut

8. N&mqy 2606-3439 W OB
9. éallo‘sello del Estado de Connecticut .’L B
10. iflrma (ﬁrm ), Susan Bysiewicz, Secretario de Estado ."~: i

hTL]
L Ll

Es traduccion fiel y completa de la cual se deja copia en esta oficina pam su

confrontacion.
a I\l M%\"ﬂb
'l.'MucgnéN No.: Sdﬂ: o :
COLO 15149-841-001-9 Miteaon s mwpwe Oda Sii o
Y ol
WPC 15149 - ID 12 Y 3
MAR 31/06 " R
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOFERATION TREATY (PCT)

M

ooy ' IIINIURNIDETDNEEEND (

(19) Worild Intcllectual Property Organization
International Burcau

XO .
\

(43) International Publication Date
§ January 2006 (05.01.2006)

(10) International Publication Number

WO 2006/002193 A2

(51) Internations] Patent Clamification:
AGIK 39/12 (2006.01)

(21) International Application Number:
PCT/US2005021973

(22) International Filing Date:
(25) Flling Langusge:
(26) Publicstion Language:

(30) Priority Data:
60/581,350
11/154,617

(T1) Applicant (for all designated States except US):
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC
[US/US]; 2621 N. Belt Highway, St. Joseph, MO 64506
(Us).

(72) Inventors; and

{75) Inventors/Applicants (for US only): VALGHN, Erie, M.
[USAUS]; 509 Ash Avemuc, Ames, 1A 50014-7067 (US).
STAMMER, Richard [US/US]; 5302 Thackery Drive,
Ames, 1A 50014 (US).

(74) Agenl: TRUITT, Tracey, 5. Hovey Williams LLP, Suits
400, 2405 Grand Boulevard, Kansas City, MO 64108 (LJS).

17 June 2005 (17.06.2005)
English
English

17 Junc 2004 (17.06.2004) US
16 June 2005 (16.062005) US

(81) Designaied States (urnless atherwise indicated, for every
national protection avallable): AB, AG, AL, AM,
, AU} AZ BA, BB, BG, BR, BW,BY, BZ, CA,CH,CN,
, GR, CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, BE, BEG, ES, FI,
B,AD, GE, GH, GM, HR, HU, ID, IL, IN, 1S, JP, KE,
, KM, KP, KR, KZ, LC, LK, LR, LS, LT, LU, LV, MA,
MD, MG, MK, MN, MW, MX, MZ, NA, NG, NL,NO, NZ,
OM, PG, PH, PL, PT, RO, RU, SC, SD, SE, S0, SK, SL.,
SM, SY, TJ, TM, TN, TR, TT, TZ, UA, UG, US, UZ, VC,
VN, YU, ZA, M, ZW.

(84) Designated States (unless otherwize indicated, for every
kind of regional pmtectinn available): ARTPO (BW, (GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, 8L, 82, TZ, UG, ZM,
ZW), Burusisn (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
Buropean (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DK, HE, ES, FI,
FR,GB,GR, HU, IR, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SK, 81, SK, TR), OAPFI (BF, BJ, CF, CG, CL, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NB, SN, TD, TG).

Published:
—  withow! intarnational search report and to be republished
upon receipt of that report

For two-lester codes and other abbreviailons, mfer to the "Guid-
ance Noles on Codes and Abbreviations” appearing at the begin-
ning of each regular isrue of the PCT Gazetta.

(54) Title: PRRSY SUBUNIT VACCINES

067002193 A2 0 )10 00 A O
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thon, provoke an irumune response in PRRSV-musceptible animals. Morcover, compositions in accondance with the present invention
provide immuns responso up to and including protective immunity against PRRSV as well as reduce the severity of PRRSY and/or
incidence of PRRSV. Selected portions of ORF1 can be nsed singularly, in combination with ons annther, in comhination with other
PRRSV ORFy, and in combination with othor PRRSV vaccines.

02
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WO 2006/002193 PCT/US2005/021973 M

PRRSV SUBUNIT VACCINES

_ RELATED APPLICATIONS
This application claims the benefit of Provisional Application Serial No. 60/581,350,
filed on June 17, 2004, the teachings and content of which are expreasly incorporeted by

SEQUENCE LISTING

A printed Sequence Listing accompanies this application, and has also been submitted
with identical contents in the farm of a computer readable ASCII file on a CD-ROM.

BACKGROUND OF THE INVENTION
Field of the Invention _ .

The present invention is broadly concerned with vaccines for porcine reproductive and
respiratory syndrame (PRRS). More particularly, the invention is'concerned with the prevention
of PRRS in swine by the administration of a vaccine comprising DNA subunits of PRRS virus
(PRRSYV). Stll more particularly, the invention perteins to the use of open reading frame 1
(ORF1)in a DNA subunit vaccine which provides protective immunity against PRRSV to swine.
Even more particularly, the invention pertains to the use of selected portians of ORF1 both slone
and in combination with other portions of the PRRSV genome or in combination with other

vaccines againat PRRSV.

Description of the Prior Art

PRRS is a major disease in the swine industry worldwide. PRRS is caused by FRRSV
infection. Currently, there are modified-live vaccines (MLV) available that, when used correctly,
provide swine with protection against the clinical disease resulting from PRRSV infection.
PRRS MLV vaccines require replication in the vaccinated animal in order to insure that an
efficacious immume response is induced (for exampls, see Meng, X.1., Heterogeneity of Porcine

Reproductive and Respiratory Syndrome Virus: Implications for Current Vaccine Efficecy and
Future Vaccine Development; 74 Vet. Micro., 309-329 (2000)). However, such replication

presents problems in that the PRRS MLV can persist in the animal for several weeks after
vaccination and can also be shed to other PRRSV-negative swine. The shedding of PRRS MLV

\&
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from vaccinated animals can be a problem in some swine herds that do not have good biosecurity
measures in place to prevent shedding of FRRSV MLYV from vaccinsted animals to a PRRSV-

_naive population. Although millions of PRRS MLV doses have been used without issue, there

are also sparadic reparts in the literature as to the ability of the PRRS MLV to revext to a more
virulent, wild-type strain of PRRSV. Attempts to solve the problems of PRRS MLV shed and

‘pouiblemvuﬁmmvinﬂmcehavedmbemhiedbyuﬁ}i_zaﬁmofnvacdmcompﬁledof

inactivated PRRS virus (i.e. PRRS KV). However, research has shown that despite the fact that

. PRRS KV can induce a strong humoral response in vaccinated swine, it is not effective in

Accordingly, what is needed in the art ia & method of vaccination and vaccine that could
induce the protective immune response, without the problems associated with FRRS MLV.
Preferably, administration of the vaccine would not actively replicate in the vaccinated animal
and would indnce a strong bumoral and cell-mediated immune résponse..

. SUMMARY OF THE INVENTION
The preseat invention solves the problems inherent and the prior art provides a distinct
advance in the stats of the art by providing PRRSV DNA vaccines, Theoretically, the DNA
vaccine plasmid expressing the PRRS antigen serves nnl:mplnlntoaynﬂmnizePRRSVanﬁﬁus
(ie. like a PRRS MLV), but also has the characteristic of not actively replicating in the animal
(i.e. like a PRRSKV). The protective immunogens needed to induce a protective host reaponse

swine, it is thought that the replication of the PRRS MLYV in the vaccinated animal must induce
both a strong humoral and cell-mediated immune response in the vaccinated animal.

ORF1 of PRRSYV encodes for the replication machinery necessary for PRRSV replication
and generation of new progeny. ORF1 has two regions, designated as ORFla and ORF1b, that
comprise the ORF1 replicase complex (Dee, et al., Current Knowledge on the Structural Proteins
of ‘Parcine Reproductive and Respiratory Syndrome (Prre) Virus: Comparison of the North
American and Buropean Isolates; 145 (4) Archivea of Virology, 659-688 (2000)). The replicase-
encoded proteina ere thought to be key immumogens in other virus families (Leitner et al., DAN
and RNA-Based Vaccines: Principles, Progress and Prospects; 18 Vaccine 765-777 (2000)).
When & cell is infected with PRRSYV, the activity of the viral replicase may provide a powerful

e
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adjuvant-cffect as the replicase-associated antigens are expressed during inféction of the celL.
The replicase-associated antigens may serve as “danger signals” genexated in transfected cells
end induce strong host immune responses (i.e. JFN, HSP, apoptosis). Thus, replicase-associated
“danger signals” could be a key factor in why PRRS MLV can induce protection whereas a non-
replicating PRRS (i.e. inactivated antigen in PRRS KV) does not confer protection' from
challenge.

_ ORF! is nearly 12,000 nucleotides in length which makes transfection. and adequaie
expression in a eukaryotic cell difficuit. Thus, ORF1 was sequentially and arbitrarily divided up
into smaller sections uging Expreasion Library Immunization (ELI) as a tool to determine the
protective immumogens of various pathogens. ELI shears the genome of a particular pathogen
into small fragments that are cloned into a DNA vaccine vector and thereafter administered to
ahost to detﬂrmineifmyﬂ'agmmtilcnpableofindlﬁngmimmmsmspmacadmsummd
Barry; Genetic to Genomic Vaccination; 15(8) Vaccine, 808-809_(1997)). Preferably, the
immune response is protective. The invention is predicated on the hypothesis that host immune

" responses to ORF1-generated proteins ate essential for protection from PRRSV challenge. Jtis

relatively easy to place the regions encoding for PRRSV ORFs 2-7 in a DNA vaccine ‘vector
since these ORFs range from 317 -720 nucleotides in length. As noted above, the size of the
ORF1 region of PRRSV ix nearly 12,000 nucleotides in length, Placing a region of this size into
a2 DNA vaccine vector would not be amenasble to transfection and subsequent expression in a
eukaryotic cell, Accordingly, it was essential to break the ORF1 region into smaller sections to

_better ensure adequate expression of all arcas of ORF1, Expression Library Immumization (ELI)

has been employed s a tool to determine the protective immunogens of varions pathogens. ELI
employs that shearing of the genome of a particular pathogen into amall fregments. These small

fragments are then cloned into a DNA vaccine vector and then administered to the host to’
determine if eny fragment is capable of inducing a protective immune response. Herein, the ELT -

technique has been modified for development of a PRRSYV DNA vaccine. that is sequentially
comprised of the ORF 1 éncoding region of the PRRSV genome. This method has been
designated as SELI (sequential expression library immunization). This is in contrast to Barfoed
et al., (ODNA Vaccination of Pigs with Open Reading Frame 1-7 of PRRS Virus; 22 Vaccine,
3628-3641 (2004)) that used the entire ORF1 region as a DNA vaccine.

o5
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Vaccines of the prosent invention comprise portions of PRRSV ‘ORF! slone, in
combination with other portions of PRRSV ORFI, and together with other compositions
effective at generating an immune response to PRRSV infection including other PRRSV
vaccines. ORF1 portions useful for purposes of the present invention are of sufficient size to
invoke an immune response in an snimal receiving the vaccine. Preferably, the partion will
include up to sbout 9,000 base pairs, More preferably, the ORF-1 portion will include between
about 21-9,000 contiguous nucleotide base pairs, still mare preferably between about 21-6,000
contiguous nucleotide base pairs, even more preferably between about 21-3,000 contiguous
nucleotide base pairs, still more preferably between about 21-2,000 contiguous nucleotide bese
pairs, cven more preferably between about 21-1,000 contiguous nucleotide base pairs, still mare
preferably between about 21-500 contiguous nucleotids base pairs, even more preferably between
about 21-300 contiguous nucleotide base pairs, still more preferably between about 21-150
contiguous nucleotide base pairs, even more preferably between about 21-75 contiguous
nucleotide base pairs, still more prefersbly between about 21-50 contiguous nucleotide base

' pairs, even more preferably between about 21-25 contiguous nucleotide base pairs, still more

preferably between about 21-23, and most preferably at loast about 21 contiguous nucleotide base
paml neplmnruﬂnng&ummymofthmp:efmadpmuomlsﬂsoupnnofﬂwmt
invention. AnyORFl orporuonthaaoffmmanymmnofPRRSVcouldbeuledfmpurpom
of the present invention, however, itup:efmedtouuutmnthatuwnﬂent.

The selected portion(s) can be cloned into a suitable expression vector. Enmples of

suitable vectors include edenovirus vectors, Shigella vectors, pVC1650 (Valentis, Inc.,

Burlingame, California), WRG720 (W.R. Grace, New York, New York) and pcDNA3
(fnvitrogen, Carlsbad, Californis). Same preferred vectors contain the immediate early
cytomegalovirus promoter, intron A, and a poly-a adenylation portion (e.g. Bovine growth
hormone (BGH) or human growth hormone (HGH)). Additionally, purified PRRSV proteins
could be expressed in insect cell culture using, for example, the baculovirus expression system.
Such proteins could then be combined with an adjuvant and administered. Of course, those of
akill in the art would be able to select suitable expression systems and vectors that can direct the
expression of various PRRSV ORFs in eukaryotic cells. Preferably, after cloning the respective .
portions of ORF1 into a suitable expreasion vector, the orientation of the clone is verified.

Ta one example of the present invention, the PRRSV virus VR-2332 was selected for use



10

15

25

WO 2006002193 PCT/US2005/21973 \‘a

5
in accordance with the present invention. Genbank U87392 was used to generate 13 overlapping

clones of ORF1. This ORF1 includes 12,071 nucleotide basc pairs. The portions ranged in size
from 773 bp to 975 bp. The clanes were designated with the letters A-M with clone A (SEQID

.No. 2) being 939 bp, clone B (SEQ ID No. 3) being 957 bp, clone C (SEQ ID No. 4) being 976,

clone D (SEQ ID No. 5) being 954 b, clone E (SEQ ID No. 6) being 939 bp, clone F (SEQ ID

- No. 7) being 957 bp, clone G (SEQ ID No. 8) being 957 bp, clone H (SEQ ID No. 9) being 852

bp, clone I (SEQID No. 10) being 917 bp, clons J (SEQ ID No. 11) being 972 bp, clone K (SEQ
ID No. 12) being 966 bp, clane L (SEQ ID No. 13) being 783 bp, and clone M (SEQ ID No. 14)
being 774 bp. Clones A-H are from region 1a and clones I-M are from region 1b of ORF1.
Clone A utilizes the authentic ORF1A ATG start codon. The remaining ORF1 clones had an
inframe ATG start codon added to their five prime ends. Each of these clones were respectively
cloned into the DNA expression vector pVC1650. This vector contains the immediate early
cytaomcgulovirulpromotermdinmAmddirectsﬂleexp:esnioﬂoi'mevﬁousPRRSVORFl
in cukaryotic cells. Table 1 proudumfmmnnmregﬁ'dmgmhcloneandwtnchmgmnoﬂhe
nucleotide sequence each clone is derived from.
Table 1
BIV FRRSYV ORFle/1b Ssquential Expression Library nmmnization (SELI) Clones

Statns Clonad IFA reaction
Nuckcotide spanof | into expression | fllowing
SEQ | ORF1 | Size | Regionof | clons (using Genbank vector tranafection
D | SELI | (baso clone |- US7392 asroflrence) | pVC1650and | usingprocine
Clone | peim) orienation | wntiPRRSV
varified convalescent
[ -1}
2 | A 939 ORF 1a 190-1128 / °
3 | B 957 ORF 1a 1126-2082 v/ °
s | c 976 ORF 1a 2082-3057 / °
5 | b 95¢ | ORFI 3037-3990 / .
6 | E 939 ORF la 19854921 7 .
7|1 B 957 ORF 1a 4924-5880 / ;
s | .o 957 ORF la 5863-6819 v .
9 | m* | 832 ORF 1a 6808-7659 / °

X3
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10 * 917 ORF 1b 7735-8651 /7 -
11 I |- M ORF Ib 8634-9685 /. wesk @
12 K 966 ORF 1b 9588-10353 4 -
13 L. 783 ORF 1b 10536-11318 7/ -
14 M 774 ORF b 11298-12071 4 -
. Not: Orighnal H end 1 hoocs fan the ORF14/1b rkucs 1 framesbif egion aad uow peimers

were degigned to give aligitly smaller RT-PCR products.

Each portion was then utilized in various combinations as well as alone in vaccine preparations .

" comprising other PRRSV ORFs.

In another example, clones A-M and clones of ORFs 2-6 wareclonodmtothepVClGSO .
expression vector and & clone for ORF7 was cloned into the WRG720 expression vector. Of
course, those of skill in the art will be able to select snitable vectors. Additionally, the nucleic
acid sequences of the present invention can be produced by standard techniques, including,
without limitation, common molecular cloning, mutegenesis, and chemical nucleic acid synthesis
techniques.  For purposes of the present invention, DNA sequences having at least 75%
sequence identity, more preferably at Jeast 75%, even more preferably at least 80%, still more
preferebly at least 85%, even more preferably at loast 90%, still more prefembly at least 95%,
even more preferably at least 98%, more preferably at least 99% and most preferably 100%
sequence identity with any one of clones A-M would be covered by the present invention.

In one aspect of the present invention, each of the clones A-M are used individually as
a vaccine component. Animals are immunized with the vaccine by administration by sny

" conventional means. Examples of administration methods include orel, transdermal, intravenous,

subcutaneous, intramuscular, intraocculer, intraperitoneal, intrarectal, intravaginal, intranasal,
intragastrical, intratracheal, intrapulmonarial, or any combination thercof, Preferred modes of
administration are intrammscular, subcutaneous and intranasal. If desired ar neceasary, booster

" imminizations iy bé givén once G several tiffies at vatious intervals. After administration of

such a vaccine, an immune response is elicited in the animal and clinical signs of PRRSV
infection are reduced in incidences and/or severity after challenge with a virulent form of PRRSV,

Jn another aspect of the present invention, combinations of clones A-M are edministered
to animals as described above. Such combinations include two or more of the above-referenced
clones. Becanse some of these clones (A, B, C, D, B, H, and J) elicited an IFA reaction following
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transfection uaing porcine anti-PRRSV convalescent sera, combinations of these clones are

jpreferred for purposes-of the present invention.
" In mmother aspect of the preseat invention, clones A-M, either individually or in

,oomhnmomudescﬁbedabmmuedincombimﬁomwithoﬂmORF(l)dPRRSVin

vaccine pmpamuom Suitable ORFs include ORFs 2-7.
In another aspect of the present invention, PRRSV ORFDNAn combined with another

 PRRSV vaccine. Preferablythevmnemeffecuvutmdmmgmlmmmermpomemortothe

addition of the PRRSV ORF1 DNA,
In yet another aspect of the present invention, a vectoris provided. Vectors in accordance
with the present invention have inserted therein foreign DNA (no!: derived from the vectar) that

comprises at least a portion of PRRSV ORF1 DNA. In preferred forms, the vector is a plasmid. -

Prefersbly, the portion of PRRSV ORF1 DNA will have at least 21 contiguous nucleotides from
PRRSV ORF1 DNA. In some preferred forms, the portion will have at least 150 contiguous
nucleotides from a sequence selected from the groupcomiaﬁngofsequeneeshnvinguieut 85%
sequence identity with any one of SEQ ID Nos. 1-14, and combinations theieof. As with the
camposition itself, the percentage of sequence identity and length of sequence can 'vary as

" described above. In other preferred forms, the vector further comprises a second portion of

PRRSVDNA. This second partion ia selected from the group consisting of least 21 contiguous.

nucleotides from a PRRSV ORF other than ORF1, ntleutzlconﬁgumummleéﬁduﬂ'om )

ORF1, and combinations thercof. Inembod:ment:hawnganaddmonnlmconuguom

_nucleouda from ORFI, these 21 nucleotides are distinct from the at least 21 nucleotides
contained in the first portion of FRRSYV ORF1 DNA. It is also preferred that the PRRSVDNA

used to construct the vector is derived from a virulent strain of PRRSV.

Another aspect of the present invention encompasses host cells containing the plasmids
c_)ftheinvenﬁon. This would include the plasmids created by the introduction of the various
ORF1 fregments noted above. Preferably, such a cell would contain a plasmid comprising at
least 21 contignous nucleotides from PRRSV ORF1 DNA. In other preferred forms, the cell will
includes a plasmid compriaing at least 150 contiguous nucleotides from a sequence selected from
the group cansisting of sequences having atlcast 85% sequence identity with any one of SEQID
Nos. 1-14, and combinations thereof, Jn still other preferred forms, the plasmid in the cell will

" comprise a second portion of PRRSV DNA selected from the group consisting of least 21

b

./é/
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contiguous nucleotides from a PRRSV ORF other than ORY1, at least 21 contiguons nucleotides
from ORF], and combinations thereof. Preferably, the PRRSV DNA used to generate the
plasmid contained in the cell.is derived from a virulent strain of PRRSV.

In another espect of the present invention, compositions of the present invention are
useful in methods for the inducement of immumne responses in animals as well as far the complete
prevention or a reduction in the aeverity of conditions and symptoms caused by PRRSV
infection. .

The compositions of the present invention may include phmnnoouncally aoeepmble
adjuvants, carriers, emd/or excipients.

As used herein, the following definitions will apply- “Sequence Idennty" as itis known
in the art refers to a relationship between two or more polypeptide sequences or two or more
polynucleotide sequences, namely a reference uqumcemdng{ven sequence to be compared
with the reference sequence. Sequence identity ia determined by comparing the given sequence
to the reference sequencé after the sequences have been optimally aligned to produce the highest

' degruoquumﬁmﬂaﬂty.mdeﬁmnﬁnedbymemmhb&wemmingsoflmhnqum.
" Upon such alignment, sequence identity is ascertained on & position-by-position basis, &.g., the

sequences are “identical” at a particular position if at that position, the nucleotides or amino acid
residues are identical. The total number of such position identities is then divided by the total
number of nucleotides or residues in the reference sequence to give % sequence identity.
Sequence ideatity can be readily calculsted by known methods, including but not imited to,

.thoaedescnbedanmputahomlMolecuherlogy,lak.A N.,ed,, OxfordUmmtmes

New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic
Press, New York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Part I, Griffin, A.M., and Griffin,
H. G., eds., Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology, von’
Heinge, G., Academic Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. and Devereux, J.,
eds., M. Stockton Press, New York (1991); and Carillo, H., and Lipmen, D., SIAM J, Applied
Math., 48: 1073 (1988), the teachings of which are incorporated herein by reference, Preferred
methods to determine the sequence identity are designed to give the largest match between the
sequences tested. Methods to.determine sequence identity are codified in publicly available .
computer programs which determine sequence identity between given sequences. Examplea of
such programs include, but are not limited to, the GCG program package (Devereux, J., et al.,

‘o
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Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN and FASTA (Altschyl, S. F. et
al., J. Molec. Biol,, 215:403-410 (1990). The BLASTX program is publicly available from NCBI
and other sources (BLAST Manual, Altschul, S. et al., NCVI NLM NIH Betheada, MD 20894,

_Altschul, S. F. et al, J. Molec. Biol., 215:403-410 (1990), the teachings of which are

incorporated herein by reference). These programs optimally align sequences using default gap
weights in order to produce the highest level of sequence identity between the given and
reference sequences. As anillustration, by a polynucleotids having a nucleotide sequence having
at Jeast, for example, 95% “‘sequence identity” to a reference nucleotide sequence, it is intended
that the nucleotide sequence of the given polynucleotide is identical to the reference sequence
except that the given polynucieotide sequence may includs up to 5 point mutations per cach 100
nucleotides of the reference nucleotide sequence. In other words, in a pdlynucleotide having a
nucleotide sequence having at loast 95% identity relative to the reference nucleotide sequence,
up to 5% of the nuclsotides in the reference sequence may be deleted ar substituted with another
aucleotide, or a number of nucleotides up to 5% of the total nucleotides in the reference sequence
may be inserted into the reference sequence. These mutations of the reference sequence may
occmattth'orS‘lnunmnlpomﬂomoftherufetmeenunleoudeaequenceormywhetdbetween

" those terminal positions, interspersed either mdmdun]ly emong nucleotides in the reference

sequence or in one or more contiguous groups within the reference sequence. Analogously, by
a polypeptide having a given amino acid sequence having at least, for example, 95% sequence
identity to a reference amino acid sequence, it is intended that the given amino acid sequence of

- the polypeptide is identical to the reference sequence except that the given polypeptide sequence -

may includs up to 5 amino acid alterations per each 100 amino acids of the reference amino acid
sequence. In other wards, to obtain & given polypeptide sequence having at least 95% sequence
identity with a reference amino acid sequence, up to 5% of the amino acid residues in the
reference sequence may be deleted or substituted with another amino acid, or a number of amino

" icids up'to 5% of the total numbet of amino acid residues in the reference sequence may be

inserted into the reference sequence. These alterations of the refarence sequance may occur at
the amino or the carboxy terminal poaitions of the reference amino acid sequence or enywhers
between those terminal positions, interspersed either individually among residues in the reference

_wquaweorintheoneormm'econﬁguousgmupl within the reference sequence. Preferably,

regidue positions which are not identical differ by conservative amino acid’ substitutions.
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However, conservative substitutions are not included as a match when determining sequence
1dent|ty

Similarly, “sequence homology”, as used herein, elso refers to a method of determining
the relatedness of two sequences. To determine sequence homology, two or more sequences are
optimally aligned as described above, and gaps are introducedif necessary. However, in contrast
to “sequence identity”, conservative amino acid substitutions are counted as a match when
determining sequence homology. In other words, to obtain a polypeptide or polynucleotide
having 95% sequence homology with a reference sequence, 95% of the amino acid residues or
nucleotides in the reference sequence must match or comprise a conservative substitution with
another amino acid or nucleotide, or a number of amino acids or nucleotides up to 5% of the total
amino acid residues or nucleotides, not including conservative substitutions, in the reference -
sequence may bé inserted into the reference sequence.

A “conservative substitution” refers to the substitution' of an amino acid residve or
nucleotide with another amino ecid residue ‘or nucleotide having similar characteristica ar
properties mcludmg size, hydrophobicity, etc., such that the overall ﬁmchomhtydoemotehmge
significantly. ' ‘

“Isolated” mesans altered “by the hand of men” from its natural state.; i.e., if it occurs in
nature, it has been changed aor removed from its original environment, or both. For example, a
polynucleotide or polypeptide naturally present in a living organism is not “isolated,” but the
same polymucleotide orpolypepudenpnmd&omthecommwmammnfmnmnﬂam

. is “isolated™, as the term is employed herein.

"Nucleic acid" refers to polynucleotides such as deoxyribonucleic acid (DNA), and,
where appropriate, ribonucleic acid (RNA). The term should also be understood to include, as
equivalents, ansloga of either RNA or DNA made from nucleotide analogs, and, as applicable
to the embodiment being described, single (sense or antisense) and double-stranded
polynucleotides. -

"Promoter” means a DNA sequence that regulates expression of a selected DNA sequence
opemblylmkedtomeptmnoter mdwh:cheffecuuprunonofﬂ:uelecmdDNAsequmcem
cells. The term encompasses "tissue specific” promoters, i.c. promoters, which effect expression -
of the selected DNA sequence only in specific cells (e.g. cells of a specific tisgue). The term also
coyers so-called "leaky” promaters, which regulate expression of & selected DNA primarily in
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one tissue, but canse expression in other tissues es well, The term also encompasses non-tissue
specific promoters and promoters that constitutively expreas or that are inducible (i.e. expression
levels can be controlled).

*Transfoction” means the introduction of 8 nucleic acid, e.g., via an expression vector,
into a recipient cell by nucleic acid-mediated gene transfer. "Transformation”, a3 used herein,
refers to a process in which a cell's genotype is changed as a result of the cellular uptake of
exogenous DNA or RNA, and, for example, the transformed cell expresses a recombinant form
of a polypeptide ar, in the cass of anti-scnse exprossion from the transferred gene, the expression
of & naturally-occurring form of theprotein is disrupted. Transfection may also use a chemical
reagent (i.e. a lipid). . '

‘The term "vector” refers to a mucleic acid molecule capable of transporting another
nucleic acid to which it has been linked. One type of preferred vectoris an episome, i.e., anucleic
acid capable of extra-chromosomal replication. Preferred vectors are thoss capable of
autonomous replication and/expression of nucleic acids to which they are linked. Vectors capable
of directing the expression of genes to which they are operatively linked are refemred to herein
as "expresgion vectors”. In general, expresgion vectors of utility in recombinant DNA techniques
are often in the form of "plasmids” which refer generally to circular double stranded DNA loops
which, in their vector form are not bound to the chromosome. In the present specification,
"plasmid" and *vector” are used interchangeably as the plasmid is the most commonly used form
of vector. Vectors also include other replicons such as phages or comamids, into which another
DNA scgment may be inserted so as to bring about the replication of the inserted segment. The
invention is intended to include such other forms of expression vectors which serve equivalent
functions and which become known in the art subsequently hereto.

"Amplification” of nucleic acids or polynucleotides is any method that results in the
formation of one or more copies of a nucleic acid or polynucleotide molecule (exponential
amplification) or in the formation of one or mare copies of only the complement of a nucleic acid
or polynuclectide molecule (linear amplification). Methods of amplification include the
polymerase chain reaction (PCR) based on repeated cycles of denaturation, oligonucleotide
primer annealing, and primer extension by thermophilic template dependent polynucleotide
polymerase, resulting in the exponential increase in copies of the desired sequence of the
polynucleotide analyte flanked by the primers. The two different PCR primers, which anneal to
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oppodwumdnofmcDNA.mpodﬁmedwﬂmtthepolymmcmlmdmﬁmpmdwt
ofonepnmeu‘cmmeuat:mphﬁesmdfortheothm- lead:ngtntheaocunnﬂnnonofa
dmtedoubhm&dﬁnmtwhmlmgﬂaudeﬁnedhyﬂmd:ﬁmcebﬂwemﬂmfmﬂs

_ﬁﬂmohgonudmdemmm.ﬁgmgenﬂforcondmﬂngmchmmphﬁnﬂmmdude

oligonucleotide primers, a nuclectide polymerase and nucleogide triphosphates such s, e.g.,

1~ deoxyadenosine triphosphate (dATP), deoxyguanosine u_‘ipholphate (dGTP), deoxycytidine

triphosphate (dCTP) and deoxythymidine triphosphate (dTTP), Other methods for amplification
include emplification of a single stranded polynucleotide using a single oligonucleotide primer,
the ligase chain reaction (LCR), the nucleic acid sequence based amplification (NASBA), the Q-
beta-replicase method, and 3SR.

The teachings and cantent of all references cited herein are expressly incarparated by reference. -

DETAILED DESCRIPTION OF THE PREFERRED EMBODIMENT

. The following example seta forth a preferred embodiment of the present inveation.

It is to be understood, however, that this example is provided by way of illustration and nothing-

therein should be taken as a Iimitation upon the overall scope of the invention.
EXAMPLE 1

This example provides data as to the efficacy of DNA vaccines comprising various
regions of the PRRSV genome. The example began with 40 PRRSV-negative mixed sex pigs
from Spring Prairie Colony, Hawley, MN 56549, The pigs were 34 weeks of age at the
initiation of the study. Throughout the study, the pigs were provided food sufficient for the size,
age and condition of the animals. Water was provided ad libitum.

To genmtePRRSVDI-iIA vaccines, ninetcen cDNA clonelwmgmurnlndfmmd:e

PRRS virus. Thirteen cDNA clones were generated that sequentially represent the open reading

é/qg
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frame (ORF) 1&/1b region of the pRRSV gename. Clone A utilizes the authentic ORFla ATG
start codon.” The remaining ORF1d/1b clones B through M had an ATG start codon added to
their respective 5’ ends. All of the above clones were respectively cloned into the DNA
expression vector pVC1650. The pVC1650 vector contains the immediate early cytomegalovirus
promoter and intron A to direct the expression of the various PRRSV ORFs in eukaryotic cells.
The six additional cDNA clones reprosented the PRRSV structural protein ORFs 2, 3,4, 5, 6 and
7. The ORF 2, 3, 4, 5, and 6 clones were also respectively cloned into the DNA expression
yector pVC1650 described above, The ORF7 gene was cloned into a similar expression. vector
MMWRG?OZO. The WRG7020 vector also contains the immediate early cytomegalovirus
promotarmdin&onAhdi:ectﬂ:eapmuimanRRSVORF7in_euhrjoﬁcceﬂs.

Two sets of vaccines were created, designated “A1-19" and '.Tl-19". For the A1-19
vaccines, the aforementioned clones were cloned into the Valentis, Inc. pVC1650 expression
plasmid. Each plaamid construct was separately formulated with aluminum phosphate (Adju-
Phos®) (Ulmer et al., Enhancement of DNA Vaccine Potency Using Conventional Aluminum

Adjuvants; 18 Vaccins, 18-28 (1999) to yield 250g of respective ORF clone with 1000 pg

calculated aluminum in a 1 ml dose. The final vaccine consisted of & separate 1ml M dose of

each formulated ORF clone. Farthe T1-19 vaccines, the aforementioned clones were cloned into
the Valentis, Inc. pVC1650 expression plasmid. Each plasmid comstruct was scparstzly-
formulated with TGV200 PINC-polymer to yield 250 p.g of respective ORF clone in a 1 ml dose.
mﬁnalvmimommmdofmpm1m1Mdouofeichfmmumédom?clone.

To generate a control, DNA vaccines consisting of cDNA clones of ORFPCV2 and the
HA gene of SIV were created. Both ORFs were separately cloned into the Valentis, Inc.
pVC1650 expression plasmid. Both the PCV2 ORF2 and the SIV HA gene plasmid constructs

were separately formulated with aluminum phosphate (Adju-Phos®) to yield 250 pg of the
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respective ORF clone with 1000 pg calculated uluminu.min a 1 ml dose (called A20 and A21).
Mﬁoﬁﬁy,w the'PCV2-ORF2 and the SIV HA geie plasmid constructs were separately
formulated with TGV200 PINC-polymer to yield 250 g of each respective clone in a 1 ml dose
(called T20 and T21). The final vaccine consisted of a four separate 1 ml IM doses. of each

formulated clone. Table 2 shows all of the created vaccines, including the control vaccines,

Table 2
Plasmid Region of clone Nucleotide span of clone
. (using Genbank UB7392
aa reference)
1 ORF la 190-1128
2 ORF la 1126-2082
3 ORF 1a 2082-3057 -
4 ORFla . 3037-3990
5 ORF 1a '3985-4923
6 ORF la 4924-5880
7 ORF 1a - 5863-6819-
8 ORF l1a 6808-7659
9 ORF 1b : T735-8651
10 ORF 1b 8634-9605
11 " ORF1b 9588-10553
12 ORF 1b _ 10536-11318
13 ORF1 : - 11298-12071
14 ORF2- NA
15 _ ORF3. NA
16 : ORF4 NA
17 ORFS NA
18 ORF6 NA
19 ORE7 NA
20 ORF2 NA
21 SIV HA NA

The forty pigs were divided into four groups: Group 1 was administered 19 x 1 ml doses

of A1-A19 Adju-Phos on Days 0, 21, and 42. Group 2 was administered 19 x 1 ml doses of T1-

. T19 TGV200 on Days 0, 21, and 42, Group 3 waa administered 4 x 1 ml respective doses of

A20, A21, T20, and T21 on Days 0, 21, and 42. Group 4, the negative control, had no treatment
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administered at all.

On day 56 of the study, pigs in groups 1, 2, end 3 were all administered the virulent
SDSU73 strain of PRRSV. The viralent SDSU#73 strain of PRRSV was diluted 1:10 in
EMEM with 4% fetal bovine seram prior to administration to the pigs. A total of 2 ml of the
dilued challenge virus was delivered intranssally to the appropriate pigs with 1 ml of the diluted
virus administered to each nostril. The prechallenge and postchallenge titer of the PRRSV
challenge virus was 10*® TCID,/ml and 10 TCID,/ml, respectively.

The pigs were bled on days 0, 21, 42 end 56 of the trial to.monitor seroconversion to
vaccination. The piga were also bled on days 57, 59, 61, 63, 66 and 70 of the trial to monitor

seroconversion and viremia postchallenge. Clinical observations wa_ereod:deddailyfmmdny

54-70. 0nday70.pigu.we:enmpaiedmdgmulmgledqmwmmordedupmtlung

involvement due to PRRSV. Pigs were weighed prior to the study start and on Days 56 and Days

70. A summary of the protocol in this example can be seen in Table 3.
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Group

Piga/ group

10

10

10

10

First
vaccination
(Day=0)

Al-A19
Adju-Phos
T1-T19

A20-A21
T20-T21

" None

vaccination
(Day =21)

Al-Al19
Adju-Phos

T1-T19
TGV200

A20-A21

T20-T21

None

Table 3
Third Ch Sample collection and study
vaccination (Day=156)" termination
(Day=42) ([Day =170)
. Evaluate clinical health, rectal
2ml of temperature. Evaluate
Al-Al19 virulent animals for humg lesions at
Adju-Phos SDSU#73  necropsy and collect
. PRRSV designated lung tissue.
administered
intranasally.
. T1-T19 Same as abave Same as above
TGV200
A20-A21 Same as above Same as above
T20-T21
None None . Same as above

€61T00/900T OM

€L6120/500TSN/1.Dd
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In order to evaluate the results of the example, the main criteria used to determine the

efficacy of the test treatments was the development of lung lesions characteristic of PRRSV.

Serological response, postchallenge ADG, and rectal tempesatures were evaluated as supporting
critezia. The results of the example are summarized in Table 4.

Table 4
Percent of pigsin  Highest group Highest - Group
Group Group each group with  avg, temp. percentage of  average
averape lung post- peak viremia  postchallenge

lung consolidation chalienge (°F) postchallenpe ADG
scores  scares of 2 20% .
1(Al- 1984 375 105.9 100% 0.16
Al9 Adju- ‘
Phos)
" 2(T1-T19 2842 700 106.0 100% 043
TGV200) :
3(Chall. 3768 700 106.1 100% 0.68
Curdl) . -
(Neg. 0.0A 00 103.9 0% - 148
control)

There was no seroconveraion to PRRSV as determined by the IDEXX PRRS ELISA in
the any of the piga receiving three dosea of the reapective A1-A19 Adju-Phos or T1-TI9TGV200
DNA vaccine prototypes. After virulent PRRSV challenge, there appeared to be a more rapid
increase in the ELISA S/P ratios in the Group 2 than in the Group 1 pigs. Pigs in Group 3
(unvaccinated/challenged controls) had negative S/P ratioa until exposed to virulent PRRSV
ch_nllengn. The strict negative control pigs in Group 4 had negative S/P ratios throughout the

study. The serology results are reported in Table 5.
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The pig temperatures were monitared from two days prechallenge throughout fourteen
days postchallenge. The baseline group average temperature throughout the challenge period for
the Group 4 unvaccinated/unchallenged controls was 103.4 °E,
The group avuagempmmmgnﬂPRRSV-chnumgedgmupuwmelwned;t
some point following challenge, however there was a temporal difference in days post challenge

in which the group average temperature peaked. The group average peak temperatures in all

groups challenged with PRRSV ranged from 105.9 to 106.1 °F, whereas the negative controls

group average peak temperature was 103.9. Group 3 showed a gradual increase in temperature
postchallenge with a peak of 106.1°F at nine days posichallenge. Groups 1 and 2 displayed &

mmpmmmpanmm'atmdawpmmhaumgeﬁmpcadelos.ﬁmd'

105.6°F, 1upecnvely Of note, the manner in which ﬂwpomhallengelnmpennmofﬂmDNA
vnocmntedplganroup landZmpldlymmued.mum:hrtnﬂmmmncrmwhchPRRSKV
vaccinated animals respond postchallenge. It has been observed that pigs veccinated with
experimental PRRS KV prototypes are usually “humorally-primed” (i.e. seropotitive to PRRSV
following vaccination). The animals vaccinated with these experimental PRRS KV prototypes
ﬂnodisplayanpidinmeauintanpunnﬁemafterchaﬂmuwu see-ninthia stirdy with
the DNA vaccinated pigs in Groups 1 and 2. This similerity it rapid temperature elevation
following PRRSV challenge is an additional indication that the immune systems of the DNA
vaccinated pigs were indeed primed to PRRSV antigen.

. The Group 3 pigs displayed lung lesions chnracterisﬁ.cally found in a successful
PliRSVchallenge. 'I‘heGroup4pigshnd_nolmglelions at necropsy. The Group 1 and 2 pigs
had group average lung lesions of 19.84 and 28.42, respectively. The lung scores for the

individoal pigs-are reported in Table 6.

b
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Table 6

Animal

812
814
818
826
830

808
813 -

811
815
818

PCT/US2005/021973 ’b’bgr
#

Lung Scores
2.00
0.90
55.00
0.20
1.00
ND
70.00
2.90
26.75
ND -
19.84

23.00
32.50
4.00

- 28.95

37.50
67.00
16.70
52.50

. 14.00

8.00
28.42

2.75

33.50
51.00,
72.00
75.00
15.650
30.00
37.50
9.60

41.00
37.68

0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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4 628 0.00
4 834 0.00
4 837 0.00
4 838 0.00
4 850 0.00
Mean 0.00

From these results, it is clear that DNA vaccines comprising various regions of the

PIiRSVgenomecminduoepmtncﬁonﬁnmﬁrulmtchnﬂgainﬂwmpintmymerl
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I'We Claim: _
1. A vaccine cepable ofmducmg an immune response against PRRSV
comprising: |
a first portion of PRRSV ORF1 DNA, said portion having at least 21 contiguous
5 nucleotides from said PRRSV ORF1 DNA; end

a suitable pharmacological carrier,

2. The vaccine of claim 1, said portion having at least 150 contiguous
nucleotides from a sequence selected from the group consisting of sequences having at least 85%

10 sequence sequence identity with any one of SEQ ID Nos. 1-14, and combinations thereof.

3 The vaccine of claim 2, said portion being selected from the’ group
consisting of sequences having at least 85% sequence identity with any of SEQ ID Nos. 1-6, 9,
10, and combinations thereof. '

15 .

4. Thevaccineofclaim 1, further comprisinga partion of DNA from PRRSV
selected from the group consisting of at least 21 contignous nucleotides from a PRRSV ORF
other than ORFI, at least 21 contiguous nucleotides from PRRSV ORF1, and combinations-
thereof.

20

S. The vaccine of claim 1, further compriging another composition effective

at inducing an immune response against PRRSYV infection.
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6. The vaccine of claim 1, ssid PRRSV ORF1 being derivéd from a virulent
strain of PRRSYV.
7. The vaccine of claim 1, further comprising an ingredient selected from the

group consisting of adjuvants, excipients, and combinstions thereof.

8. A method of inducing an immune response against PRRSYV in an animal
susceptible to PRRSV infection, said method comprising the steps of: _
administering a composition to the animal, said mﬁm comprising at least
21 contiguous nucleotides from a portion of PRRSV ORF1 DNA; and

10 - causing said inducement of said immune response.

9. The method of claim 8, further compriging the step of providing a second

edministration of said pompoaiﬁon.

15- ' 10.  The method of claim 8, said partion comprising at loast 150 contiguous
nucleotides froma sequence selected from the group consisting of sequences having at least 85%

sequence identity with any one of SEQ ID Nos. 1-14, and combinations thereof.

11, The method of claim 10, said portion being selected from the group
20 consisting of sequences having at least 85% sequence identity with any of SEQ ID Nos: 1-6, 9,

10, and combinations thereof.

11.  The method of claim 9, sald composition further comprising a second

DNA portion sclected from the group consisting of-at least 21 contiguous nucleotides from a
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PRRSYV ORF otherthan ORF1, at least 21 contiguous nucleotides from ORFI, and combinations

therwof.

13.  The method of claim 9, said composition further comprising a second

" composition effective at inducing an immune response against PRRSV infection.

14. Themethod of claim9, said composition further comprising an ingredient

selected from the group consisting of adjuvants, excipients, and combipations thereof,
1S. A veotor comprising at least a portion of PRRSY ORF1 DNA.
16.  The vector of claim 15, said vector being a plasmid.

17.  The vector of claim 15, said partion of PRRSV ORF1 DNA comprising”

at least 21 contiguous nucleotides from PRRSV ORF1 DNA.

18.  The vectorofclaim 17, said portion of PRRSV ORF1 DNA having at least
150 contiguous nucleotides from a sequance selected from the group consisting of sequences
having at least 85% sequence identity with any one of SEQ ID Nos. 1-14, and combinations

thereof.

19.  'The vectar of claim 1, said vector further comprising a second partion of
PRRSV DNA selected from the group consisting of least 21 contiguous nucleotides from a

PRRSV ORF other than ORF1, at least 21 contiguous nucleotides from ORF1, and combinations
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thereof.
20.  The vector of claim 15, said PRRSV DNA being derived from a virulent
strain of PRRSV.
21.  Acell containing a plasmid comprising at least 21 contiguous nucleotides
from PRRSV ORF1 DNA.

22. The cell of claim 21, said plasmid further comprising at least 150

mnﬁglmmnmhoﬁduﬂomuequmoeulwwdﬁomﬁwgmupcomisﬁngéfnthwing

at least 85% sequence identity with any ons of SEQ ID Nos. 1-14, and combinations thereof.

23.  Thecell of claim 21, ssid plasmid further comprising a second partion of
PRRSV DNA selected from the group consisting of least 21 contiguous nucleotides from a
PRRSV ORF other than ORF1, at least 21 contiguous nucleotides from ORF1, and combinations

thereof.

24. The cell of claim 21, nidPRRSVDNA.being derived from a virulent

strain of PRRSYV.
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<120>
<130>
<160>
<170>
<210> 1
<211>
<212>
<213>

<400> 1
atgacgtata

14

ggcacagecc
cttagggttt
cctttaacca
atggcggagy
aaccfccaag
’ l_:ggtggicgt
' ctttctgcaa
dtggtacggg
gctctacaag
gtggcégttt
gtgttgacca
tgtgcratgg
aaagtctcct
tigaagttga
tctaagtteg
ggctgecttc
cttccactgg
aagcatggtg
gtaactgacc
cgécatttga
agggttgagc

15411
DNA
Porcine reproductive and respiratory

ggtgttggct

aaaacttget

gtccctagea
tgtctgggat
gccaagtcta
tttctgagcet
tgccacgtge
tctttccaat
tcgcagetga
tttatgaacg

tcgccaatte
acctgceget

ctactgtcta
gggceccetceg
ttgcgaaccg
ccttcacage
ccgectgacac
aaéttcagaa
tctctggeaa
taaacggacc
factggcyagy
ctaacacgtc

PRRSY SUBUNIT VACCINES
35072-PRO

PatentIn version 3.2

ctatgecttg
gcacagaaac
ccttgettee
acttgatcgg
ctgcacacga
cggggtgcta
attccccact
cgcacdghtg
gctttacaga
gggttgccge
cctacatgtg
cccgcagaga
tgacattggt
tggcggggat
getecgeace
ccctgggtgt
tgtccctgaa
Caaagaaatt
gtacctacag
tatcgtegta
agaacccagc

gccattggct

Boehringer Ingelheim vetmedica, Inc.
VAUGHN, Eric M,

gcatttgtat

accctrctgt,

ggagttgcac
tgcacgtgta
tgccteagtg
ggcctattct
gttgagtget
accagtggaa

geecggecage

tggtacccca
agtgataaac
cccaagectg
catgacgccg
gaagtgaaat
tectteccge
ggtgtttcta
ggcaactget
cgccatgcta
cggaggctge
cagtacttct
tactctgggt
gacaaggaag

syndrome vi

tgtcaggagec
gatagcctec
tgctttacgg
ccecccaatgce
cacggtcrct
acaggcccga
ccececcgeegg
acctgaactt
tcaccectge
ttgttggacc
ctrtcccggy
aagacttttg
tcatgtatgt
itgaagctgt
cccaccacac
tgcgggtcga
ggtﬁgagctt
accaatttgg-
aagttaatgg
ccgttaagga
ttgaggacct
daaaaatttt

Page 1
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tgtgaccatt
ttcaggggag
tctetecace
cagggtgttt
ccttcecctg
agagccactc
ggcctgetgg
ccaacaaaga
agtcttgaag
tgtccetgga
agcdactcac
cccctttgag
ggccgaaagg
ccccggggag
agtggacatg
acgccaacac
gtttgacttg
ctaccagacc
tctecgagea
gagttggatc
cctcagaata
ceggtttgge

60
120
180
240
300
360
420
480
340

660

720
780
840

" 900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

L}%,

2
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agtcacaagt ggtacggcge tggaaagaga gcaagaaaag cacgctcttg tgcgactgct 1380 .
acagtcgctg gccgegottt gtccgttcgt gaaacccgge aggccaagga gcacgaggtt 1440
gccggegeca acaaggetga gcacctcaaa cactactccc cgectgeega agggaattgt . 1500
ggttggcact gcatttccge catcgccaac cggatggtga attccaaatt tgaaaccacc 1560
cttcccgaaa gagtgagacc tccagatgac tgggctactg acgaggatct tgtgaatgcc 1620
atccaaatéc tcagactecc tgcggectta gacaggaacg grgcttgtac tégcgccaag 1680
tacgtactta agctggaagg tgagcattgg actgtcacty tgacccctgg gatgtcccct 174b
tctttgctcc ctcttgaatg tgttéagggc tgttgtdggc acaagggcgg tcttggttcc 1800
ccagatgcag tcgaggtctc cggatttgac cctgcctgecc ttgaccgget ggétgaggtg 1860
atgcacctgc ctagcagtgc tatcccagcee getctggecg aaatgtctgg cgattccgat 1920
cgttcggett ctccggtcac caccgtgtgg actgtttcge agttcrttge ccgtcacage 1980
ggagggdatc accctgacca agtgcgctta gggaaaatta tcagcctttg tcaggtgatt 2040
gaggactgct gctgttccca gaacaaaacc aaccgggica ccccggagga ggtcgcagca 2100
aagattgacc tgtacctccg tggtgcaaca aatcttgaag aatgcttggc caggettgag 2160
aaagcgcgec cgccacgegt aatcgacace tccrttgatt gggatgtigt gotccctggg - 2220
gttgaggcgg caacccagac gatcaagctg ccccaggtca accagtgtcg tgctctggic - 2280°
cctgttgtga ctcaaaagtc cttggacaac aactcggt¢c ccctgaccgc cttttcactg 2340
gctaactact actaccﬁtgc gcaaggfﬁac gaagéfcgtc accgtgaaag actaaccgcc 2400
gtgctctcca agttggaaaa ggttgttcga'gaagaitaig ggctcatgcc aaccgagect 2460
ggtccacgge ccacactgec acgegggetc gacgaactca aagaccagat ggaggaggac 2520
ttgctgaaac tggctaacgc ccggacgact‘tcggacatga tggcctggge agtcgagéag 2380
gttgacctaa aaacttgggt caagaactac ccgeggtgga caccaccacc ccctcegeca 2640
daagttcagc ctcgaaaaac gaagcctgtc aagagcttgc cggagagaaa gcctgtcecc 2700 -
gccecgcgea ggaaggtigy gtccgattgt ggcagoccgy tttcattagg cggecgatgtc 2760
cctaacagtt gggaagattt ggctgttagt agcccctttp atctcccgac cccacctgag . 2820
ccggcaacac cttcaagtga getggtgatt gtgtcctcac cgcaatgcat cttcaggecg 2880
gcgacaccct tgagtgagec ggctccaatt cccgcacctc gcggaactgt gtctcgaccg 2940
gtgacaccct tgagtgagcc gatccctgtg cccgcaccge ggcgtaagrt tcagcaggtg 3000
aaaagattga grtcggcgge ggcaatccca ccgtaccagg acgagcccct ggatttgtct 3060
gcttcctcac agactgaata tgaggectct cccccagcac cgecgcagag cgggggegtt 3120
ctgggagtag aggggcatga agctgaggaa accctgagtg aaatctcgga catgtcgggt 3180

Page
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aacattaaac ctgcgtccgt gtcatcaage agetccttgt ccagcgtgag

ccaaaatact cagctcaagc catcatcgac tcgggegggc cctgeagtag

gaggtasagg aaacatgcct
gaccctgeta cgcaggaatg
cgcaacacgt ctgtttacca
aaaatgatac tcgagacacc
cctgeacctt ccgtaéétgc
gttccacgca tcctcgagaa
gcctterceg aggataaace
cggaggectg acgagageac
accgatttgc cgecttcaga
asaagaaaag ctgaaaggct
catctcectg ttttcttcte
tggggtttty cagcttttac
ggtattgctc ccctottggg
tttggcrget ggttggetrtt
. gctgettgtg agtttgactc
aaaccttggg accctgtteg
cttggcaggt tactgggegg
gttgcagact gtatctrtggc
tgﬁggitctt gtataagaac
cgtgcgacea ggtcgteact
. gaccccattt ttctegecac
caaccctctg aaaaacccat
actgtggtcg cccagectta
tcgogtgggg cgatggtggc
ttccgagece ecttotttec
gaccctgaca ctttcactge
pgtgtagggg actttgccca
gggggaggce cacatctcat
cttgctggga tttatgtgac
tgcgctaace cgtttgecgt

tagtgtcatg
gctttctege
ggcgattige
gccgecctat
ggagagcgac
aatagaaaat
ggtagatgac
atcagctceg
tggcgcggat
_ctttgaccaa
acgccttttc
tctattgtge
tgtgttttct
tgctgttggt
gccagagtgt
cagcettgtt
ggcacgc_tgc
tggagcttac
tgctcctaat
tatcgacctg
tgggtggcgc
cdcgtttgcc
tgaccccaac
taaggcggtc
cactggagtg.
agctctecgg
gctgaatgga
ggctgcectg

cgcgaggcat gtgatgcgac
atgtgggatc gggtggacat.
accttagatg gcaggttaaa
ccgtgtgagt ttbtgatgat
cttaccattg gctcagttgce

gtcggegaga
caacttgtca
tccgcaggea
gcggacgogg
ctgagccgtc.
taccctggeg
ctctttttat
gggtctrcte
ctgttcaagc
agaaacatcc
gtgggccccg
atctggeact
gtgctttctc

gaggtcgett

tgcgatcggt
gggtgctggg
caattggatg
caagccgtaa
ccaaaagtgg
aaagttgacc
tctggetact
ttaaaaatca
catgrtgect

tggccaacca
acgacccccg
caggtggcgce
gggggccgtt
aggtttttga
gtggttattc
gttacagtta
ggcgcgttcg
ctgtgtccga
ttcattctté
teggtetegg
tttigcttag
aaggtaggtg
ttaacgtgtt
trtgtgcgec
ccggccdaag
aaaagaagat
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aatcacacgc
gcatctecaa
taagcttgat
gctgactigg
gttectccca
gectcacacg
tactgaagat
gggacccttg
gatatcgtcg
cggctctttt
tcggacggta
cctegtcice
tcegggtgat
cccagecttt
aatgggggtt
cccagtcgge
tgagcttete
tctrgeccatt
gcttggeatt
taaaaagtgc
tcctttcaca
aaaaghaatg
ccccattgag
tacggctagg

agtgcttgeg ggrattgcag
tcaaggtttc cgctgtteca
ctgattgcag ggtcgtogtt

ccaccacaaa. cctegteett |

ggcaaatttc caagccttca
gctcgatgge tctgeacatg

tgcggtgggt tcttgeggea ccggeaccaa cgacccgtgg

ccctggctac ggacctgget ;tctctgcac gtccaggtty
Page

" 3240

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

3840

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

/|
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seyuente Listing.ST25.txt

tgcatttccc aacacggcct taccctgcce

caagaaattg ccttggtcgt tttgatttit
agctgtaagg ctgacatgct gtgtgttttg
cttacctggt tgctttgtgt gtttccttge
accatcctat ggttggrgtt trtcttgatt
atggtgttgt tggtttctct ttggcttctt

acceccctacg acattcatca ttacaccagt

ficaccagatg ggacctactt ggccgcrgtc
ctgtttaccc cgtcccaget tgggtctetrt

tcactgaaca ccgtcaatgt gatcgggtec

gacgggaaag tcaagtgcgt aactgccgea

tceggggteg
gattgcccga
ggcegtgect
ﬁccttctgcf
cttgtcageg
ggccagtttt
cctaaggtcc
gtgccttcag
accgtccaac
tccttggttg
agtgttttct
ctgatgatca
agcctcggtg
caggcagtga
ccagtcecag
aagtaccgipg
ttgagatact
catgagéctc
atgaaatgga

gcttcaatca aatgettgac
attggcaagg ggctgeccce
attggctaac atcctctgge
tcaccgeatg tggegattec
ttcacacggg atcgaataaa
gtaatgtggc acécatcaag
cgctcgétga tgtgaaggtc
atctttgtge cttgettget
ttctttgtgt gttttttctc
ctgtgagttt cttrattttg
cctttggaat gtttgtpcta
ggcttctgac agcagetett
cigtgacégg ttttgtcgca
tgaatttgag cacctatgca
tgatcacgtg tggtgtcgtg
gccrgeacca tatcctrgtt
ttgccgaggg aaagttgagy
tgactggtgc cctcgetatg
ctgattttaa gtgctttgtt

ttgacagcac
gtttccatcg
cttgcaattg
tggttgegct
tctgtgaata
ggtcgtrata
ggcceceegeg
cgccgegety
cttgagggty
tccatggget
catgtcctta
tttgacgtaa
aagacccﬁat
gtcgaacccg
gggtccccag
€aagggego9o
ctaagcgaat
ggcadccaca
gccaaaccfg
ctgtggagaa
aatgaggttc
tectggetea
aacaggaaca
gatcttgcgg
ttcctgecte
cacctacttg
ggcgatggag
gaagggotot
agactcaatg
tctgegteca

caatttatcg aggctgecta tgctaaagca cttagagtag

Page

ttgtggcagg
gaggcatggc
ccagctatgt
gtttttcttt
tgcettcagg
Ctaatgttgce
gtgttgcege
cgttgactgg
ctttcagaac
ctggcggggt
cgggcaatte
agggagartt
tctgcacgga
gcgtcattgyg
tgatcaccga
gcattgttac
taagtgaatt
taattaaaga
aactggaagg
tgatgggaca
tchagccgt
cgccatggte
gatggtcact
ccactcaggy
ggatgatggt
ccatcatttt
tgttctetge
cgcaatcctg
acgagpactt
acatgaggaa
aactggceea
4

40
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attcggtatt
tcataggttg
ttgggtacct
gcacecectc
aatcttggcc
tggcettgte
cttggctacc
ccgcaccatg
tcgaaagece
gtttaccatc
agctcgggtt
cgctataget
tggatggact
aaaaggattc
ggccggtgag

gegeecctea -

ctttgctagg
cataagcgag
aggcctctec
tgcctggacy
cetggteegg
tgcgeaagtt
tgectittte
gcafécgttg
tgtgacctca
gtacttgttt
ggctttcttc
cggaatgaat
ggatttcctt
tgcagcgggt
gttggtgcag

5160

5220

. 5280

5340

" 5400 .

5460

5520

5580
5640
5700
5760
5820
5880
5940

. §000-
6060
| 6120
6180

6240
6300
6360

6420 -
6480 -

6540

6660
6720
6780
6840
6900
6960
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gttgataaag rrcgaggtac
caactctcgc ccggtgacat
gacctaaagg ttggtagcac

gggtccaaaa tgaccgtgge gcgegtcgte gacccgacce

gtgcecatcc ceccteccace
gaccgtttga ataagaagaa
gggaaaaagt accagaaatt
cataataaca cagatgagtg
gagaagggaa ctctgtgtgy
tccccatctg gtaagaagtt
gaagctgcaa agctttccgt
actgccaaag aactggagaa
gagcagtgtt taaactgcta
tigttactga aacagcggta
ctgtgaattt aaaagtggcc
acccggttgc gagaccgatc
. ttatagacgt crtgatctcc
ébggaaacac tgggatcgat
aagtcgecact cagtgcgcaa
-aéhttggt;t cccttacaag
ttétgcagaa tacaaggtrt
cagtgcacgc ggctgectge
tcttggeccac gaccatgece
tcctigatta ccttgactct
asgatgecge actgaaagac
ctggagttct tegcottgtg
ttcatcggee ttctacttac
tcccaaccaa ggacattcag
gagaaaactg gcaazactgtc
agactag'ga;c catactcgge
gtggtgttac ccagggcttc
acaagtttaa ggagctacag

actccggtec tgggcaggtg

Page 5

PCTAUIS2005/021973
Sequente Listing.ST25.txt -

tttggccaaa ctrgaagctt ttgetgatac cgtggcacct 7020
tgttgtcgct ctcggeccaca cgectgttgg cagtatcttc 7080
caagcatacc ctccaagcca ttgagaccag agtccttget 7140

ccacgeccce acccgecacce 7200
gaaagttctg gagaatggce ccaacgettg gggggoatgag 7260
gaggcgcagy atggaagccc tcggcatcta tgttatggge 7320
ttgggacaag aattccggtg atgtgtttta tgaggaggtc 7380
ggagtgtctc agagttggeg accctgccga ctttgaccet 7440
acatgtcacc attgaaaaca aggcttacca tgtttacacc 7500
cttggtcccc gtcaacccag agaatggaag agttcaatgg 7560
'ggagcaggcc ctaggtatga tgaatgtcga cggcgaactg 7620
actgaaaaga ataattgaéa_aactccaggg cctgactaag 7680
gccgecageg acttgacccg ctgtggtcge ggeggettgg 7740
aaaatagtca aatttcacaa ccggaccttc accctgggac 7800
agtgaggttg agctaaaaga cgcggrigag cacaaccaac 7860
gatggtggag ttgtgcetcct gegttcecgeg gttccttecge 7920
ggtgctgatg catctcccaa gttacttgcé catcacgggc 7980
ggcacgctct gggattttga gtccgaagcc actaaagagg 8040
ataatacagg ctigtgacat taggcgcggc gacgctcctg. 8100
ctgtaccétg ttaggggtaa ccctgagegg gtgaaaggag 8160
ggagacatac cttacaaaac ccccagtgac actggaagcc 8220 .
cttacgccca acgccactcc ggtgactgat gggcghtccg _8280
tccoggtttp agttatatgt accgacéata ccagcgtctg 8340
aggcctgact gcocctaaaca gctgacagag cacggetgeg 8400
ctctctaaat atgacttgtc cacccaaggc tttgttttac 8460
cggaaatacc tgtttgccca tgtaggtaag tgeccacccg 8520
cctgctaaga attctatggc tggaataaat.gggaacaggt 8580
agcgtccctg aaatcgacgt tctgtgcgea. caggetgtge 8640
accccttgta ctcttaagaa acagtattgc gpgaagaaga B700
accéataact tcatcgcact agcccaccga gcagtgttga 8760
atgaaaaagg cgtttaactc gcccatcgec ctcggaaaga 8820

ccttgaagct gatctcgecat 8880

2q
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cctgecgatcg atccacgect
ttgcctgtge tgaagagcat
- tcacgcagtc cggcgcagtg
ctgtgtctaa caccatttat
tcaaaagtgg tcacccccat
tgctcaaggt tcpaccectg
‘ccaccatgcec aaactatcac
cggacccaaa géagacagca
atgggcgcca getagtcccc
aggcgagtaa tgtttctgaa
cttgtttgga gtatgatcct
cccgcaagga cggctacage
tcaggtccaa ttatgagggg
cgtacgctac tgectgéggc
'étccagicac aatctggtgt
cccctgtagg gaaaggcaca
ccccacggac cgttatcatg
- accaaactcg ccgeggatta
taccagacgg tgattatgct
tcgctgtcg& ttccdatgta
aaacatactg gctccttcaa
agaccatgct tpacatgatt
_caacgctgca attccocgte
gttggtgtcc tggcaagaat
. ttttgaggct tcttagtaaa
cagtgggtft tgattctcat
ccatctggag gtttggacag
tcatgtccat ggtcaacaca
aggtccteac cccctaccac
aaggcgccac attcgatgtg
aaagagccct tgttgcetate

Sequence Listing.SsT25.txt

gcaattgtcc
ctaccgtegt
actaagagag
agrrtggtga
ggccttctgt
athtctﬁtt
tggtgggtty
ataacagact
aaccgtgaca
tactatgcct
gaatggttig
tttcceggea
aagaagtcga
ctcgacgtct
ggccatccag
agccctttag
catgtqgaéc
gtctctgtca
agcaccgect
ttgcgcagea
caggtccagg
agggctttgg
ceeteeccgea
tcettectag
actaccctca
tgctatgttt
aatatctgtg
acccgtgtga
agggaccgag
gttacattgc

accagggcaa

PCT/US2005/021973 ‘E}’

gctggtttge cgccaacctt ctttatgaac

acgtgctgaa
gtggcctgtc
tctatgcaca
tcttacaagi
cggacgacct
aacatctgaa
cgccatcatt
ggatcctege
cagcggetgc
aagaactrgt
cgcegtrett
gagtgtgcgg
gcatttacca
cggottctgg
acgaggtgct
agggtctcac
ggcgtggaat
tgctccctac
ggttcatcat

‘atggtgatgt

ggacgtgecg
ccggtéEgtg
atgaagcagce
cctgtctagg
ttgacatcat
atgccattca
cctacgtgpa
aggacgacgc
atttgcccac
gacacgctat

Page

ctgctgecac
gtctggegac
gcatatggtg
ccagctaaag
cgtgetgtat
trtgatgctg
tctaggetgt
ggccctcgec
aatactcatg
agttggaata
catgtccatg
gtactgcgag
cacccacttc
trcttgtagt
ggaacaagtc
cccccttgat
taggggaaat
ctgcaaagag
cggcccacee
tatttacaca
gttcaacgtc
ggttcgcate
gtattgcaat
agacttcaag
gcctcaaact
gccagattac
aaaacctgtc
catcactatt
taaagattca
ctttgtgtat
b

gacttactgg
ccgatcacct
cttagttact

tttgaggaca

gecgagtete
gggtttcaga
agaataataa
tatcacatga
gacagctgtg
gcgcagtgeg
tgggaaaaac
gceeceggece
caccagcatt
gagtgcaaat

ccgtataage -

ccaggtagat
gaagttggac
atcaacatgg
ggtgctggga
ccaactcacc
ccgdcaggci
ctagceggeg
caccttgatg
caactccacc
caactgaaga
agggacaaac
aggtatggge
gactccagtc
ctcaacagge
gacccacaca

8940 °

9000
. 9060
9120

9180 .

9240
9300

9360 -

9420
9480
9540
9600
9660
9720

. 9780

9840

9900
9960,

10020
10080
10140

10200 "¢
10260 -

10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680

10740

42
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ggcagctgcea .gggcttgtit
actgcgacgg gcagctgatce
ctctaggcaa cggggataaa
ccatttgtgc tgdtctagaa
gattttattt ctcacctgat
actggccegt ggtgtcaace
ttcgocctat ccataiatac
cgétgtttct aggcéctcct
gggctcaagt gcttccggag
aatatcttga tgatcgggag
acgtcaaagg cactaccgtt
tccttcccaa ggaatcagtf
cattgtgcac actgacagat
cccagtccaa gtgctggaaa
aagacaaaac agcctatttc
gctatgcctc gtacatccgt
gccecgecct ttgcaacagg
. tcaccectta tgattacggc
¢ccccggata caaaattctg
aacatacctg gggagtttgaa
ajgaciggga ggattacaat
ccactgccac cagcttgaag
gcctgaattg aaatgaaatg
ttgtggatgc tttcacggag
ttttgtttgg ctrcaccatc
ecgcgatact ccgtacgege

. .PECELLTCILT cccagrgeea,

atgctttggec accataaggt
cgcatcatgg asaaagceagg
tctcgcatta gtagtttgga
gagacctgta aatatttggc
tcaaatgtaa ccatagtgta

PCT/US2005/021973

‘Seflieme Listing.sT25.txt

.gatcttcctg

gtgctggata
tttagggcea
gggtcgagct
ttaacacagt
cagaacaatg
agccgegegt
ggggtcgtgt
acggttttca
cgagaagttg
ggaggatgtc
gcggtagtcg
gtgtacctcc
atgatgttgg
caacttgaag
grtccegtca
agagtcgtcg
gctaaa;fta
gegtgcgegg
tcggatacag
gatgcgtitc
ttttattttc
gggtccatge
ttcttggtgt
geegggge
cctgccatte
agtggacatt
gtcaaccctg
gcaggetgcce
tgtggtgget
ctcccgyctg
taatagcact

caaaaggcac
gaaataacaa
cagacaagcg
ctecgetece
ttgctaaact
aaaagtggee
gcateggtgc
catactatct
gcaccggeeg
ctgcgtecet
atcatgtcac
gggtttcaag.
cagatcttga
acttcaaaga
gtcgctattt
actctacggt
ggtccaccea
tectgtetag
agttctcgtt
cgtatctgta
gtgcgegeea
cccegggece
aaagcctttt
ccattgttga
tggtggtctt
actctgagca
cecacetggg.
attgatgaaa
tggaaacagg
cattttcagce
cccatgetac
ttgaatcagyg

gccegtcaac ctegcagtye
agaatgcacg gttgctcagg
tgttgtagat tctctccgeg
caaggtcgca, cacaacttgg
ccragtagaa cttgcaccte
ggatcggctg gttgecagee
cggctatatg gtgggeccctt
Cacaaaattt gttaagggcg
aattgaggta gnctgccgqg
cccacacggt ttcattggeg
Ctccagatac ctcccgegeg
ccccggaaaa gecgegaaag
agcctatcte cacccggaga
agttcgacta atggtctgga
cacctggrat cagcttgeea
gtacttggac ccctgeatgg
Ct9999995£ gacctcgegg
cgcgtaccat ggtgaaatge
ggatgaccca gttaagtaca
tgagttcacc ggaaacggtg
ggaagggaaa atttataagg
tgtcattgaa ccaactttag
tgacaaaatt ggccaacttt
tatcattata tttttggcca
ttgcatcaga  ttggtttget
attacagaag atcttatgag
gaactaaaca tcctttggag
tggtgtegcg. tcgaatgtac
tggtgagcga ggctacgetg
atctagccge cattgaagec
acaacctgcg catgacaggg

tgtttgetat ttttccaace

Page 7

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520

11580 -

11640
11700
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. 11940

12000
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PCT/US2003/021973
segderte L1sting.sT25.txt qs

cctggttccc ggccaaagct tcatgatttt cagcaatggt taatagctgt acattcctce 12720

atattttcct
atactacgta
tgaattacac
ccggtaggtc
agctagggtt
cctggttgge
tagggaatgt
acgggcagaa
accaacatca
cctcgtggtt
cagttcgagt
ccaagacatc
tcagtgeegt
tgagaattat
_tgagatgagt
gtgtgtcaat
ggtcgaccat
tttagcctgt
gcttgaccge
ttgcrgtget
tgacgctatg
agagtttgt
gccatttcct
ggtatgtcct
ttaggtttge
ttctggacac
gcaaagttga
tggcaaccce
teatgatagc
gatgatatat

ctgttgcage
ctgtttttgg
ggtgtgtcca
tctttggtgc
tatgataccg
gttcttgtec
gagtcgagtt
caccaccttg
agtcgacgge
ggttttaaat
cttgcagata
agttgccetta
acggcgatag
ttacattctt
gaaaagggat
tttaccagct
gtgcggtige
ctttttgeea
gggctgttge
cgccaacgec
tgagctgaat
catctttccc
tgacacagtc
aagtagcatc
aaagaattgc

taagggcaga

ggtcgaaggt
tataaccaga
acggctccac

gccctaaagg

ttcttgtact
tttccgetgg
ccttgectca
aggatagggt
cctggectet
ttcagctaca
tatgttgaca
cctcgteatg
ggcaattggt
gtctcttggt
ttaagaccaa
ggcatcgega
ggacacccgt
ctgatctcct
ttaaggtggt
acgtccaaca

ctrtrtgttg
ttaggggcaa
cceggeaage
atgaccgatg
ccagcpaagg
cggcccagtt

tcaaacatca

.acaacatttc

ttcacctaga
ttctcaggeg
caccaccgea
cteggectct
gtatgttacc
catgctttct
atttggcaat
tgtcaaggag

tccatttcat gacacctgag

ttctgtigge
tcgegattge
agcaacgaca
ggcacagatt
gttttgactc
gctttagtca
tacgcggtct
atgtcctgge
crcratcgtt
catctgatcg
gtttcagegg

aaaaggtgct

tgagtcgegg

aatttgaatg
ttrctttgtg
gcagctceca
ggctagctaa
acattgtctc
ctgtgtctac
gtgcecetgge
gctacgegtg
ggcggtegec
acctcaaaag
aacaatgggg
tttggcgtrt
ccgactgcta

Page

tgctgtggtt
tttttctitc
agccacagag
tggggaggac
ccacttgact
ccatcccgag
actcatctgce
agccgtgttt
aiggcttcgt
ttcgcctgea
gcggcaaget
gaggcgattc
atcacagcca
tcttgecttt
gtgtcaggca
tttacccaac
accatgaggt
tttaqgtatg
gtgtatcgtg
tctacagetg
caaatttgat
ctatggtgec
cgccgggttt
tgcgttgact
taccagatat
tgtcatcata
agttgtgett
tcgtecttag
tctattacct
gggcttetge
8

gcgggttcca
gaactcacag
atctacgaac
gatcatgacg
ggtgtttacg
atattcggga
gccgaacatg
cagacctatt
cccttctttt
aaccatgttt
ttgctgtcet
gcaaaatcce
atgtgacaga
tctatgette
tecgtggetgt
gctccctggt
gggcaactgt
ttggagaaat
ccgtretgtt
atttacaact
tgggcagtgg
ctcactacca
gttcacgggc
tgcttegtea
accaacttte
gagaaaaggg
gatggttccg
atgacttctg
acacgccagt
accttttgat

12780
12840
12900

12960 -

13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500
13560-
13620"
13680
13740,
13800
13860
13920
13980
14040
14100

14160

14220
14280
14340
14400
14460
14520
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cttcctgaat rgtgctttca

taaggtcgeg
agaaacctgg
-tctggcccct
taaccacgca
cgggttaaaa
tgtcaaatat
cagtcaatca
gcaagggacc
cgactgaaga
caatccagac
taagttacac
cagcatcacc
agaatgtgtg

gegaccgtgt

<210> 2

<211> 939
<212> DNA
<213>

<400> " 2
atgtctggga

ggccaagtct
gtttctgagc
ttgccacgtg
atctttceaa |
gtcgcagety
- gtttatgaac
ttegecaatt

ctcactatgg
aaatteatca
gcccaccacg
tttgtcgtee
agcctcgtgt
gccaaataac
gctgtgccag
ggyaaagaaa
tgatgtcaga
cgcetttaat
tgtggagttt
ctcagcatga
gtgaatggca
ggggygtgaga

Sefiuence Listing.ST25.txt
ccttcgggta catgactttc gcgractttc agagtacaaa 14580 .

gagcagtagt
cctecagatg
ttgaaagtge
ggegtecegg
tgggtggcag
aacggcaagc
atgctgggta
aataagaaga
catcacttta
caaggcgct§
agtttgccta
tgggctggca
ctgattgaca
tttaattgge

tgcactcctt
ccgtttgtge
cgcacggttt
ctccactacg
aaaagctgtt
agcagaagag
agatcatcge
aaaacccgga
cccctagtga
ggacttgcac
cgcatcatac
ttcttgagge
ttgtécctCt
gagaaccatg

Porcine reproductive and respiratory

tacttgatcg gtgcacgtgt acccccaatg

actgcacacg atgccteagt
tcggggtgct aggcctéttc
cattccccac tgttgagtgc
tcgcacgaat gaccagtgga
agctttacag agccggecag
ggggttgccg ctggtaccec
ccctacatgt gagtgataaa

'ﬁacctgccgc tcccgeagag 'acccaagect

gcractgrer
tgggccccte
attgcgaace
gccetteacag

atgacattgg tcatgacgce
gtggcgggga tgaagtgaaa
ggctccgeac ctccttcecg
cccctgggtg tggtgttrct

gcacggtctc

tacaggcceg

tcceccgecy
aacctgaact
ctcacccctg
attgtiggac
cctttcccgg
gaagactttt

gtcatgtatg

tttgaagctg tccccgggga
ccccaccaca cagtggacat
atgcgggtcg aacgccaaca

Page
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tggggggtgt actcagccat 14640

ttgctaggee
catccgattg
gtcaacggca
aaacagggag
aaagaagygg
tcagcaaaac
gaagccecat
gcggcaattg
cctgtcagat
tgtgcgectyg
atctcagtgt
aagtcaccta
cggccgaaat

gcaagtacat
cggcaaatga
cattggtgcc
tggtaaacct
gatggccagc
cagtccagag
tttcctctag
tgtctgtcgt
tcagggagga
atccgegtca
ttgaattgga
ttcaattagg
.

syndrome virus

ccagggtgtt
tccttecect

‘aagagccact

gggcetgetg
tccaacaaag
cagtcttgaa
ctgtccctgg
gagcaactca
gccedtrtga
tggccgaaag

tatggcggag
gaacctccaa
ccagtogacg
gct?ictgca
aatggtacgg
ggctctacaa
agtggccgtt
cgtgttgacc
gtgtgctatg
gaaagtctce
gttgaagttg
gtctaagttc
cggctgectt

14700

14760

14820
14880

14940
15000
15060

15120

15180
15240
15300
15360

15411

60
120
180
240

360
420
480
540
600
660
720

780

e A
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sequence Listing.ST25.txt

PCT/US2005/021973

cccgctgaca ctgtccctga aggcaactge tggtggager tgtrtgactt gettccactg
gaagttcaga acaaagaaat tcgccatgct aaccaatttg gctaccagac caagcatggt

gtctctggca agtacctaca geggaggetg caagttaat

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

<400> 3
aatggtctcc gagcagtaac tgacctaaac ggacctatcg

aaggagagtt ggatccgcca tttgaaactg gcgggagaac
gacctcctca gaataagggt tgagcctaac acgtcgccat
attttccggt ttggcagtca caagtggtac ggogetggaa
tcttgtgcpa ctgctacagt cgctggecge geotttgteeg
aaggagcacg aggrtgccgg cgccaacaag gctgageace
gccgaaggga attgtggttg gcactpeatt tccgecatcg
aaatttgaaa ccacccttcc cgaaagagtg agacctccag
" gatcrtgtga atgccatcca aatcctcaga ctccctgegg
_ tgtactagcg ccaagtacgt acttaagetg gaaggtgage

cctgggatgt ccccttettt gcteecctett gaatgrgtte
ggcggtcttg gttccccaga tgcagtegag gtetccggat
cggctggetg aggtgatgca cctgectage agtgetatce
tctggcgatt ccgatcgttc ggettctccg gtcaccaccg
tttgcccgtec acagcggagg gaatcaccct gaccaagtge

ctttgtcagg tgattgagga ctgctgctgt tcccagaaca

3
957
DNA
Porcine reproductive and respiratory

<210> 4
<211> 976
<212> DNA

<213> Porcine reproductive and respiratory

<400> 4
cccggagpag gtcgcagcaa agattgacct gtacctccgt

atgcttggcc aggcttgaga aagcgcgccc gecacgegta
ggatgttgtg ctccctgggy ttgaggcgge aacccagacy
ccagtgtcgt gctcrggtce ctgttgtgac tcaaaagtce
cctgaccgee ttttcactgg ctaactacta ctaccgtgcg
ccgtgaaaga ctaaccgccg tgotctccaa gttggaaaag

syndrome virus

tcgtacagta
ccagctactc
tggctgacaa
agagagcaag
ttcgtgaaac

“tcaaacacta

ccaaccggat
atgactggac
ccttagacag
attggactgt
agggctgttg
ttgaccctge
cagecgetct
tgtggactgt
gcttagggaa
aaaccaaccg

cttctcegtt
tgggtttgag
ggaagaaaaa
aaaagcacgc
ccggeaggee
ctcccegect
ggtgaattcc
tactgacgag
gaacggtgct
cactgtgacc
tgggcacaag
ctgcettgac
ggccgaaatyg
ttcgcagtte
aattatcagc
gatcacc

syndrome virus

ggtgcaacaa

atcttgaaga

atcgacacct cctttgattg

atcaagctge cccaggtcaa
ttggacaaca actcggtcce
caaggtgacg aagttcgtca
gttgttcgag aagaatatgg

Page 10

840
9200
939

60
J20
180
240
300
360
420
480

540 .

720
780
840
200

T 957

60
120
180
240
300
360

A

4o

A
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gétcatgcca accgageetg
agaccagatg gaggaggact
- ggcctgggea gtcgagcagg
accaccaccec cctecgecaa
ggagagaaag cctgtcecccg
ttcattaggc ggcgatgtec
tctccegace ccacctgage
gcaatgcatc ttcaggcegg
cggaactgtg tctcgaccgg
gcgtaagttt cagcaggtga
cgagccccty gatttg

<210>

<211
<212>

5
954
DNA :

Seqlente Listing.ST25.txt

gtccacggec
tgctgaaact
ttgacctaaa
aagttcagcc
cceegegeag
ctaacagttg
cggcaacacc
cgacaccctt
tgacaccctt
aaagattgag

PCT/US2005/021973 M

cacactgcca cgegggetcg acgaactcaa

ggctaacgce cagacgactt cggacatgat
aacttgggtc aagaactacc cgcggtggac
tcgaaaaacg aagcctgtca agagettgec

gaaggttggg tccgattgtg gcagcceggt

ggaagatttg gctgttagta gccectttga
ttcaagtgag ctggtgattg tgtcctcacc

gagtgagccg getccaatte ccgcaccteg

gagtgagccg atccctgtge ccgcaccgeg
ttcggeggeg gcaatcccac cgtaccagga

<213> Porcine reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 5 -

caggacgagc ccctggattt gtctgottcc tcacagactg

gcaccgccge agagcggagg
_agtgaaatct cggacatgtc
ttgtccageg tgagaatcac
goggecctgea gtgggeatct
gcatgtgatg cgactaagct
gatcgggtgg acatgctgac
gatggcaggt taasagttcct
gagtttgtga tgatgcctca
attggctcag ttgctactga
gagatggcca accagggace
_grcaacgacc cccggatatc
ggcacaggtg gcgccggetc
3999gggggc cgtttcggac
cgtcaggttt ttgacctegt
ggcggtagtt attctccygg

cgttctggga
gggtaacatt

gtagaggggc
aaacctgcgt

acgcccaaaa ‘tactcagcetc

ccaagaggta
tgatgaecct
ttggcgcaac
cccaaaaatg
cacgcctgea
agatgttcca
cttggcctte
gtcgcggagg
ttttaccgat
ggtaaaaaga
ctcccatete

tgattggggt

aaggaaacat
gctacgcagg
acgtctgttt
atactcgaga
ccttecgtag
cgcatccteg
tccgaggata
cctgacgaga
ttgccgeett
aaagctgaaa
cctgtttct
tttgcagett

aatatgaggc
atgaagctga
cEgtgtcatc
aagccatcat
gccttagtgt
aatggettte
accaggcgat
caccgceegec
gtgcggagag
agaaaataga
aaccggtaga
gcacatcagce
cagatggcge
ggctctttga
tctcacgect
ttactctatt

Page 11

ctctecccceca

ggaaaccctg
aagcagctcec
cgactcggéc
catgcgegag
tcgcatgrgp
ttgcacctta
ctatccgtgt
cgaccttace
aaatgtcggce
tgaccaactt
ttcgtccgea
ggatgcgg;c
ccaactgagc
tttctéccct
gtoc

420

480
540
600

660 .

720
780
840
900
960
976

60

120
180

240

300

360
420

480

540

600
660
720
780

900
954

o

'
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210> .6

<211> 939
<212> DNA
<213>

<400> 6
ttgtgccter

ttttctgggt
gttggtctgt
gagtgtagaa
cttgttotgg
cgctgcatct
gcttacgtgc
cCtaatgagg
gacctgtgcg
tggcgcgggt
Tttgcccaat
cccaaccaag
gcggtcccaa
- ggagtgaaag
ctceggtetg
datggattaa
S5 s
. S e
<400> - 7

Sequerice Listing.sT25.txt

Porcine reproductive and respiratory

ttrtatgtta cagttaccca gcctrtggta

cttcfcggcg cgttcgaatg ggagttrttg
tcaagcctgt gtccgaccca gtcggogetyg

acatccttca

‘gceccgtegg

ggcacrttet
tttctcaagg
tcgettttaa
atcggtrttg
gctgggeegg
tggatgaaaa
ccgtaaagtg
aagtggtcaa
ttgaccctga
gctactccac

aaatcaggca

ttettttoag
tcteggtctt
gctraggctt
taggtgtaaa
cgtgtttcct

tgcgccaaaa

ccgaagcccc
gaagattacg
cttgcgggta
ggtttccget
ttgcagggtc
cacaaag&tc
aatttccaag

cttctcaaac
gccattettg
ggcattgrtg
aagtgctggg
ttcacacgtg

ggaatggacc

atrtgagcaac
gctaggactg
ttgcagtcgg
gttccattcc
gtggttgacc
gtcctiggtg
ccttcaggg

Porcine reproductive and respiratory

ggaggcccac atctcatgge tgccctgeat gttgeoctget

gctgggattt
gctaacccgt
atttcccaac
gaaattgcct
'tgtaiggctg
acctggttgc
atcctatggt
gtgttgttgg

atgtgactgc
ttgccgtecce

ggtgggttct
tggctacgga

tgcggcaccg
cctggctcte

acggccttac cctgeccttg acagcacttg

tggtcgtttt
acatgctgtg
tttgtgtgtt
tggtgttttt
tttctctttg

‘gatttttgtt

tgttrtpctt gcaattgcca

tccttgetag

cttgatttct gtgaatatgc
gcttettggt cgttatacta

tccateggag

ttgcgetgtt

syndrome virus

ttgctccect

gctgctggtt
cttgtgagtt
cttgggaccc
gcaggttact
cagactgtat
patcttgtat
cgaccaggtc
ccatttrret
cctctgaaaa
tggtcgecca
gtggggcgat
gagceccett
ctgacacttt
taggggactt

syndrome virus

cgatggctct
gcaccaacga
tctgeacgte
tggcgggatt
gcatggctca
gctatgttrg
tttctttgca
cttcaggaat
atgttgctag

Page 12

PCT/US2005/021973
ctrgogtgto 60
ggcttttget 120
tgactcgeea 180
tgttcgcage 240
gggcggggca 300
cttggcetgga 360
aagaactgct 420
gtcacttatc 4180
cgccactggg 540
acccatcgeg 600
gecttatgac 660
ggtggctaag 720
ctttcccact 780
cactgcagcet 840
tgcccagetg 900

939
écacatgctt 60
cccgtggtgce 120
caggttgtgce 180
cggtattcaa 240
taggttgagc 300
gotacctctt 360
ccecectcace 420
cttggccatp 480
ccttgtcacc 540

K\

%<
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ccctacgaca ttcatcatta

ttraccccot

gggaaagtca agtgcgtaac tgccgcacat gtccttacgg gcaattcagC tegggrtrec |

cccagettgg

ggqggtcggct tcaatcaaat

tgcccgaatt

<210> 8

<211> 957
<212> DNA
<213>

<400> 8
tgcacggatg

gtcattggaa
atcaccgagg
attgttacgc
;gtgaattcf
] attaaagaci
ctggaaggag
atgggacatg
ccagecgtcee
ccatggtctg
tggtcacttyg
actcaggggc
- atgatggttg
atcattttgt
ttctctgcgg

caatcctgeg gaatgaatca

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

<400> 9

9
852

ggcaaggagc

gatggactgg
aaggattcgc
ccggtgaget
gccectcagg
ttgctgggec
taagcgaggt
gcctctecac
cctggacgcee
tggtccggag
cgcaagttct
cctttttcag
atccgttgea
tgacctecace
acttgtttaa
ctttcttctt

sequerice Listing.ST25.txt
caccagtggc ccccgeggtg ttgccgcctt ggectaccgea

ccagatggga cctacttggc cgetgtecge cgegetgegt tgactggecg caccatgetg
gtctcttctt gagggtgett tcagaactcg aaagccctca
ctgaacaccg tcaatgtgat cgggtcctce atgggetctg gcggggtgtt taccatcgac

PCT/US2005/021973

gcttgacttt gacgtaaagg gagatttcgc tatagctgat
tgcccccaag acccaattct gcacggatgg atggact

ccgtgectat
crectgettc
tgtcggegtt
ccagttttgt
taaggtcccyg
gccttcagat
cgtccaactt
cttggttget
tgtttrctee
gatgatcagg
cctcggtgcea
ggcagtgatg
agteccagty
gtaccgtggc
gagatacttt

tgagtctctg

Porcine reproductive and respiratory

tggctaacat
accgcatgtg
cacacgggat
aatgtggcac
ctcggtgatg
ctttgtgcet
ctttgtgtgt
gtgagtttct
tttggaatﬁt
cttctgacag
gtgaccggtt
aatttgagca
atcacgtgty
ccgcaccata
gccgagggaa
actggtgccc

- DNA
Porcine reproductive and respiratory

atgagactca atgacgagga cttggatttc cttatgaaat
gtttctgcgt ccaacatgag gaatgcagcg ggtcaattta 11:3cgaggctgc ctatgctaaa
Page

syndrome virus

cctetggegt
gcgattcegg
cgaataaaca
ccatcaaget
tgaaggtcgg
tgcttgetge
ttrttctect
ttattttgaa
ttgtgctatc
cagctcttaa
ttgtcgeaga
cctatgeatt
grgtcgtgea
tcettgttog
agttgaggga
tcgctatgag

cgaacccgge
gtccccagtg
aggggggggc
aagcgaatta
cagccacata
caaacctgaa
gtggagaatg
tgaggttctic
ctggctcacg
caggaacaga
tcttgeggee
cctgcctegg
cctacttgee
cgatggagtg
aggggtgtcg
actcaat

syndrome virus

ggactgattt

taagtgcrtt

600 .

660
720
780

840

900

957

120

180
240
300
360
420

480

540
600

660
720"

780
840
900
957

60

120

s

QL

o
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gcacttagag tagaactggc
aaacttgaag cttitgctga
‘gcteteggee acacgectgt
accctccaag ccattgagac
gtcgacccga cccccacgec
ctggagaatg gceccaacge
aggatggaag ccctcggcat
aagaattccg gtgatgtgtt
ctcagagttg gcgaccctgc
accattgaaa acaaggctta
ccecgtcaace cagabaatgg
‘gcectaggta tgatgaatgt
agaataattg ac

10

917
DNA

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

<400> 10
gcttggttgt tactgaaaca

tgggacctgt gaatttaaaa
accaacaccc ggttgcgaga
cttegettat agacgtcttg
acgggccggg aaacactggg
aagaggaagt cgcacteagt
ctectgaaat tggtetcect
aéggagttct gcagaataca
gaagcccagt gecacgegget
gctcegtett ggccacgace
cgtctgtect tgattacctt
gctgcgalgﬁ tgccgcactg
ttttacctgg agttettege
cacccgttca tcggectict
acaggttccc aaccaaggac

seyoence Listing.sT25.txt

ccagttggtg
taccgtggca
tggcagtatc
cagagtectt
cccacccgea
ttgggggyat
ctatgttatg
ttatgaggag
cgactttgac
ceatgtttac
aagagttcaa

‘cgacggcgaa

gcggtaaaaa
gtggccagtg
ccgatcgatg
atctccggtg
atcgatggca
gcgcaaataa
tacaagctgt
aggtttggag
gcctgectta
atgcccceeg

caggttgata
cctcaactct
ttcgacctaa
gctigggtcca
cccgtgecca
gaggaccgtt
ggcgggaaaa
gtccataata
cctgagaagg
acctccccat
tgggaagctyg
ctgactgcca

porcine reproductive and respiratory

tagtcaaatt
aggttgagct
gtggagttgt
ctgatgcatc
cgctctggga
tacaggcttg
accctgttag
acatacctta
cgcccaacge
ggtttgagtt

gactctaggc ctgactgccc
aaagacctct ctaaatatga
cttgtgcgga aatacctgtt
acttaccctg ctaagaattc

attcagagcg tccctgaaat
Page

ahgttggagg
cgcecggtga
aggttggtag
aaatgaccgt
tceccetecc
tgaataagaa
agtaccagaa
acacagatga
gaactctgtg
ctggtaagaa
Caaagctttc

aagaactgga

tactttggcc
cattgttgtc
caccaagcat
' ggegegegtc
accgaaagtt
gaagaggege
attttgggac
gtgggagtgt
tggacatgtc
gttcttggtc
cgtggagcag
gaaactgaaa

syndﬁbﬁe virus.

tcacaaccgg
aaaagacgcg
gctecctgegt
tcccaagtta
ttttgagtcc
tgacattagg
gggtaaccct
caaaacccce
cactccggty
atatgtaccg
taaacagctg
cttgteccacc
tgcccatgta
tatggctgga
cgacgttctg

14

-accttcacce
gttgagcaca
tccgeggtte
cttgcccatc
gaagccacta
cgcggegacy
gagcgggtga
agtgacactg
actgatggpc
accataccag
acagagcacyg
caaggctttg
ggtaagtgee
ataaatgggya
tgcgcacagg

PCT/US2005/021973 :;\ ‘eggf'

180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
852

60
120
180
240
300
360
420
480
540

660
720
780
840
900
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WO 2006/002193 PCT/US2005/021973
Sefyaence Listing.ST25.txt

ctgtgcgaga aaactgg 917y
% 7

:ﬁ%: gg?'ci ne reproductive and respiratory syndrome virus

<400> 11 .

gctgtgcgag aaaactggca aactgtcacc ccttgtacrc ttaagaaaca gtattgcggg 60
aagaagaaga ctaggaccat actcggcacc aataacttca tcgcactage ccaccgagca 1?0
gtgttgagty gtgttaccca gggcttcatg aaaaaggcgt ttaactcgcc catcgceccte 180
goaaagaaca agtttaagga gctacagact ccggtcctgg gcaggigcct tpaagctgat 240
ctcgcatcct gegatcgatc cacgcctgea attgtccgct ggtttgccge caaccttctt 300
tatgaacttg cctgtgctga agagcatcta ccgtcgtacg tgctgaactg ctgccacgac 360
ttactggtca cgcag‘tccg§ cgcagtgact aagagaggtg gcctgtcgtc tggcgaccecg 420
atcacctctg tgtctaacac catttatagt ttggtgatct atgcacagca tatggtgetrt _ 480
agttacttca aaagtggtca cccccatgge cttci:gttct ticaagacca gctaaagttt 540
gaggacatgc tcaaggttca acccctgatc gtctattcgg acgacctcgt getgtatgec 600
gagtci:ccca ccatgccaaa ctatcactgg tgggttgaac atctgaattt gatgctgggg 660'
- tttcagacgg acccaaagaa gacagcaata acagactcgce catcatttct aggctgtaga 720
ataataaatg ggcgccaget agtccccaac cgtgacagga tcctcgegge cctcgectat 780
cacatgaagg cgagtaatgt ttctgaathc fatgcctcag cggctgcaat-_actcatghac 840
agctgtgctt gtttggagta tgatcctgaa tggtttgaag aacttgtagt tggaatageg 900
cagtgcgecc gcaaggacgg ctacagcttt cccggcacge cgt'tcttcat gtccatgtgg 960
gaaaaactca gg ' 972
S gts

:%E; mci ne _reproduct'Ive and respi ratory syndrome virus

<400> 12

atgtgggaaa aactcaggtc caattatgag gggaagaagt cgagagtgtg cgggtactgc 60
ggggccecgg ccccgtacge tactgocctgt ggectcgacg tctgeattta ccacacccac 120
ttccaccagc attgtccagt cacaatctgg tgtggccatc cagcgggtrce tggtrctigr 180
agtgagtgca aatcccctgt agggaaaggc acaagccctt tagacgaggt gctggaacaa 240
gtcccgtata agcccccacg gaccgttitc atgcatgtgg agcagggtct caccccectt 300
gatccaggta gataccaaac tcgccgcegga ttagtctctg tcaggegtgg aattagggga 360

W

SV

&
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aatgaagttg gactaccaga
gﬁgatcaaca tggtcgctgt
_cccggtgetg ggaaaacata
acaccaactc accagaccat
grcccggeag :

atcctagecg

gcacaacgct
gcgottagtg
aatcaccttg atgttttgag
aa&caactcc acccagtogg
actcaactga agaccatctg

tacagggaca aactcatgtc
gtcagg

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

<400> 13 .

13
783
DNA

- gtggaaaaac ctgtcaggta

gacgceatca ctattgactc
cccactaaag attcactcaa
gctatctttg tgtatgaccc
ggcacgcceg tcaacctcge
aacaaagaat gcacggttgce
aagcgtgttg tagattctct
_ctecccaagg tcgcacacaa
aaactcccag tagaacttge
tggccggatc.ggctggtiqc
ggtgccgget atatggtagg
tatctcacaa aatttgttaa
ggccgaattg aggtagactg
tce

3D 794

<212> DNA
<213>»

seguence Ljsfing.STZS.txt

cggtgattat
cgcttecaat
ctggctcctt
gcttgacatg
gcaattccce
tectggeaag
gcttcttagt
ttttgattct
gaggtttgga
catggtcaac

tgggcaggre
cagtcaaggc
caggcaaaga
acacaggcag
agtgcactge
tcaggctcta
ccgegecatt
cttgggattt
acctcactgg
cagccttcge
cecttcggty
gggcgoggcet
ccgggqaiat

gctagcaccy
gtattgcgca
caacaggtec
attagggctt
gtecectecc
aattccttcc
aaaactaccc
cattgcratg
cagaatatct
acaacccgtg

Porcine reproductive and respiratory

cteacccect
gccacattcg
gceettgttg
ctgcagggct
gacgggeage
ggcaacgggy
tgtgctgate
t_att}ct;ac
ccegtggtgt
cctatccata
tttctaggea
caagtgcttc
cttgatgatc

ccrtgetooe
gcaggttcat
aggatggtga
tggggacgty.
geaceggtee
tagatgaagc
tcacctgtct
tttttgacat
gtgatgccat
tgacctacgt

syndrome vi

accacaggga
atgtggttac
ctatcaccag
tgtttgatct
tgatcgtget
ataaatttag

tagaagggtc

Ctgatttaac

caacccagaa
aatacagccg
ctcctggggt
cggagacggt
gggagcgaga

Page 16

PCT/US2005/021973
tacctgcaaa 420
catcggecea 480
tgttatttac 540
ccggtrcaac 600
gtgggttcgc 660
agcgtattge 720
aggagacttc 780
catgcctcaa B840
tcagccagat 900
ggaaaaacct 960

966

rus
ccgagaggac 60
attgcatttg 120
ggcaagacac 180
tcctgcaaaa 240
ggatagaaat 300
ggccacagac 360
gagctctecg 420
gcagtttgct' 480
caatgaaaag 540 -
cgcgtgeatc 600
cgtgtcatac 660
tttcagcacc 720
agttgctgeg 780
' 783

porcine reproductive and respiratory syndrome virus

2
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<400> 14
gagcgagaag

gttggaggat
gttgcggtag
gatgtgtacc
aaaatgatgt
ttccaacttg
cgtgttcceg
aggagagtcg
ggcgctaaaa
ctggcgtgcg
gaatcggata
aatgatgcgt
aagttttatt

ttgctgegte
gtcatcatgt
tcggggttte
tcccagatct
tggacttcaa
aaggtcgcta
tcaactctac
tcgggtecac
ttatcctgtc
cggagttctc
cagcgtatct
ttcgrgegeg
ttcccccggg

sequence Listing.ST25.txt -

cctcccacac
cacctccaga
aagccccgga
tgaagcctat
agaagttcga
tttcacctgg
ggtgtacitg
ccactggggg
tagcgcgtac
gttggatgac
gtatgagttc
ccaggaaggg
ccctgtcatt

ggtttcattg
tacctcecge
aaagccgega
ctccaccegg
ctaatggtct
tatcagcttg
gacccctgea
gcigacctcg
catggtgaaa
ccagttaagt
accggaaacg
aaaatttata
gaaccaactt

gcgacgtcaa
gegtccttec
aagcattgtyg
agacccagtc
ggaaagacaa
ccagctatge
tgggceccge
cggtcaccec
tgccccecgg
acaaacatac
gtgaggactg
aggccactgc
taggcctgaa
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aggcactacc 60
caaggaatca 120
cacactgaca 180
caagtgctgg 240
aacagcctat 300 .
ctcgtacatc 360
cctttgcaac 420
ttatgattac 480
atakaaaatt 540
ctgggggttt 600
ggaggattac 660
caccagcttg 720
Etga 774

B

<A
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VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSV
SOLICITUDES RELACIONADAS

Esta solicitud reclama el beneficio de la Solicitud Provisional Serie No.
60/581,350, presentada en Junio 17, 2004, cuyas ensefianzas y contenido se

incorporan expresamente aqui como referencia.
LISTADO DE SECUENCIAS

Un listado de secuencias impreso acompafia a esta solicitud, y también ha
sido presentado con contenido idéntico en la forma de archivo ASCII legible por

computadora en un CD-ROM.
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la Invencién

La presente invencion se relaciona ampliamente con vacunas para el
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS). Mas particularmente, la
invencién se relaciona con la prevencion del PRRS en cerdos mediante la
administraci6n de una vacuna que comprende subunidades de ADN del virus
PRRS (PRRSV). Todavia méas particularmente, la invencion pertenece al uso del
cuadro de lectura abierto 1 (ORF1) en una vacuna de subunidad de ADN que
suministra inmunidad protectora contra el PRRSV a los cerdos. Ain mas

particularmente, la invenciéon pertenece al uso de porciones seleccionadas de
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ORF1 tanto solas y en combinacién con otras porciones del genoma PRRSV o en

combinacién con otras vacunas contra el PRRSV.
Descripcién de la Técnica Anterior

El PRRS es una enfermedad importante o principal en la industria porcina a
nivel mundial. El PRRS es causado por la infeccion del PRRSV. Actualmente, hay
vacunas vivas modificadas (MLV) disponibles que, cuando son usadas
correctamente, suministran a los cerdos la proteccién contra la enfermedad clinica
resultante de la infeccion con el PRRSV. Las vacunas PRRS MLV requieren la
replicacion en el animal vacunado para poder asegurar que una respuesta inmune
eficaz es inducida (por ejemplo, ver Meng, XJ., Heterogeneity of Porcine
Reproductive and Respiratory Syndrome Virus: Implications for Current Vaccine
Efficacy and Future Vaccine Development; 74 Vet. Micro., 309-329 (2000)). Sin
embargo, tal replicaciéon presenta problemas en que el PRRS MLV puede persistir
en el animal durante varias semanas después de la vacunacion y también puede
esparcirse a otros cerdos que muestran estado negativo del PRRSV. El
asparcimiento del PRRS MLV de los animales vacunados puede ser un problema
en algunos grupos de cerdos que no tienen buenas medidas de bioseguridad en
lugar de prevenir el esparcimiento del PRRSV MLV de los animales vacunados a
una poblacion libre de PRRSV. Aunque millones de dosis de PRRS MLV han sido
usadas sin emision, hay reportes esporadicos en la literatura en cuanto a la
habilidad del PRRS MLV para revertir a una cepa tipo silvestre dal PRRSV mas
virulenta. Los inventos para resolver los problemas del esparcimiento del PRRS
MLV y la posible reversién a virulencia han sido tratados mediante la utilizacion de
una vacuna que comprende el virus PRRS inactivado (es decir PRRS KV). Sin

embargo, la investigaciébn ha mostrado que a pesar del hecho de que el PRRS KV
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puede inducir una respuesta humoral fuerte en el puerco vacunado, no es efactiva

para prevenir la enfermedad asociada con el PRRS.

De acuerdo a lo anterior, lo que se necesita en la técnica es un método de
vacuna y la vacuna que podria inducir la respuesta inmune protectora, sin los
problemas asociados con el PRRS MLV. Preferiblemente, la administracion de la
vacuna no replica activamente en el animal vacunado e induce una respuesta

inmune humoral fuerte y mediada por céliulas.

RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencion resuelve los problemas inherentes y el estado de la
técnica suministra un avance distinto en el estado del arte para suministrar
vacunas de ADN de PRRSV. Teéricamente, el plasmido de la vacuna de AND que
expresa en antigeno PRRS sirve como una plantilla para sintetizar antigenos de
PRRSV (es decir similares al PRRS MLV), pero también tiene la caracteristica de
no replicar activamente en el animal (es decir similar al PRRS KV). Los
inmunogenes protectores requeridos para inducir una respuesta en el anfitrion
protectora contra el PRRSV no son conocidas. Ya que el PRRS MV puede inducir
una respuesta protectora en cerdos vacunados, resultd que la replicacion del
PRRS MLV del animal vacunado debe inducir tanto una respuesta humoral fuerte

como una respuesta inmune mediada por células en el animal vacunado.

El ORF1 del PRRSV cadifica para la maquinaria de replicacion necesaria
para la replicacion del PRRSV y la generacidn de nueva progenie. La ORF1 tiene
dos regiones, designadas como ORF1a y ORF1b, que comprenden el complejo de
replicacién del ORF1, (Dea, et al., Current Knowledge on the Structural Proteins of

Porcine Reproductive and Respiratory Syndrome (Prrs) Virus: Comparison of the

3
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North American and European Isolates; 145 (4) Archives of Virology, 659-688
(2000)). Las proteinas codificadas por el replicador se piensa que son
inmunogenes clave en otras familias de virus (Leitner et al., DAN y RNA-Based
Vaccines: Principles, Progress and Prospects; 18 Vaccine 765-777 (2000)).
Cuando una célula es infectada con el PRRSV, la actividad del replicado viral
puede suministrar un efecto adyuvante poderoso a medida que los antigenos
asociados al replicado son expresados durante la infeccidbn de la célula. Los
antigenos asociados al replicado pueden servir como “seflales de peligro”
generadas en células transfectadas e inducir unas respuestas fuertes inmunes en
el anfitrion (es decir IFN, HSP, apoptosis). Asl, las “sefiales de peligro® asociadas
con el replicado podrian ser una factor clave en porque el PRRS MLV puede
inducir la proteccién mientras que un PRRS no replicante (es decir antigeno

inactivado en el PRRS KV) no confiere proteccién de la infeccion.

El ORF1 es de cerca de 12000 nucledtidos en longitud lo que hace la
transfeccion y la expresion adecuada es una célula eucaridtica dificil. Asi, el ORF1
fue divido secuencial y arbitrariamente en secciones mas pequefias usando la
Expression Library Immunization (ELI) como una heramienta para determinar los
inmunogenes protectores de los diversos patégenos. El ELI divide el genoma de
un patégeno particular en fragmentos pequefios que son clonados en un vector de
vacuna de ADN y de ahi en adelante administrados a un anfitrion para determinar
si cualquier fragmento es capaz de inducir una respuesta inmune (Johnston and
Barry; Genetic to Genomic Vaccination; 15(8) Vaccine, 808-809 (1997)).
Preferiblemente, la respuesta inmune es protectora. La invencidn es predicada
bajo la hipétesis de que las respuestas inmunes en anfitriones a las proteinas
generadas por el ORF1 son esenciales para la proteccion contra la infeccion

PRRSV. Es relativamente facil colocar las regiones que codifican para el PRRSV

XSO
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ORF2-7 en un vector de vacuna de ADN ya que el rango de los ORF es de 317 a
720 nucledtidos en longitud. Como se anotd anteriormente, el tamafio de la regién
ORF1 del PRRSV es de cerca de 12000 nucledtidos en longitud. Colocar una
regién de este tamafio en un vector de vacuna de ADN no serla manejable para
en cuanto a la transfeccion y la subsecuente expresion en una célula eucaridtica.
De acuerdo a lo anterior, fue esencial romper la region ORF1 en secciones mas
pequefias para asegurar mejor una expresion adecuada de todas las areas del
ORF1. La Expression Library immunization (ELi) ha sido empeiada como una
heramienta para determinar los inmunogenes protectores de los diversos
patogenos. La ELI emplea que romper el genoma de un patdgeno particular en
fragmentos pequefios. Estos fragmentos pequefios son antonoe;s clonados en un
vector de vacuna de ADN luego administrados al anfitrion para determinar si
cualquier fragmento es capaz de inducir una respuesta inmune protectora. Aqul,
en la técnica del ELI ha sido modificada para desarrollar una vacuna de ADN
contra el PRRSV que secuencialmente comprendida de la regién codificadora del
ORF1 del genoma PRRSV. Este método ha sido designado como SELI
(inmunizacién de la libreria de expresidn secuencial). Esto es en contraste a
Barfoed et al., (DNA Vaccination of Pigs with Open Reading Frame 1-7 of PRRS
Virus; 22 Vaccine, 3628-3641 (2004)) que usé la regién ORFI completa como una

vacuna de ADN.

Las vacunas de la presente invencibn comprenden porciones del PRRSV
ORF1 solo, en combinacién con otras porciones del PRRSV ORF1, y juntas con
otras composiciones efectivas para generar una respuesta inmune contra [a
infeccidon PRRSYV incluyendo otras vacunas de PRRSV. Las porciones ORF1 (itiles
para los propésitos de la presente invencién son de tamafo suficiente para invocar

una respuesta inmune en un animal que recibe la vacuna. Preferiblemente, la
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porcién incluird hasta cerca de 9000 pares base, mas preferiblemente, la porcidn
ORF1 incluird entre cerca de 21 a 9000 pares base de nucledtidos contiguos, y
todavia mas preferiblemente entre cerca de 21 a 8000 pares base de nuclettidos
contiguos, y atn mas preferiblemente entre 21 a 3000 pares base de nucledtidos
contiguos, y todavia mas preferiblemente entre cerca de 21 a 2000 pares base
nucleétidos contiguos, ain méas preferiblemente entre cerca de 21 a 1000 pares
base de nuclettidos contiguos, todavia ain més preferido entre 21 a 500 pares
base de nucledtidos contiguos, y alin mas preferiblemente entre cerca de 21 a 300
pares base de nucleétidos contiguos, y adn méas preferiblemente entre cerca de 21
a 300 pares base de nucledtidos contiguos, y alin mas preferiblemente entre cerca
de 21 a 150 pares base de nucleétidos contiguos, y alin mas preferiblemente entre
cerca de 21 a 75 pares base de nucleétidos contiguos, y todavia mas
preferiblemente entre cerca de 21 a 50 pares base de nucledtidos contiguos, y ain
mas preferiblemente entre cerca de 21 a 25 pares base de nucleétidos contiguos,
todavia mas preferiblemente enire cerca de 21 a 23, y todavila mucho mas
preferiblemente cerca de 21 pares base de nucledtidos contiguos. La proteina
resultante de cualquiera de estas porcionas preferidas es también una parte de la
presente invencién. Cualquier ORF1 o porcién de él de cualquier cepa de PRRSV
podria ser usada para propésitos de la presente invencién, sin embargo, se

prefiere usar una cepa que sea virulenta.

La porcién o porciones seleccionadas pueden ser clonadas en vectores de
expresion adecuados. Ejemplos de vectores adecuados incluyen los vectores de
adenovirus, los vectores de Shigella, el pvC1650 (Valentis, Inc., Burlingame,
Califomia), WRG720 (W.R. Grace, New York, New York) y el pcDNA3 (Invitrogen,
Carisbad, Califomia). Algunos vectores preferidos contienen el promotor del

citomegalovirus temprano inmediato, el intrén A, y una porcién de adenilacién poli-
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a (por ejemplo la hormona de crecimiento bovino (BGH) o la hormona de
crecimiento humano (HGH)). Adicionalmente, las proteinas de PRRSV purificadas
podrian ser expresadas en cultivos de células de insectos usando, por ejemplo, el
sistema de expresion de baculo virus. Tales proteinas podrian entonces ser
combinadas con un adyuvante y administrada. Por su puesto, aquellos versados
en la técnica podrian ser capaces de seleccionar sistemas de expresion
adecuados y vectores adecuados que puedan dirigir la expresion de diversos ORF
de los PRRSV en células eucaridticas. Preferiblemente, después de clonar las
porciones respectivas del ORF1 en un vector de expresion adecuado, la

orientacion del clon es verificada.

En un ejemplo de la presente invencion, el virus VR-2332 del PRRSV fue
seleccionado para el uso de acuerdo con la presente invencion. EI Genbank
UB87392 fue usado para generar 13 clones sobrepuestos de ORF1. Este ORF1
incluye 12,071 pares base de nucledtidos. Las porciones varian en tamafio entre
773 bp a 975 bp. Los clones fueron designados con las letras A-M con clon A
(SEQ ID No. 2) siendo de 939 bp, clon B (SEQ ID No. 3) es de 957 bp, el clon C
(SEQ ID No. 4) es de 976, el clon D (SEQ ID No. 5) es de 954 bp, el clon E (SEQ
ID No. 6) es de 939 bp, el clon F (SEQ ID No. 7) es de 957 bp, el clon G (SEQ ID
No. 8) es de 957 bp, el clone H (SEQ ED No. 9) es de 852 bp, el clon | (SEQ ID
No. 10) es de 917 bp, el clone J (SEQ ID No. 11) es de 972 bp, el clone K (SEQ ID
No. 12) es de 966 bp, el clone L (SEQ ID No. 13) es de 783 bp, y el cione M (SEQ
ID No. 14) es de 774 bp. Los clones A hasta H son de la regién 1a y los clones |
hasta M son de la regién 1b de ORF1. El clon A utiliza el coddn de inicio auténtico
ORF1A ATG. Los clones de ORF1 restantes tienen un coddn de partida de
estructura ATG agregado a sus cinco extremos primarios. Cada uno de estos

clones fueron clonados respectivamente en el vector de expresidon de ADN
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pVC1650. Este vector contiene el promotor y el intrbn de citomegalovirus

temprano inmediato y dirige la expresion de los diversos ORFs del PRRSV en las

células eucaribticas. La Tabla 1 suministra la informacion con respecto a cada clon

y a cada region de la secuencia de nucleétidos de la cual cada clon es derivado.

Tabla 1

BIV PRRSY ORF1a/1b Clones de Inmunizacién de Libreria de Expreslén

Secuenclal (SELI)

SEQ | Clon | Tamafio | Regién Espacio del Estatus Reaccion IFA
ID ORF1 | (pares del nucleétido del | clonado en el luego de la
SELI base) clon clon (usando el vector de trasnfeccién
Genbank expresién usando el suero
U87392 como pvC1650 y porcino
referencia) orientacién | convaleciente del
verificada anti-PRRSV
2 A 939 ORF 1a 190-1128 v &
3 B 957 ORF 1a 1126-2082 v 3
4 C 976 ORF 1a 2082-3057 v @
5 D 954 ORF 1a 3037-3990 v @
6 E 939 ORF 1a 3985-4923 v @
7 F 957 ORF 1a 4924-5880 v -
8 G 957 ORF 1a 5863-6819 v -
9 H* 852 ORF 1a 6808-7659 v @
10 I* 917 ORF 1b 7735-8651 v -
11 J 972 ORF 1b 8634-9605 v debil ©
12 K 966 ORF 1b | 9588-10553 v -
13 L 783 ORF 1b | 10536-11318 v -
14 M 774 ORF 1b | 11288-12071 v -

*Nota: Clones H e [ originales planteados por el ORF1a/1b menos una regién de cambio de estructura 1 y

nuevos imprimadores o cebadores nuevos cebadores fueron designados para dar unosa productos RT-PCR

ligeraments mas pequefios.
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Cada porcidn fue entonces utilizada en varias combinaciones lo mismo que

solas en preparaciones de vacuna que comprenden otros ORFs de PRRSV.

En otro ejemplo, los clones A-M y los clones del 2 al 6 del ORF fueron
clonados en el vector de expresion pVC16850 y un clon para el ORF7 fue clonado
en el vector de expresion WRG720. Por su puesto, aquellos versados en la técnica
seran capaces de seleccionar vectores adecuados. Adicionalmente, las
secuencias de acido nucieico en la presente invencidon pueden ser producidas por
las técnicas estandar, incluyendo, sin limitacién, clonacién molecular coman,
mutagénesis, y técnicas de sintesis quimica de dcido nucleico. Para propésitos de
la presente invencion, las secuencias de ADN tienen por lo menos 75% de
identidad de secuencia, mas preferiblemente por lo menos 75%, ain mas
preferiblemente por lo menos 80%, y todavia mas preferible por [o menos 85%,
atn mas preferible por lo menos 90%, y todavia atin mas preferible por lo menos
95%, y alin mas preferible por lo menos 98%, mas preferible por lo menos 99% y
mas preferible 100% de identidad de secuencia con cualquiera de los clones A a

M que son cubiertas por la presente invencién.

En un aspecto de la presente invencién, cada uno de los clones A a M son
usados individuaimente como un componente de vacuna. Los animales son
inmunizados con la vacuna mediante la administracion por cualquiera de los
medios convencionales. Ejemplos de métodos de administracién incluyen oral,
transdérmica, intravenosa, subcutaneo, intramuscular, intraocular, intraperitoneal,
intrarectal, intravaginal, intranasal, intragastrico, intratraqueal, intrapulmonar, o en
cualquier combinacion de ellos. Los modos preferidos de administraciébn son
intramuscular, subcuténeo, e intranasal. Si se desea O si es necesario,

inmunizaciones potencializadas pueden ser dadas una vez o varias veces a
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diversos intervalos. Después de la administracion de tal vacuna, una respuesta
inmune es producida en el animal y los signos clinicos de la infeccion del PRRSV
son reducidos en su incidencia y/o severidad después de la infeccién con una

forma virulenta del PRRSV.

En otro aspecto de la presente invencion, las combinaciones de los clones
A a M son administrados a animales como se describié anteriormente. Tales
combinaciones incluyen dos o0 més de los clones anteriormente referenciados.
Debido a que algunos de estos clones (A, B, C, D, E, H, y J) produjeron una
reaccion IFA luego de la transfeccion usando suero convaleciente anti-PRRSV
porcino, las combinaciones de estos clones son preferidos para propdsitos de la

presente invencion.

En otro aspecto de la presente invencién, los clones A a M, sea
individualmente o en combinaciones como se describié anteriormente, son usados
en combinaciones con otros ORF del PRRSV en preparaciones de vacunas. ORFs

adecuados incluyen los ORFs 2 a 7.

En otro aspecto de la presente invencién, el ADN del ORF del PRRSV es
combinado con otra vacuna PRRSV. Preferiblemente la vacuna es efectiva al

inducir una respuesta inmune antes de la adicién del ADN del ORF1 del PRRSV.

En todavia otro aspecto de la presente invencion, suministra un vector. Los
vectores de acuerdo con la presente invencién tienen insertados en ellos ADN
extrafio (no derivado de vector) que comprende por lo menos una porcién de ADN
del ORF1 del PRRSV. En formas preferidas, el vector es un plasmido,
Preferiblemente, la porcion de ADN del ORF1 del PRRSYV tendra por lo menos 21
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nucledtidos contiguos del ADN del ORF1 del PRRSV. En algunas formas
preferidas, la porcion tendra por lo menos 150 nucledtidos contiguos de una
secuencia seleccionada del grupo que consiste de las secuencias que tiene por lo
menos 85% de identidad de secuencia con cualquiera una de las secuencias y de
nimeros 1 a 14, y combinaciones de ellas. Tal como con la composicidn misma, el
porcentaje de identidad de secuencia y la longitud de la secuencia puede variar
como se describié anteriorments. En otras formas preferidas, el vector comprende
adicionalmente una segunda porcién de ADN del PRRSV. Esta segunda porcién
as seleccionada del grupo que consiste de por lo menos 21 nucledtidos contiguos
del ORF del PRRSYV diferentes al ORF1, por lo menos 21 nucledtidos contiguos
del ORF1, y combinaciones de sllos. En modalidades que tienen unos 21
nucledtidos contiguos adicionales del ORF1, estos 21 nucledtidos son distintos de
los por lo menos 21 nucledtidos contenidos en la primera porcién del ADN del
ORF1 del PRRSV. También es preferido que el ADN del PRRSV usado para

construir el vector sea derivado de una cepa virulenta del PRRSV.

Otro aspecto de la presente invencién involucra células anfitionas que
contienen los plasmidos de la invencion. Esto podria incluir los plasmidos creados
mediante la introduccibn de diversos fragmentos de ORF1 anotados
anteriomente. Preferiblemente, tal célula podria contener un plasmido que
comprende por lo menos 21 nucleétidos contiguos del ADN del ORF1 del PRRSV.
En otras formas preferidas, la célula incluira un plasmido que comprende por los
menos 150 nucledtidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que
consiste de secuencias que tienen por lo menos 85% de identidad de secuencia
con cualquiera una de las SEQ ID Nos. 1 a 14, y combinaciones de ellos. En
todavia otras formas preferidas, el plasmido en la célula comprendera una

segunda porcién de ADN del PRRSV seleccionada del grupo que consiste de por
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lo menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF del PRRSV diferente al ORF1, por
lo menos 21 nucledtidos contiguos del ORF1, y combinaciones de ellos.
Preferiblemente, el ADN del PRRSV usado para generar el plasmido contenido en

la célula es derivado de una cepa virulenta de! PRRSV.

En otro aspecto de la presente invencién, compasiones de la presente
invencion son Utiles en métodos para inducir las respuastas inmunes en animales
lo mismo que para la prevencién completa o una reduccién en la severidad de las

condiciones y sintomas causados por la infeccion del PRRSV.

Las composiciones de la presente invencién pueden incluir adyuvantes,

portadores, y/o excipientes farmacéuticamente aceptables.

Como se usa aqul, las siguientes definiciones aplicaran: “Identidad de
Secuencia™ como es conocido en la técnica se refiere a una relacion entre dos o
mas secuencias de polipéptidos o dos o mas secuencias de polinucleétidos,
particularmente una secuencia de referencia y una secuencia dada que es
comparada con la secuencia de referencia. La identidad de secuencia
detemminada mediante comparar la secuencia dada con la secuencia dada con la
secuencia de referencia después que las secuencias han sido alineadas
dptimamente para producir el grado mas alto de similitud de secuencia, segln se
determind por el apareamiento entre las hebras de tales secuencias. Luego de tal
alineacién, la identidad de secuencia es determinada sobre una base posicién por
posicion, por ejemplo, las secuencias son “idénticas” en una posiciéon particular, y
en @sa posicién, los nucladtidos o residuos de aminoacidos son idénticos. El
numero total de tales identidades de posicién es entonces dividido por el nimero
total de nucledtidos o residuos en la secuencia de referencia para dar el

porcentaje de identidad de secuencia. La identidad de secuencia puede ser
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calculada facilmente por métodos conaocidos, incluyendo pero son limitarse a,
aquellos descritos en la Computational Molecular Biology, Lesk, A. N., ed., Oxford
University Press, New York (1988), Biocomputing: Informatics and Genome
Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New York (1993); Computer Analysis
of Sequence Data, Part |, Griffin, A.M., y Griffin, H. G., eds., Humana Press, New
Joersey (1994), Sequence Analysis in Molecular Biclogy, von Heinge, G., Academic
Press (1987); Sequence Analysis Primer, Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M.
Stockton Press, New York (1891); y Carillo, H., and Lipman, D., SIAM J. Applied
Math., 48: 1073 (1988), cuyas enseiianzas se incorporan aqui como referencia.
Los métodos preferidos para determinar la identidad de secuencias son
designados para dar el apareamiento mas grande entre las secuencias
ensayadas. Los métodos para determinar la identidad de secuencia son
codificados en programas de computador disponibles al piblico que determinan la
identidad de secuencia entre las secuencias dadas. Ejemplos de tales programas
incluyen, pero sin limitarse a, el paquete de programas GCG (Devereux, J., et al.,
Nucleic Acids Research, 12(1):387 (1984)), BLASTP, BLASTN y FASTA (Altschul,
S. F. et al, J. Molec. Biol, 215:403-410 (1990). El programa BLASTX esti
disponible publicamente de NCBI y otras fuentes (BLAST Manual, Altschul, S. et
al., NCVI NLM NEH Bethesda, MD 20894, Altschul, S. F. et al., J. Molec. Biol,,
215:403410 (1990), cuyas ensefianzas se incorporan aqul como referencia).
Estos programas alinean de manera déptima las secuencias usado pesos de
espacios por defecto para poder producir el nivel mas alto de identidad de
secuencia entre la secuencia dada y la de referencia. Como una ilustracién, por un
polinucledtido que tenga una secuencia de nucledtido que tiene por lo menos, por
ejemplo, 95% “de identidad de secuencia” a una secuencia de nucleéttido de
referencia, se tiene el proposito de que la secuencia de nucledtido det

polinuclectido dado es idéntica a la secuencia de referencia excepto en que la

LY
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secuencia de polinucledtido dado puede incluir hasta 5 puntos de mutaciones por
cada gen nucledtido de la secuencia de nucledtido de referencia. En otras
palabras, en un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétido que tiene por
lo menos 95% de identidad relativa a la secuencia de nucledtido de referencia,
hasta el 5% de los nucledtidos en la secuencia de referencia pueden ser
eliminados o sustituidos con otro nucleétido, o un nimero de nucleétidos hasta el
5% del total de nucledtidos en la secuencia de referencia puede ser insertados
dentro de la secuencia de referencia. Estas mutaciones de la secuencia de
referencia pueden ocurrir en las posiciones terminales 5' o 3' de la secuencia de
nucledtido de referencia o en cualquier parte entre aquellas dos posiciones,
interespaciados sea individualmente entre los nucledtidos en Ia secuencia de
referencia 0 en uno o mas grupos contiguos dentro de la secuencia de referencia.
Andlogamente, mediante un polipéptido que tenga una secuencia de aminoacido
dada que tenga por lo menos, por ejemplo, 95% de identidad de secuencia con
respecto a una secuencia de aminoacidos de referencia, es el propésito que la
secuencia de aminoacido dada del polipéptido es idéntica a la secuencia de
referencia excepto que la secuencia de polipéptido dada puede incluir hasta 5
alteraciones de aminoéacidos por cada 100 aminoacidos de la secuencia de
aminoacidos de la referencia. En otras palabras, para obtener una seéuencia de
polipéptido dada que tenga por lo menos 95% de identidad de secuencia con una
secuencia de aminodcidos de referencia, hasta 5% de los residuos de aminoacido
en la secuencia de referencia pueden ser eliminados o sustituidos con otro
amino#&cido, 0 un numero de aminodcidos hasta del §% del niamero total de
residuos de aminoacido en la secuencia de referencia pueden ser insertados
dentro de la secuencia de referencia. Estas alteraciones de la secuencia de
referencia pueden ocurrir en las posicionas amino o terminal de carboxi de la

secuencia de aminoacido de referencia o en cualquier parte entre aquellas

R
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posiciones terminales, interespaciadas sea individualmente entre los residuos en
la secuencia de referencia 0 en la uno o méas grupos contiguos dentro de la
secuencia de referencia. Preferiblemente |as posiciones de residuo que no son

idénticas difieren por sustituciones de aminoacidos conservativas.

Sin embargo, las sustituciones conservativas no son incluidas como un

apareamiento cuando se determina la identidad de secuencia.

De manera similar, “homologia de secuencia", como se usa aqul, también
se refiere a un método para determinar la relacion de dos secuencias. Para
determinar la homologla de secuencia, dos 0 mas secuencias son alineadas
Optimamente como se describid anteriormente, y los espacios son introducidos si
es necesario. Sin embargo, en contraste con "identidad de secuencia®, la
sustituciones de aminoacidos conservativas son contadas como un apareamiento
cuando se determina la homologia de secuencia. En otras palabras, para obtener
un polipéptido o polinucledtido que tenga 95% de homologla de secuencia con una
secuencia de referencia, 95% de los rasiduos de aminoacidos o nucledtidos en la
sacuencia de referencia deben casar o comprender una sustitucion conservativa
con otro aminoacido o nucledtido, o un nimero de aminoacidos o nucleétidos
hasta del 5% del total de los residuos de aminoacidos o nucleétidos, sin incluir las
sustituciones conservativas, en la secuencia de referencia pueden ser insertados

en la secuencia de referencia.

Una "sustitucién conservativa” se refiere a la sustitucién de un residuo de
aminodcido o nucledtido con toro residuo de aminoacido o nucledtido que tenga
caracteristicas similares o propiedades incluyendo tamafio, hidrofobicidad, etc.; tal

que la funcionalidad general no cambia significativamente.
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"Aislado" significa alterado "por la mano del hombre™ de su estado natural.,
es decir, si este ocurre en la naturaleza, este ha sido cambiado o removido de su
ambiente original, 0 ambos. Por ejemplo, un polinucleétido o polipéptido presente
naturalmente en un organismo viviente no es “aislado®, sino que el mismo
polinucledtido o polipéptido es separado del material coexistente de su estado

natural es “aislado”, segin se emplea el término aqul.

“Acido nucleico” se refiere a polinucledtidos tales como el &cido
desoxiribonucleico (ADN), y en donde sea apropiado, el acido ribonucleico (ARN).
El término taﬁ'lbién deberia entenderse como que incluye, como equivalentes,
anédlogos del ARN o del ADN hechos de andlogos nucleétidos, y, segin es
aplicable a la modalidad descrita, polinucleétidos de cadena lnica o de doble

cadena {(en sentido o antisentido).

"Promotor” significa una secuencia de ADN que regula la expresion de una
secuencia de ADN seleccionada operativamente ligada al promotor, y que efectia
la expresién de la secuencia de ADN seleccionada en las células. El término que
involucra los promotores de “especificos a tejidos®, es decir promotores, cuyo
efecto de expresion de la secuencia de ADN seleccionada solamente en estas
células especlficas (por ejemplo células de un tejido especifico). El témino
también cubre los llamados promotores “derramadores”, que regulan la expresién
de un ADN seleccionado principalmente en un tejido, pero causan la expresion en
otros tejidos también. El término también involucra los promotores especificos de
no tejido y los promotores que expresan constitutivamente o que son inducibles

(es decir los niveles de expresién pueden ser controlada).

"Transfeccion” significa la introduccion de un 4cido nucleico, por ejemplo,

mediante un vector de expresidn, en una célula recipiente mediante una
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transferencia de gen mediada por acido nucleico. "Transformaciéon®, como se usa
aqul, se refiere a un proceso en el cual un genotipo de la célula es cambiado como
un resultado de una toma celular de ADN o ARN exdgeno, y, por ejemplo, la célula
transformada expresa una forma recombinante de un polipéptido o, en el caso de
la expresion antisentido desde el ser transferido, la expresiéon de una forma de
ocurrencia natural de la proteina es interrumpida. La transfeccién puede también

usar un reactivo quimico (es decir un lipido).

El término “vector” se refiere a una molécula de acido nucleico capaz de
transportar otro acido nucleico al cual este se ha ligado. Un tipo de vector preferido
€8 un episomo, es decir, un acido nucleico capaz de replicacién extracromosomal.
Los vectores preferidos son aquellos capaces de replicacion auténoma y
/expresion de acidos nucleicos en los cuales ellos se ligan. Los vectores capaces
de dirigir la expresion de genes a los cuales ellos e ligan operativamente se
refieren aqul o se llaman aqui como "“vectores de expresiéon”. En general, los
vactores de expresidon de utilidad en técnicas de ADN recombinantes estan
frecuentemente en la forma de "plasmidos™ que se refiere generalmente a anillos o
lazos de ADN de doble cadena circulares que, en su forma de vector no se ligan al
cromosoma. En la presente especificacion, el “plasmido” y el "vector” se usan de
manera intercambiable ya que el pidsmido es la forma de vector mas comunmente
usada. Los vectores también incluyen otros replicadores tales como fagos y
césmidos, en los cuales otro segmento de ADN puede ser insertado de modo que
se lleva cerca de la replicacibn del segmento insertado. La invencion tiene el
propdsito de incluir tales otras formas de vectores de expresidn que sirven de
funciones equivalentes y que son conocidas en la técnica subsiguiente a la

presente.
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"Amplificacion” de acidos nucleicos o polinucledtidos es cualquier método
que resulta en la formacién de una o mas copias de un acido nucleico o de una
molécula de polinucledtido (amplificacién exponencial) o en la forma de una o mas
copias de solamente el complemento de un acido nucleico o de t.ma molécula de
polinucledtido {(amplificacion linear). Los métodos de amplificacién incluyen la
reaccion de cadena de polimerasa (PCR) basada en ciclos repetidos de
desnaturalizacién, templados del cebador de oligonucleédtido, y extensién del
cebador mediante el templado termofilico dependiente de la polimerasa del
polinucledtido, resultando en el incremento exponencial en copias de la secuencia
deseada del polinucleétido analizado flanqueado por los cebadores. Los dos
cebadores PCR diferentes, que templan a cadenas opuestas de ADN, son
posicionados de modo que el productoc de extensién de polimerasa catalizado de
un cebador puede servir como una plantilla de cadena para otro llevando a la
acumulacion de un fragmento de doble cadena discreto cuya longitud esta definida
por la distancia entre los extremos 5' de los cebadores de oligonucleétido. Los
reactivos para conducir tal amplificacién incluyen cebadores de oligonucledtido,
una palimerasa de nucleétido y trifosfatos de nucledsidos tales como, por ejemplo,
trifosfato de desoxiadenosina (dATP), trifosfato de desoxiguanosina (dGTP),
trifosfato desoxicitidina (dCTP) y trifosfato desoxitimidina (dTTP). Otros métodos
para amplificacién incluyen la amplificacién de un polinucledtido de cadena dnica
usando un cebador Gnico de oligonucledtido, la reacciébn de cadena de ligaza
(LCR), la amplificacién con base en secuencia de acido nucleico (NASBA), el

método Q-beta-replicasa, y 3SR.

Las ensefianzas y contenidos de todas las referencias citadas aqui se

incorporan expresamente con referencia.
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA MODALIDAD PREFERIDA

El siguiente ejemplo establece una modalidad preferida de la presente
invencién. Debe entenderse, sin embrago, que este ejemplo esta suministrado
solo para ilustracion y nunca deberfa tomarse como limitativo del alcance general

de la invencion.

EJEMPLO 1

Este ejemplo suministra datos en cuanto a la eficacia de las vacunas de
ADN que comprenden diversas regiones del genoma PRRSV. El ejemplo se inicia
con 40 marranos de cualquier sexo que son negativos al PRRS V de Spring Prairie
Colony, Hawley, MN 56549. Los marranos tenian 34 semanas de nacidos en la
iniciacién del estudio. Durante el esiudio, los mamanos se les suministran
suficiente comida para su tamafio, edad y condicion de los animales. El agua se

suministrd ad libitum.

Para generar las vacunas de ADN del PRRSV, diecinueve clones de cADN
fueron generados del virus de PRRS. Trece clones de cADN fueron generados de
manera que representan secuencialmente los cuadros de lectura abierta (ORF) de
las regiones 1a/1b del genoma del pRRSV. El clon A utiliza codén de partida ATG
del ORF1a autentico. Los ORF1a/1b clones B restantes a M tenian un codén de
partida ATG agregado a sus extremos &' respectivos. Todos los anteriores clones
fueron clonados respectivamente en el vactor de expresion de ADN p VC 1650. el
vector p VC 1650 contiene promotor de citomegalovirus temprano inmediato y el
intrdn A para dirigir la expresion de los diversos ORFs del PRRSV en las células
eucaridticas. Seis clones de cADN adicionales representados por las proteinas de

ORFs 2, 3, 4, 5, 6 y 7 del PRRSV estructural. Los clones de ORF 2, 3, 4, 5,y 6
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fueron también clonados respectivamente dentro del vector de expresion de ADN
pVC1650 descrito anteriormente. El gen ORF 7 fue clonado en un vector de
expresion similar designados WRG7020. El vector WRG7020 también contiene el
promotor del citomegalovirus temprano inmediato y el intron A para dirigir la

expresion del ORF 7 del PRRSV en las células eucaridticas.

Dos conjuntos de vacunas fueron creadas, designadas "A1-19" y "T1-19".
Para las vacunas A1-19, los clones anteriormente mencionados fueron clonados
dentro del plasmido de expresién pVC1650 de Valentis, Inc. Cada construccién de
plasmido fue formulada separadamente con fosfato de aluminio (Adyu-fos®)
(Uimer et al., Enhancement of DNA Vaccine Potency Using Conventional
Aluminum Adjuvants; 18 Vaccine, 18-28 (1999) para proporcionar 250ug del clon
de ORF respectivo con 1000 ug de aluminio calculado en una dosis de 1 ml. La
vacuna final consisti6 de una dosis IM de 1 ml separada de cada clon de ORF
formulado. Para las vacunad T1-19 los clones anteriormente mencionados fueron
clonados en el plasmido de expresion pVC1650 de Valentis, Inc. Cada
construccion de plasmido fue formulada separadamente con el plimero TGV200
PINC para proporcionar 250 ug del clon ORF respectivo en una dosis de 1 ml. La

vacuna final consistid de una dosis IM de 1 ml de cada clon ORF formulado.

Para generar un control, las vacunas de ADN consistieron de clones de
cADN del ORF PCV2 y el gen HA del SIV fueron creadas. Tanto los ORF fueron
clonados separadamente en el plasmido de expresion pvC1650 de Valentis, Inc.
Ambas construcciones de plésmidos de los genes PCV2 ORF2 y el SIV HA fueron
formulados separadamente con fosfato de aluminio (Adyu-fos®) para proporcionar
250 g del clon de ORF respectivo con 1000 ug de aluminio calculado en una
dosis de 1 mi (llamada A20 y A21). Adicionaimente, ambas construcciones de

plasmidos de genes PCV2 ORF2 y SIV HA fueron formuladas separadamente con

XS
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el polimero TGV200 PINC para proporcionar 250 ug de cada clon respectivo en
una dosis de 1 ml (llamada T20 y T21). La vacuna final consistio de cuatro dosis
separadas IM de 1 ml de cada clon formulado. La tabla 2 muestra todas las

vacunas creadas, incluyendo las vacunas de control.

Tabla 2

Plasmido Regién de clon Espacio de nucledtido de clon
(usando Genbank U87392
como referencia)

1 ORF 1a 190-1128

2 ORF 1a 1126-2082
3 ORF 1a 2082-3057
4 ORF 1a 3037-3990
5 ORF 1a 39854923
6 ORF 1a 4924-5880
4 ORF 1a 5863-6819
8 ORF 1a 6808-7659
9 ORF 1b 7735-8651
10 ORF 1b 8634-9605
11 ORF 1b 9588-10553
12 ORF 1b 10536-11318
13 ORF 1b 11298-12071
14 ORF2 NA

15 ORF3 NA

16 ORF4 NA

17 ORF5 NA

18 ORF6 NA

19 ORF7 NA

20 ORF2 NA

21 SIV HA NA

Los cuarenta marranos fueron divididos en cuatro grupos: Grupo 1 se le

administro 19 x 1 ml dosis de A1-A19 Adyu-fos en los Dlas 0, 21, y 42. El grupo 2
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se le administro 19 x 1 ml dosis de T1-T19 TGV200 en los Dlas 0, 21, y 42. El
grupo 3 se le administro 4 x 1 ml dosis respectivas de A20, A21, T20, y T21 en los
Dias 0, 21, y 42. El grupo 4, el control negativo, no tuvo ningan tratamiento

administrado.

En el dla 56 del estudio, los marranos de los grupos 1, 2, y 3 se les
administré la cepa virulenta SDSU#73 del PRRSV. La cepavirulenta SDSU#73 del
PRRSV fue diluida 1:10 en EMEM con 4% de suero bovino fetal antes de la
administracion a los mamanos. Un total de 2 ml del virus de la infeccion diluida fue
suministrado intranasalemnte a los mamanos apropiados con 1 mi del virus diluido
administrado a cada nariz. El titulo de preinfeccion y de postinfeccién del virus de

infeccion del PRRSV fue de 10*% TCIDs/ml y 10%% TCIDso/mi, respectivamente.

Los marranos se les sacaron sangre en los dfas 0, 21, 42 y 56 del ensayo
para monitorear la seroconversién a la vacunacién. Los marranos fueron también
se les toma sangre en los dias 57, 59, 61, 63, 66 y 70 del ensayo para monitorear
la seroconversién y la viremia postinfeccién. Las observaciones clinicas fueron
registradas diariamente entre los dias 54-70. En el dia 70, a los marranos se les
hizo necrosis y las selecciones grandes de pulmén fueron registradas como
porcentaje de involucramiento de pulmén debido al PRRSV. Los marranos fueron
pesados antes de iniciar el estudio y en el dia 56 y en el Dia 70. Un resumen del

protocolo en este ejemplo puede verse en la tabla 3.
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Grupo Grupo/marranos

1 10
2 10
3 10
4 10

Primera
vacunacién
(dia =0)

A1-A19
Adyu-Fos

T1-T19
TGV200
A20-A21
T20-T21
Nada

Segunda
vacunacién
(dia = 21)

A1-A19
Adyu-Fos

T1-T19
TGV200
A20-A21
T20-T21
Nada

23

Tabla 3

Tercera

vacunacion
(dia = 42)

A1-A19

Adyu-Fos

T1-T19
TGV200
A20-A21
T20-T21
Nada

Infeccién
(dia = 56)

2 ml del SDSU#73
virulenta del

PRRSV
administrado
intranasalmente
Igual a lo anterior

Igual a lo anterior

Nada

PCT/US2005/021973

Recoleccién de muestra y terminacion
del estudio (dia = 70)

Evaluaci6n clinica de salud, temperatura
rectal. Evaluar animales en cuanto a
lesiones de pulmones en la necropsia y
recoleccion de tejido de pulmén
designado

Igual a lo anterior

Igual a lo anterior

Igual a lo anterior

7
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Para poder evaluar los resultados del ejemplo, el criterio principal usado
para determinar la eficacia de los tratamientos del ensayo fue desarmollado de las
caracteristicas de las lesiones de los pulmones del PRRSV. La respuesta
seroldgica, el ADG post infeccion, y las temperaturas rectales fueron evaluadas

como criterio de soporte. Los resultados del ejemplo se resumen en la tabla 4.

Tabla 4
Gnupo Registro de Porcentaje de Temperatura Porcentaje Promedio del
pulmones marranos encada mas lata més altodel  grupo post
promedio del grupo con registro  promedio del pico de infaccién an
grupo de consolidacién grupo post viremiapost ADG
de pulmones de infaccion (°F) infeccién
mayor o igual al
220%
T1(A1-A18 19.84 37.5 105.9 100% 0.18
Adyu-fos)
2(T1-T19 28.42 70.0 108.0 100% 0.43
TGV200)
3(Chall. 37.868 70.0 108.1 100% 0.68
Ctrl.)
(Neg. 0.0A 0.0 103.9 0% 1.48
Control)

No hubo seroconversion al PRRSV segin IDEXX PRRS ELISA en ninguno
de los marranos que recibieron las tres dosis de los respectivos A1-A19 Adyu-fos
o T1-T 19 TGV200 como prototipos de vacuna de ADN. Después de la infeccién
con el PRRSV virulento, aparecié un incremento més rapido en las proporciones
S/P del ELISA en el grupo 2 que en el Grupo 1 de marranos. Los marranos en el
Grupo 3 (no vacunado / controles de infectados) tuvieron proporciones S/P
negativas hasta que se expusieron a la infeccibn PRRSV virulenta. El control
estricto negativo de los marranos en el Grupo 4 dio proporciones S/P negativas

durante el estudio. Los resultados de la serologia se reportan en Ia tabla 5.
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Grupo  Mamano

1
1
1

802
808
812
814
818
826

830

832
838
842

Promedio

-0.02
0.01
0.02
0.01

0.01

Dia 21

ELISA
-0.08
1-0.01
0.01
0.01
-0.01
0.00

0.00

0.00
-0.05
-0.01
-0.02

0.05

Dia 42

ELISA
0.01
-0.01
-0.02
-0.03
0.38
-0.02

0.04

-0.02
0.01

-0.01
0.03

0.11

Dia
56

\BLISA
0.22
0.02
0.00
0.02
0.23
0.01

0.02

0.03
0.08
0.17
0.08

0.31

©
dpc)

vl
N
N
N
N
N
N

25
Tabla 5
Dia [&] Dia
59 dpc) 61
ELISA VI ELISA
021 POS 097
092 POS 0.8
0.02 N 0.10
0.02 N 0.13
018 POS 083
0.01 N 0.10
0.01 POS 0.06
0.04 N 0.18
008 POS 0.3
0.19 N 0.92
0.07 0.35
026 POS 058

(6]
dpc)

vi
POS
POS
POS
POS
POS

POS

POS
POS
POS

POS

Dia 83

ELISA
229
0868
'0.60
0.54
274

037

0.39

0.93
0.36
230
1.12

251

(4
‘dpc)

vi

POS
POS
POS

POS

Dia6g

EUSA
268
1.01
0.92
1.15
297
0.45

0.97

1.39
0.72
248
147

3.22

(10
dpc)

Z2 Z2 Z2 Z Z

POS

POS

PCT/US2005/021973

Dia 70

ELISA
2.69
122
1.21
1.80
324

ND

1.68

1.7

ND
1.84

3.34

79

(14
dpe)

POS
ND
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W W W w

W W W w

N NN NN

813
821
822
838

845

847
849

a11
815
819
823
831
833
840
841

-0.02
0.00
-0.01
-0.02
0.00
0.04
-0.01
-0.01
0.03
0.00

<0.03
0.00
-0.01
0.00
0.00
-0.02
0.00
-0.02

:0.00
0.05
0.00
0.05
-0.02
0.01

-0.02
0.01

-0.02
0.01

0.02
-0.01
0.00
0.01
-0.02
-0.02
-0.02
-0.01

-0.03
0.04
<0.01
0.12
0.00
0.06
-0.03
0.02
-0.01
0.03

0.02
0.08
0.04
0.03
0.00
0.00
0.01

-0.02

0.05
0.07
0.03
0.22
0.05
0.32
0.09
0.04
0.1
0.13

0.00
0.08
0.01
0.02
0.01
Q.01
0.05
0.08

2 2 Z2Z Z2 2 2 2 Z Z

z2 Z z ZT Z ZT Zz Z

0.07
0.10
0.05
0.23
0.03
0.18
0.09
0.02
0.08
0.1

0.01
0.03
0.02
0.01
0.01
g.01
0.12
0.08

26

POS
POS
PQOS

POS
POS
POS

0.22
0.15
0.41
0.79
0.31
1.00
0.7
043
045

0.05
0.07
0.08
0.04
0.07
0.03
0.18
0.14

POS
POS
POS
POS

POS
'POS
POS
POS

0.83
1.12
1.78
293
1.72
2.80
2.57
205
1.97
2.03

0.55
0.57
0.25
044
0.78
0.15
0.41
0.7

1.47
228
237
3.52

.233
.3.44

3.17
294
248

2.72

1.4
132
0.87
113
1.48
043
1.30
133

POS

POS

POS

POS
POS
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1.73
252
2.01
3.62
217
3.28
3.08
2.96
2.58
272

177
133
113
1.81
1.75
0.90
215
1.50

POS

zZ 2 Z Z z Z

g0
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& b s A A A A N

a

848
Promedio

B804
805
810
817
828
834
837

Promedio

0.00
0.03
0.00

-0.03
0.01
0.03
0.01
0.03
-0.02
-0.01
0.00
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La temperatura de los marranos fue monitoreada durante dos dlas antes de
la infeccién durante los 14 dias después de la infeccién. La temperatura promedio
del grupo de la linea base durante el periodo de infeccion para el grupo 4 no

vacunado /controles no infectados fue de 103.4 °F.

Las temperaturas promedio del grupo entre todos los grupos infectados con
PRRS V fueron elevadas en algin punto después del la infeccién, sin embargo
hubo una diferencia temporal en dias post infeccion en el cual la temperatura
promedio de! grupo dio picos. Las temperaturas picos promedio del grupo en todos
los grupos infectados con PRRSV variaron entre 105.9 y 106.1 °F, mientras que
los grupos de controles negativos sus temperaturas pico promedio fueron de
103.9. El Grupo 3 mostré un incremento gradual en temperaturas post infeccién
con un pico de 106.1°F en los nueve dias post infeccion. Los Grupos 1 y 2
mostraron un incremento agudo en temperaturas a los dos dias después de la
infeccion con temperaturas pico de 105.9°F y 105.6°F, respectivamente. De
notarse, la manera en la cual las temperaturas post infeccion de los marranos
vacunados con el ADN en los Grupos 1 y 2 se incremento rapidamente, es similar
a la manera en la cual los animales vacunados con PRRS KV respondes después
de la infeccion. Se ha observado que los marranos vacunados con los prototipos
PRRS KV experimentales son usualmente "amortiguados humoralmente” (es decir
seropositivos la PRRSV luego de la vacunacién). Los animales vacunados con
estos prototipos PRRS KV experimentales también muestran un incremento rapido
en las temperaturas pronto después de la infecciébn, como se vio en este estudio
con los marranos vacunados con ADN en los grupos 1 y 2. Esta similitud en la
rapida elevacién en la temperatura luego de la infeccién con el PRRSV es una
indicacién adicional que los sistemas inmunes de los marranos vacunados con ei

ADN fueron asi amortiguados con respecto al antigeno PRRSV.
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El Grupo 3 de marranos mostrd lesiones en los pulmones
caracteristicamente encontradas en una infeccion PRRSV exitosa. El Grupo 4 de
marranos no tuvo lesiones en pulmén en la necrosis. El Grupo 1 y 2 de marrano

tuvo lesiones de pulmén promedio de grupo de 19.84 y 28.42, respectivamente. El

registro de pulmones para los marranos individuales se reporta en la tabla 6.

Tabla 6
Registros de
Grupo Animal

puimoén

1 802 2.00
1 808 0.90
1 812 55.00
1 814 0.20
1 818 1.00

1 826 ND
1 830 70.00
1 832 2.90
1 839 26.75
1 842 ND.
Promedio 19.84

2 806 23.00
2 813. 32.50
2 821 4.00
2 822 . 28.95
2 836 37.50
2 . 844 67.00
2 845 16.70
2 846 52.50
2 847. 14.00
2 849 8.00
Promedio. 28.42

3 811 2.75

3 815 33.50
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3 819 51.00
3 823 72.00
3 831 75.00
3 833 15.50
3 840 39.00
3 841 37.50
3 843 9.50
3 848 41.00

Promedio 37.68
4 803 0.00
4 804 0.00
4 805 0.00
4 810 0.00
4 817 0.00
4 828 0.00
4 834 0.00
4 837 0.00
4 838 0.00
4 850 0.00

Promedio 0.00

De estos resultados es claro que las vacunas de ADN que comprenden
varias regiones del genoma PRRSV pueden inducir la proteccion de la infeccién

virulenta en el modelo respiratorio.
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VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSY
RESUMEN:

Las vacunas efectivas contra el PRRSV incluyen por lo menos una porcién en
PRRSV ORF 1. Tales vacunas, luego de la administraciébn, provocan una
respuesta inmune en animales susceptibles al PRRSV. Mas aln, las
composiciones de acuerdo con la presente invencion suministran una respuesta
inmune hasta e incluyen inmunidad protectora contra el PRRSV [,o0 mismo que
reducen la severidad del PRRSV y/o la incidencia del PRRSV. Las porciones
seleccionadas del ORF1 pueden ser usadas singularmente, en combinacién con

otro PRRSV ORF y en combinacion con otras vacunas de PRRSV,
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REIVINDICACIONES

1. Una vacuna capaz de inducir una respuesta inmune contra el PRRSV

comprende:

una primera porcién de ADN de ORF1 del PRRSV, dicha porcién tiene por
lo menos 21 nucledtidos contiguos de dicho ADN del ORF1 del PRRSV, y

un portador farmacolégicamente adecuado.

2. La vacuna de la reivindicacién 1, dicha porcién tiene por lo menos 150
nucledtidos contiguos de una 'secuencia seleccionada del grupo que
consiste de secuencias que tienen por lo menos 85% de identidad de
secuencia con una cualquiera de las SEQ ID Nos. 1-14, y las

combinaciones de ellas.

3. La vacuna de la reivindicacion 2, dicha porcidn es seleccionada del grupo
que consiste de secuencias que tienen por lo menos 85% de identidad de
secuencia con cualquiera de las SEQ ID Nos. 16, 9, 10, y las

combinaciones de ellas.

4, La vacuna de la reivindicacién 1, comprende adicionalmente una porciéon de
ADN del PRRSV seleccionada del grupo que consiste de secuencias de
por io menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF PRRSV diferente al
ORF1, por lo menos 21 nucledtidos contiguos del ORF1 PRRSV, y las

combinaciones de ellas.
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5. La vacuna de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente otra
composicién efectiva para inducir una respuesta inmune contra la infeccion

PRRSV.

6. La vacuna de la reivindicacidon 1, dicho ORF1 del PRRSV es derivado de

una cepa virulenta del PRRSV.

7. La vacuna de la reivindicacion 1, que comprende adicionalmente un
ingrediente seleccionado del grupo que consiste de secuencias de

adyuvantes, excipientes, y las combinaciones de ellas.

8. Un método para inducir una respuesta inmune contra el PRRSV en un
animal susceptible a la infeccién del PRRSV, dicho método comprende las

etapas de:

administrar una composicién al animal, dicha composicién comprende por lo
menos 21 nucledtidos contiguos de una porcién del ADN del ORF1 del
PRRSV; y

causar dicha induccién de dicha respuesta inmune.

9. Ei método de la reivindicacion 8, que comprende adicionalmente la etapa

de suministrar una segunda administracién de dicha composicién.

10. El método de la reivindicacidn 8, dicha porcidbn comprends por lo menos
150 nucleétidos contiguos de una secuencia seleccionada del grupo que

consiste de secuencias que tienen por lo menos 85% de identidad de
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secuencia con cualquiera una de las SEQ ID Nos. 1-14, y las

combinaciones de ellas.

11. El método de la reivindicacién 10, dicha porcién es seleccionada del grupo
que consiste de secuencias que tienen por lo menos 85% de identidad de
secuencia con cualquiera de las SEQ ID Nos. 1-6, 9, 10, y las

combinaciones de ellas.

11. E! método de la reivindicacién 9, dicha composicibn que comprende
adicionalmente un segunda porcibn de ADN seleccionada del grupo que
consiste de secuencias de por lo menos 21 nucleétidos contiguos de un
ORF del PRRSYV diferente al ORF1, por lo menos 21 nucleétidos contiguos

del ORF1, y las combinaciones de ellas.

13. El método de la reivindicacibn 9, dicha composicidén que comprende
adicionaimente una segunda composicion efectiva para inducir una

respuesta inmune contra la infeccién del PRRSV.
14. El método de la reivindicacion 9, dicha composicibn que comprende
adicionaimente un ingrediente seleccionado del grupo que consiste de

secuencias de adyuvantes, excipientes, y las combinaciones de ellas.

15. un vector que comprande por lo menos una porcidn de ADN del ORF1 del

PRRSV.

16. El vector de la reivindicacién 15, dicho vector es un plasmido.
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17.

18.

18.

20.

21.

22.

A\

E! vector de la reivindicacion 15, dicha porcion del ADN del ORF1 del
PRRSV comprende por lo menos 21 nuclebtidos contiguos del ADN del
ORF1 del PRRSV.

El vector de la reivindicacién 17, dicha porcion del ADN del ORF1 del
PRRSV tiene por lo menos 150 nucleétidos contiguos de una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de secuencias que tienen por lo
menos 85% de identidad de secuencia con cualquiera una de las SEQ ID

Nos. 1-14, y las combinaciones de ellas.

El vector de la reivindicacion 1, dicho vector que comprende adicionalmente
una segunda porcion de ADN del PRRSV seleccionada del grupo que
consiste de por lo menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF PRRSV
diferente al ORF1, por lo menos 21 nucleétidos contiguos de ORF1, y las

combinaciones de ellas.

El vector de la reivindicacién 15, dicho ADN DEL PRRSV es derivado de
una cepa virulenta del PRRSV.

Una célula que contiene un plasmido que comprende por lo menos 21

nuclestidos contiguos del ADN del ORF1 del PRRSV.

la célula de la reivindicacidbn 21, dicho plasmido que comprende
adicionalmente por lo menos 150 nucledtidos contiguos de una secuencia
seleccionada del grupo que consiste de secuencias que tienen por lo
menos 85% identidad de secuencia con cualquiera una de las SEQ ID Nos.

1-14, y las combinaciones de ellas.

1
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23.

24,

La célula de la reivindicacion 21, dicho plasmido que comprende
adicionalmente una segunda porcidén de ADN del PRRSV seleccionada del
grupo que consiste de por {o menos 21 nucledtidos contiguos de un ORF
PRRSV diferente al ORF1, por lo menos 21 nucledtidos contiguos del

ORF1, y las combinaciones de ellas.

La célula de la reivindicaciéon 21, dicho ADN del PRRSV es derivado de una

cepa virulenta del PRRSV.

q0
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VAUGHN, Eric M,

STAMMER, Richard

<120>
<130>
<160> 14
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 1
atgacgtata

ggcacagecc
ctragggttt
cctttaacca
atggcggagy
aacctccaag
* cggtggacgt
" ctttetgeas
atggtacggg
gctctacaag
gtggccgtet
gtgttgacca
tgtgctatgg
asagtctcct
ttgaagttga
tctaagtteg
ggctgectte
cttccactgg
aagcatggtg
gtaactgacc
cgccatttga
agggttgagc

1
15411
DNA
VIRUS DEL SIRDROME RESPTRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO,

ggtgtrggct
aaaacttgct
gtccctagea
tgtctgggat
gccaagtcta
tttctgaget
tgccacgtge
tctttccaat
tcgcagctga
tttatgaacg

tcgccaattc

accrgccget

ctactgtcta
gggcccctcg
ttgcgaaccg
ccttcacage
ccgcrgacac
aaéttcagaa
tctctggeaa
taaacggacc

VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSV
35072-PRO

PatentIn vérs1on 3.2

ctatgccttg gcatttgtat

gcacagaaac acccttctgt.

cctrgettce ggagttgeac
acttgatcgg tgcacgtgta
ctgcacacga tgcctcagtg
cggggtgcta ggcctattct
attccccact gtigagtgct
cgcacégitg accagtggaa
gctttacaga gecggecage
gggttgccge tggtacccca
cctacatgty agtgatazac
cccgcagaga cccaagectg
tgacattggt catgacgccg
tggcggggat gaagtgaaat
getecgeace tectteecge
ccctgggtgt ggtgtttcta
tgtccctgaa ggeaactget
caaagaaatt cgccatgcta
cggaggctgc
tatcgtcgta cagtacttct

gtacctacag

aactggcggg agaacccage tactctgogt

PCT/US2005/021973

tgtcaggagc tgtgaccatt
gatagcctcc ttcaggggag
tgerttacgg tetctccace
cccccaatge cagggtgttt
cacggtctct ccttcecctg
acaggcecga agagecacte
cccccygcegg ggcctgetgg
acctgaactt ccaacaaaga
tcacccctge agtcttgaag
ttgttggacc tgtccctgga
crttcceggy agedactcac
aagacttttg cccctttgag
tcatgtatgt goccgaaagg
itgaagctgt ccccggggag
cccaccacac agtggacatg
tgcgggtcga acgccaacac
ggtbgagctt gtttgacttg
accaatttgg. craccagacc
aagttaatgg tctccgagea
ccgttaagga gagttggatc
ttgaggacct cctcagaata

ctaacacgtc gccattggct gacaaggaag ;aaaaatttt ccggtttgge
Page

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600

660

720
780
840

" 900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320

c\\

)



WO 2006002193

LISTADO DE SXCUENCIAS
agtcacaagt ggtacggcgc tggaaagaga gcaagaaaag

acagtcgctg gecgegettt gtccgttcgt gaaacecgge

gccggegcca acaaggetga gcacctcaaa

ggttggcact gcatttccge catcgccaac

cttcccgaad gagtgagacc tccagatgac

atccaaatcc tcagactccc tgcggectta

tacgtacrta
tctttgectcc
ccagatgcag
atgcacctgc
cgttcggett
ggagggaatc
gaggactgct
aagattgacc

agctggaagg
ctcttgaatg
tcgaggtctc
ctagcagtgce
ctccggteac
accctgacca
gctgttceca
tgtacctccg

aaagcgegee cgecacgegt

gttgaggcgg
cctgttgtga
gctaactact
gtgctctcca
ggtccacgge
ttgctgaaac
gttgacctaa
aaagttcagc
gcceegegea
cctaacagtt
ccggcaacac
gcgacaccct

gtgacaccct

aaaagattga
gcttectcac

caacccagac
ctcaaaagtc
actaccdtgc
agttggaaaa
ccacactgee
tggctaacgc
aaacttgggt
ctcgaaaaac
ggaaggttgg
gggaagattt
Cttcaagtga

tgagtgagcec’

tgagtgagcc
gttcggcegge
agactgaata

tgagcattgg
tgttéagggc
cggatttgac
tatcccagec
cacegtgtgg
agtgcgetta
gaacaaaacc
tggtgcaaca
aatcgacacc
gatcaagctg
cttggacaac
gcaaggfbac
ggttgttcga
acgeggactc
ccagacgact
caagaactac
gaagcctgte
gtccgattgt
ggctgttagt
gctggtgatt
ggctccaatt
gatcectgtg
ggcaatccca
tgaggeetct

ctgggagtag aggggcatga agctgaggaa

cactactccce
cggatggtga
tgggctactg
gacaggaacg
actgtcactg
tgttgtgggc
cctgcetgec
gctetggeeg
actgrrtege
gggaaaatta
aaccgggtca
aatcttgaag
tcctttgatt
ccccaggtca
aactcggtce
gaagftcgtc

gaagaitatg

gacgaactca

tcggacatga

ccgcggtgga
aagagcttgce
ggcagcccgy
agccccttty
gtgtcctcac
cccgeaccte
ccecgeacege
ccgtaccagg
cceccageac
accctgagtg

Page

cacgctcttg
aggccaagga
cgcctgecga
attccaaatt
acgaggatct
gtgcttgtac
tgacccctgg
acaagggegg
ttgaccgget
aaatgtctgg
agttctttge
tcagectttg
ccccggagga
aatgcttgge
gggatgttgt
accagtgtcg
ccctgacege
accgtgaaag
ggctcatgee
aagaccagat
tggcetggge
caccaccacc
cggagagaaa
tttcattagg
atctccegac
cgcaatgcat
gcggaactgt
gocgtaagtt
acgagceect
cgcecgcagag
aaatctcgga
2

PCT/US2005021973
tgcgactget 1380 .
gcacgaggtt 1440
agggaattgt . 1500
tgaaaccacc 1560
tgtgaatgcc = 1620
t;gCQccaag 1680
gatgtcccct 1740
tcttggttcc 1800
ggétgaggtg 1860
cgattccgat 1920
ccgtcacage 1980
tcaggtgatt 2040
ggtcgcagca 2100
caggcttgag 2160
gctccctagg - 2220-
tgctctggte - 2280°
cttttcactg 2340
actaaccgcc 2400
aaccgagcet 2460
ggaggaggac 2520
agtcgagcag 2580
ccctcecgeca 2640 a
gcctgtceee 2700 -
cggcgatgtc 2760
cccacctgag . 2820
cttcaggccg 2880
gtctcgaccg 2940
tcagcaggty 3000
ggatttgtct 3080
cgggggcgtt 3120
catgtcgggt

3180

!
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aacattaaac
ccaaaatact
gaggtaaagg
gaccctgeta
cgcaacacgt
aaaatgatac
cctgcacctt
gttccacgea
gcettetecg
cggaggcctg
accgatttgc
aaaagaaaag
catctcecty
tggggtrttg
ggtattgete
tttggctget
- getgettgtg
saaccttggg
ctrggcaggt
gttgcagact
tgﬁggitctt
cgtgcgacea
. gaccccattt
caaccctcty
actgtggtca
tcggatgggg

ctgcgtccgt
cagctcaagce
aaacatgcct
cgcaggaatg
ctgtttacca
tcgagacace
ccgtadétgc
tcctcgagaa
aggataaacc
acgagagcac
cgccttcaga
ctgaaaggct
ttttettctce
cagcttttac
ccctettggg
ggttggertet
agtttgactc
accctgtteg
tactgggcgg
gtatcttggc
gtataagaac
gotcgtcact
ttctcgecac
aaaaacccat

cccagecctta

cgatggtggc

ttccgagece cettcotttee
gaccctgaca ctttcactge
ggtgtagggg actttgccca
gggggaggcc cacatcteat
cttgctggga tttatgtgac
tgcgctaace cgtttgcecegt

LISTADO

PCT/US2005/21973

3240 q3

DE SECUENCIAS

gtcatcaage agctecttgt ccagcgtgag aatcacacge

catcatcgac
tagtgtcatg
getttetege
ggcgatttge
geegecctat
ggagagcgac
aatagaaaat
ggtagatgac
atcagctccg
tggcgeggat

ctttgaccaa

acgccttttc
tctattgtge
tgtgttttct
tgctgttggt
gccagagtgt
cagecttgtt

ggcacgetge

tggagcttac
tgctectaat
tatcgacctg
Tggotggcgc
cgegtttgee
tgaccccaac

taaggcggtc

cactggagtg
agctctcegg
gctgaatgga
ggctgeectg
tgcogtgogt

tcgggcgggc cctgecagtgg gcatctccaa
cgcgaggeat gtgatgcgac taagcttgat
atgtgggatc gggtggacat gctgacttgg
accttagatg
ccgtgtgagt
cttaccattg
gtcggcgaga tggccaacca gggacccttg

caacttgtca acgacccccg gatatcgtcg

gcaggttaaa gttcctccca
ttgtgatgat gcctcacacg
gctcagttge tactgaagat

tccgcaggea caggtggege cggetctttt
gcggacggog gggggccgtt tcggacggta
ctgagcegtc aggttitiga cctegtctec
taccctggeg gtgattattc tccgggtgat
ctctttttat gttacagtta cccagccttt
gggtctictc ggcgogttcg aatgggggtt
ctgtrcaagc crgtgtccga cocagregge
agaaacatcc ttcattcttt tgagettctc
gtgggccccg teggtctcgg tetrgecart
atctggeact ttttgettag gettggeatt
gtgctttctc aaggtaggtg taaaaagtgc
gaggtcgett ttiacgtgtt tectttcaca
tgcgatcggt trtgtgegec aaaaggaatg
gogtgctggg ccggccgaag ccccattgag
caattggatg aasagaagat tacggctagg
caagccgtaa agtgettgeg ggtattgeag
ccaaaagtgg tcaaggtttc cgetgttcca
asagttgacc ctgattgcag ggtcgtggtt

tcrggetact ceaccacaaa. cctegtectt

ttaasaatca ggcaaatttc caagccttca
catgttgcet gotcgatgge totgeacatg
tcttgeggeca cocggocaccaa cgaccegtgg

ccctggetac ggacctgget ;tctctgcac gtccaggtty

7C

3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780

"3840

3900
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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tgcatttccec aacacggcct taccctgece
caagaaattg ccttggtcgt tttgattttt
agctgtaagg ctgacatgct gtgtgttttg
cttacctggt tgctttgtgt gtttcettac
accatcctat ggttggtgtt tttcttgatt

ttgacagcac
gtttccatcg
cttgcaattg
tggttgeget
tctgtgaata

ttgtgocogg
gaggcatgge
ccagctatgt
gtttttettt
tgectteagg

atggtgttgt
accccctacg
gcaccagatg
ctgtttaccc
tcactgaaca

gacgggaaag
tccggggteg
gattgcccga
ggcegtgect
Qccttctgcf
cttgtcggeg
ggccagtttt
cctaaggtcc
gtgccttcag
accgtecaac
cccttggttyg
agtgtttret
ctgatgatca
agccteggtg
caggcagtga
ccagtcecag
aagtaccgtg

tggtttctct tiggettett
acattcatca ttacaccagt
ggacctactt ggccgetgte
cgtcccaget tgggtctctt
ccgtcaatgt gatcgggtec
tcaagtgcgt aactgccgea
gcttcaatca aatgettgac
attggcaagg ggctgeceee
attggctaac atcctetgge
tcaccgceatg tggcgattce
ttcacacggg atcgaataaa
gtaatgtggc acécatcaag
cgctcgétga tgtgaaggtc
atctttgtge cttgettget
ttctttgtgt grttrttctc
ctgtgagttt cttratttig
cctttggaat gtrtgtgeta
ggcttctgac agcagetett
cigtgacégg ttttgtcgea
tgaatttgag cacctatgca
tgatcacgtg tggtgtcgtg
gcccgcacca tatccttgtt

ttgagatact ttgccgaggy aaagtrgagg
catgagtctc tgactggtgc cctcgetatg
atgaaatgga ctgattttaa grgctttgtt

gotcgttata ctaatgttgce
ggcceeccgeg gtgttgecge
cgccgegetg cgttgactgg
cttgagggtg ctttcagaac
tccatgggct ctggcggggt
catgtccrta cgggcaattc
tttgacgtan agggagatrt
aagaccchat tctgcacgga
gtcgaacccg gegtcattgg
gggtccccag tgatcaccga
Canggggogy gcattgttac
Ctaagcgaat taagtgaatt
ggcaéccaca taattaaaga
gccaaaccig aactggaagg
ctgtggagaa tgatgggaca
aatgaggttc tcccagcegt
tectggctca cgecatggtc
aacaggaaca gatggtcact
gatcttgcgg ccactcaggg
ttcctgoccte ggatgatggt
cacctacttg ccatcatttt
ggcgatggag tgttctetge
gaaggggtgt cgcaatcctp
agactcaatg acgaggactt
tetgcgtcca acatgaggaa

PCT/US2005/021973
attcggtatt 5160
tcataggttg 35220
ttgggtacct . 5280
gcacccectc 5340
aatcttggec = 5400 -
iggcetigtc 5460
cttggctacc %sszb
ccgcaccatg 5580
tcdhaagccc 5640
gtttaccatc 5700
agctcgggtt 5760
cgctataget 5820
tggatggact 5880
aaaaggattc 5940
ggccggtgag - 6000
gcgcccct&a - 6060
ctttactggg 6120
cataagcgag 6180,
aggcctctee 6240
tgcctggacg 6300
cctggteegg 6360
tgcgcaagtt 6420
tgectttrte 6480 -
gcaitcgttg 6540
tgtgacctca . 6600
gtacttgttt 6660
ggctttcttc 6720
cggaatgaat 6780
ggatttectt 6340
igcagcgggt 6900

caatttatcg aggctgccta tgctaaagca cttagagtag aactggccca gttggtgeag

Page 4
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gttgataaag trcgaggtac
caactctcge ccggtgacat
gacctaaagg ttggtagcac
gggtccanaa tgaccgtgge
gtgeccatec cccteccace
gaccgtttga ataagaagaa
gggaaaaagt accagaaatt
cataataaca cagatgagtg
gagaagggaa ctctgtgtgg
tccccatctg gtaagaagtt
gaagctgcaa agctttccgt
actgccaaag aactggagaa
gagcagtgtt taaactgcta
ttgttactga aacagcggta
ctgtgaattt aaaagtggec
acccggttge gagaccgatc
. ttatagacgt cttgatctcc
cgggaaacic tgggatcgat
aagtcgcact cagtgcgecaa
.aihttggt;t cccttacaag
ttitgcagaa tacaaggttt
cagtgcacge ggctgectge
tcttggecac gaccatgecc
tccttgatta cocttgactct
aagatgcege actgaaagac
ctggagttct tcgccttgtg
ttcatcggec ttctacttac
tcccaaccaa ggacattcag
gagaaaactg gcaaactgtc
agactag'ga.nc catactcggce
gtggtgttac ccagggcttc

LISTADO DE SBEUENCIAS

tttggccaaa’

tgttgtcget
caagcatacc
ﬁcgcgtcgtc
gaaagttctg
gaggcgcagg
ttgggacaag
ggagtgtctc
acatgtcacc

cttggtcccc

ggagcaggcc
actgaaaaga
gccgecageg
adaaatagtca
agtgaggttg
gatggtggag
pgtgctgatg
ggcacg(_:tct
ataatacagg
ctgtaccétg
ggagacatac
cttacgccca
éccgggtttyg
aggcctgact
ctctctaaat
cggaaatacc
cctgctaiga
agcgtcectg
accccttgta
accéataact

atgaaaaagg cgtttaactc

ctegaggctt
ctcggccaca
ctccaageca
gacccgacce
gagaatggcc
atggaagccc
aattccggtg
agagttggeg
attgaaaaca
gtcaacccag
ctaggtatga

ataattgaca

acttgacccg
aatttcacaa
agctaaaaga
ttgtgetecct
catctcccaa
gggattttga
cttgtgacat
ttaggggtaa
cttacaaaac
acgeccactee
agttatargt
gccctaaaca
atgacttgtc
tgtttgccca
attctatggc
aaatcgacgt
ctcttaagaa
tcategeact

acaagtttaa ggagctacag actccggtec tgggcaggty

Page
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ttgcrgatae cgtpgcacet 7020
cgcctgttgg cagtatcttc 7080
ttgagaccag agtccttget 7140
ccacgeccee acccgecacee 7200
ccaacgcttg ggggogatgag 7260
tcggcatcta tgttatgggc 7320
atgtgtttta tgaggaggtc 7380
accctgecga ctttgaccct 7440
aggcttacca tgtttacacc 7500
agaatggaag agttcaatgg 7560
tgaatgtcga cggcgaactg 7620
aactccaggg cctgactaag 7680
ctgtggtcge ggeggettgg 7740
ccggaccttc accctgggac 7800
cgcégttgag cacaaccaac 7860
gcgttccgcg.gttccttcgc 7920
gttacttgcé catcacgggc 7980
gtccgaagcec actaaagagg_ 8040
taggcgegge gacgetcctg 8100
ccctgagegg gtgaaaggag 8160
ccccagtgac actggaagec 8220 -
ggtgactgat gggcgetecg 8280
accgaccata ccagegtctg 8340
gctgacagag cacggctgeg 8400
cacccaagge tttgttttac 8460
tgtaggtaag tgcccacccg 8520
tggaataaat gggaacaggt 8580
tctgtgegea. caggetgtge 8640
acagtattgc gggaagaaga 8700
agcccaccga gcagtgttga B760
gcccatcgec ctcggaaaga 8820

8880

géttgaagct gatctcgcat
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cctgegatceg
ttgcetgtge
- tcacgcagte
ctgtgtctaa
tcaaaagtgg
tgctcaaggt
ccaccatgcec
cggacccaaa
atgggcgeea
aggcgagtaa
cttgtttgga
cccgcaagga
tcaggtccaa
cgtacgctac
-gtceagteac
ccectgtagg
cCccacggac
- accaaactcg
taccagacgg
tegetgtege
asacatactg
agaccatgcet
_caacgergea
gttggtgtcc
ttttgaggct
cagtgggtft
ccatctggag
tcatgtccat
aggtccteac

atccacgect
tgaagagcat
cggcgcagtg
caccatttat
tcacceecat
tcaacccctyg
aaactatcac
giagacagca
gctagtccce
tgtttctgaa
gtatgatcct
cggctacagce
ttatgaggog
tgoctgéggc
aatctggtgt
gaaaggcaca
cgttatcatg
ccgeggatta
tgattatgct
ttccaatgta
gctccttcaa
tgacatgatt
attccccegte
tggcaagaat
tcttagtaaa
tgattctcat
gtttggacag
ggtcaacaca
cccctaccac

LISTADO DR SECUENCIAS

gcaattgtec
ctaccgtcgt
actaagagag
agtttggtga
ggccttctgt
atcgtctitt
tggtgggttyg
ataacagact
aaccgtgaca
tactatgect
gaatggtttg
tttceccggea
aagaagtcga
ctcgacgtct
ggccatccag
agccctttag
catgtggaﬁc
gtctctgteca
agcaccgcct
ttgcgcagea
caggtccagg'
agggctttgg
ccectceegea
tecttectag
actaccctca
tgctatgttt
aatatctgtyg
acccgtgtga
agggaccgag

aaggcgccac attcgatgtg gttacattgc

getggtitge
acgtgctgaa
gtggectgte
tctatgcaca
tcttacaaga
cggacgacct
aacatctgaa
cgccateatt
ggatcctcge
cageggetge
aagaactigt
cgcegticet
gagtgtoceg
gcatttacca
cgggttctgg
acgaggtget
agggtctecac
gocgtggaat
tgctecctac
ggttcatcat
atggtgatgt
ggacgtgeeg
ccggtecpty
atgaagcagc
cctgtctagg
ttgacatcat
atgccattca
cctacgtgga
aggacgacgc
atttgececac

aaagagccet tgttgetatc accagggcaa gacacgetat

Page

cgccaacctt
ctgctgeeac
gtctggcgac
gcatatggtg
ccagctaaag
cgtgetgtat
tttgatgctg
tctaggetgt
ggccctegee
aatactcatg
agttggaata
catgtccatg
gtactgcgag
cacccactte
ttcttgtagt
ggaacaagtc
cccccttgat
taggggaaat
ctgcaaagag
cggcecacce
tatttacaca
gttcaacgtc
pgttcpcatc
gtattgcaat
agacttcaag
gcctcaaact
gccapattac
aaaacctgtc
catcactatt
taaagattca
ctttgtgtat
6

PCT/US2005021973
ctttatgaac 8940
gacttactgg 9000
ccgatcacct . 9060
cttagttact 9120
tttgaggaca = 9180 .
gcegagtcte 9240
gggtttcaga _930b
agaataataa 9360 -
tafcacatga 9450
gacagctgtg 9480
gcgcagtgeg 9540
tgggaaaaac 9600
EEcccggccp 9660
caccagcatt 9720
gagtgcaaat .9780-
ccgtataage - 9840
ccaggtagat 9900
gaagttggac 9960
atcaacatgg 10020
ggtgctggga 10080
ccaactcacc 10140
ccgdcaggci 10200 "¢
ctagccggeg 10260 -
caccttgatg 10320
caactccacc 10380
caactgaaga 10440
agggacaaac 10500
aggtatgggc 10560
gactccagtc 10629
étcaacaggc 10680
gacccacaca 10740
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actgcgacgg
ctctaggcaa
ccatttgtgc
gattttattt
actggccegt
ttcgoectat
cggtgrttet
gggctcaagt
aatatcttga
acgtcaaagg
tectteccaa
cattgtgeac
cccagtecaa
aAgacaaaac
getatgeetc
gcececgeect
. tcacccetta
tccccggita
aacatacctg
qﬁgaciggga
ccactgeeac
gcctgaattg
ttgtggatge
ttttgtttyg
ccgcgatact

. LISTADO DE SECUENCIAS
ggcagctgca .gggcttgttt gatcttcctg cazaaggcac

gcagctgatc gtgctggata gaaataacaa

cggggataaa
tgdtctagaa
ctcacctgat
ggtgtcaacc
ccataaatac
aggcictcct
gcttceggag
tgatcgggag
cactaccgtt
ggaatcagtf
actgacagat
gtgctggaaa
agcctatttc
gtacatccgt
ttgcaacagg
tgattacgge
Caaaattctg
g99gtttgaa
ggattacaat
cagcttgaag
aaatgaaatg
tttcacggag
cttcaccatc
ccgtacgege

tttagggcca
gggtcgagct
ttaacacagt
cagaacaatg
agccgegegt
ggggtcgtgt
acggttttca
cgagaagttg
ggaggatgtc
gcggtagtcg
gtgtacctcc
atgatgttag
caacttgaag
gttcccgtea
agagtcgtcg
gctaaaafta
gegtgedcgg
tcggatacag
gatgcgtttc
ttttattttc
gggtccatgce
ttcttggtgt
gcoggttoge
cctgccattc

. GECELEtcttt cccagtgeca agtggacatt

atgctttggc accataaggt gtcaaccctg

cgecatcatgg aaaaagcagy gcaggetgcc
tctcgecatta gtagtttgga tgtggtgget
gagacctgta aatatttggc ctcccgpcrg cccatgctac acaaccrgeg catgacaggg

tcaaatgtaa ccatagtgta taatagcact

cagacaagcg
ctcegetcee
ttgctaaact
aaaagtggcc
gcatcggtge
catactatct
gcaccggccg
ctgcgtccct
atcatgtcac

gggtttcaag,

cagatcttga
acttcaaaga
gtcgetattt
actctacggt
ggtccacceca
tcctgtctag
agttctcgtt
cgtatctgta
gtgcgegeea
cecegggece
aaagcctttt
ccattgttga
togtggtctt

gcccgtcaac
agaatgcacg
tgttgtagat
caaggrcgca,
Cccagtagaa
ggatcggctg
cggctatatg
cacaaaattt
aattgaggta
cccacacggt
ctccagatac
ccceggaaaa
agéziatctc
agttcgacta
cacctggtat
gtaCttggaF
Ctgggggoct
cgcgtaccat
ggatgaccca
tgagttcacc
ggaagggaaa
tgtcattgaa
tgacaaiatt
tatcattata
ttgcatcaga .

PCT/US2005/021973

ctcgcagtgc
gttoctcagg
tctetecegeg
cacaacttgp
cttgcacctc
gttgccagcec
gtgggccctt
gttaagggcg
gactgccgqg
ttcattggcy
ctccegegen
gccgegaaag
€acccggaga
atggtctgga
cagcitgcca
ccctgeatgg
gacctcgegg
ggtgaaatgc
gttaagtaca
ggaaacggtg
atttataagg
ccaactttag
ggccaacttt,
tttttggcea
trggtttget

actctgagca attacagaag atcttatgag
cccacctggg gaactaaaca tcctttgggg
attgatgaaa tggtgtcgcg tcgaatgtac
tggasacagg tggtgagcga ggctacgetg
cattttcagc atctagccge cattgaagcc

ttgaatcagg tgtttgctat ttttccaacc

Page 7

10800
10860
10920
10980
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520

11580 -

11640
11700
11760

11820

11880

.11940

12000
12060
12120

12180

12240
12300
12360
12420
12480
12540
12600
12660

I
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cctggttcce ggccaaaget
atattttcct ctgttgeage
atactacgta ctgtttttag
tgaattacac ggtgtgtcca
ccagtaggtc tctrtggtgc
agctagggtt tatgataccg
cctggttgge grrcttgtee
tagggaatgt gagtcgagtt

acgggcagaa caccaccttg

accaacatca agrcgacggce
cctcgtggtt ggttttaaat

cagttcgagt

cttgcagata

ccaagacatc agttgcctta

tcagtgecgt

acggcgatag

tgagaattat ttacattctt

_tgagatgagt
gtgtgtcaat
ggtcgaccat
tttagcetgt
gcttgaccge
ttgctgtgct
tgacgctatg
agagttttgt
gccatttect
ggtatgtcct
ttaggtttgc
ttctggacac
gcaaagttga
tggcaaccec
tcatgatagc

gaaaagggat
tttaccagct
gtgcggttge
ctrtttgeca
gggctgttgc
cgccaacgec
tgagctgaat
catctttece
tgacacagtc
aagtagcatc
aaagaattgc

taagggcaga

ggtcgaaggt
tataaccapa

acggctccac aaaaggtget

LISTADO DE SECUENCIAS

tcatgatttt
ttcttgtact
tttecgetgg
ccttgeotea
aggatagggt
cctggectcet
ttcagctaca
tatgttgaca
cctcgtcatg
ggcaattggt
gtctctiggt
ttaagaccaa
ggcatcgega
ggacaccegt
ctgatctcct

ttaaggtggt
acgtccaaca

cagcaatggt
ctrtrtgttg
ttaggggcaa
cccggeaage
atgaccgaty
ccagcpaagg
cggcccagtt
téﬁaacatca

-acaacatttc

ttcacctaga
ttctcaggcg
caccaccgE;
cteggectet
gtatgttacc
catgctttct
atttggcaat
tgtcaaggag

tccatttcat gacacctgag

ttctgttggc
tcgegattge
agcaacgaca
ggcacagatt
gttttgactc
gctttagtea
tacgeggtct
atgtcctggc
crctatcgtt
catctpatcg
gtttcagcgg

gatgatatat gccctaaagg tgagtcgcgg

aatttgaatg
tttctttgtg
gcagetccca
ggctagctaa
acattgtcte
ctgtgtctac
gtgccctgge
gctacgegtg
ggcggtcgcc
acctcaaaag
aacaatgggg
tttggegttt
ccgactgcta

Page

taatagctgt
tgctgtogtt
ttrttctitc
agccacagag
tggggaggac
ccacttgact
ccatcccgag
actcatctgc
agccgtgtrt
afggcttcgt
ttcgecctgea
gcggeaagcet
gaggcgattc
atcacagcca
tcttgecttt
gtgtcaggcea
tttacccaac
accatgaggt
trtraagtatg
gtgtaicgtg
tctacagetg
caaatttgat
cratggtycc
cgecgggttt
tgcgttgact
taccagatat
tgtcatcata
agttgtgett
tcgtccttag
tctattacct
gggcttctge
8
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acattcctcc
gcgggttcca
gaactcacag
atctacgaac
gatcatgacg
ggtgtttacg
atattcggga
gccgaacatg
cagacctatt
cccttctttt
aaccatgttt
ttgctgteet
gcaaaatccc
atgtgacaga
tctatgette
tcgtggetgt
gctccctggt
gggcaactgt
ttggagaaat
ccgttectgtt
atttacaact
tgggcagrtgg
ctcactacca
gttcacpggc
tgcttcgtea
accaactttc
gagaaaaggg
gatggtteccg
atgacttctg
acacgccagt
accttttgat

12720 °

12780
12840
12900

12960 -

13020
13080
13140
13200
13260
13320
13380
13440
13500

13560
13620°

13680

13740

13800
13860
13920

13980

14040
14100

14160

14220
14280
14340
14400
14460
14520

ey
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<210>» 3
<211> 957
<212> DKNA
/ <213»

<400> 3
aatggtctcc

aaggagagtt
gacctcctca
attttccggt
tcttgtgega
aaggagcacg
gccgaaggga
aaatttgaaa
" gatcttgtga

tgtactagcg
- cctgggatgt
ggcggrcttg
cggctggctg
tctggcgatt
tttgcecgte

ctttggcagg
<210
b7
<213>
400> 4

4
976
DNA

LISTADO DE SBEUENCIAS .
cccgetgaca ctgtccctga aggcaactge tggtggaget tgtttgactt gottccactg

gaagttcaga acaaagaaat tcgccatgct aaccaatttg gctaccagac caagcatggt
gtctctggca agtacctaca gcggaggetg caagttaat

gagcagtaac tgacctaaac ggacctatcg
ggatccgcca tttgaaactp gcgggagaac
gaataagggt tgagcctaac acgtcgccat
ttggcagtca caagtggtac ggcgetggaa
ctgctacagt cgctggecge getttgtecg

aggttgccgg cgccaacaag getgageace

attgtggttg gcactgcatt tccgecatcg
ccacccttec cgaaagagtg agacctccag
atgccatcca aatcctcaga ctccctgegg
ccaagtacgt acttaagcty gaaggtgage
ccécttcttt gctcectett gaatgtgtte
grtccceaga tgcagtegag gretccggat
aggtgatgca cctgcctage agtgetatce
ccgatcgttc ggettctccg gtcaccaceg
acagcggagg gaatcaccct gaccaagtge
tgattgagga ctgctgetgt tcccagaaca

tcgtacagta
ccagctactc
tggctgacaa
agagagcaag
ttcgtgaaac
tcaaacacta
ccaaccggat
atgactgggc
ccttagacag
attggactgt
agggctgttg
ttgaccctge
cagccgetct
tgtggactgt
gcttagggaa
aaaccaaccg

cccggaggag gtcgcagceaa agattgacct gtacctccgt ggtgcaacaa

atgcttggcc aggcrtgaga aagcgcgeee gecacgcgta atcgacacct
ggatgttgtg ctccctgggg ttgaggogge aacccagacy atcaagetge
ccagtgtcgt getctggtee ctgttgtgac tcaaaagtcc ttggacaaca
cctgaccgee ttttcactgg ctaactacta ctaccgtgcg caaggtgacg
ccgtgaaaga ctaaccgecg tgctctccaa gttggapa;i;aeg l%ttgttcgag

PCT/US2005/021973

VIRUS DEI, SINDROME RESPIRATORIO Y R!PRDDUCTIVd,PORCINO.

cttctccgtt
tgggtrtgag
ggaagaaaaa
aaaagcacgc
ccggeaggee
cteccegect
ggtgaattcc
tactgacgag
gaacggtgct
cactgtgacc
tgggcacaag
ctgcettgac
ggccgaaatg
ttcgcagttc
aattatcagc
ggtcacc

VIRUS DEL.BINDROME RESPTRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO

atcttgaaga

cctttgattg

cccaggtcaa
actcggtccc
aagttcgtca
aagaatatgg

840
900
939

60
120
180
240
300
360
420
480

540 .

720
780
840
900

* 957

60
120
180
24¢Q
300
360

&S
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cttcctgaat tgtgctttca
taaggtcgcg ctcactatgg
agaaacctgg aaattcatca
"tcrggeccct geecaccacg
taaccacgca tttgtcgtce
cgggttaaaa agcctcgtge
tgtcaaatat gccaaataac
cagtcaatca gctgtgccag
gcaagggacc gggaaagaaa
cgactgaaga tgatgtcaga
caatccagac cgcctttaat
taagttacac tgtggagttt
cagcatcacg ctcagcatga
agaatgtgtg gtgaatggea
gcgaccﬂtgt_gggggtgaga

<210> 2

<211> 939
<212>
‘<213>

<400> 2
atgtctggga

ggccaagtct
gtttctgagc
ttgccacgtg
atetttccaa 1
gtcgcagety
. gtttatgaac
ttcgccaaFt
"aacctgecge
gctactgtct
tgggcccctc
attgcgaacc
gccttcacag

gagcagtagt
cctccagatg
tipaaagtyc
ggcgtecegy
tgggtggcag
aacggcaagc
atgctggéta
aataagaaga
catcacttta
caaggcgcth
agtttgccta
tgggctggea
ctgattgaca
tttaattggc

tacttgatcg gtgcacgtgt
actgcacacg atgcctcagt
tcgggotgct aggcctéttc
cattccccac tgtrgagtge
tcgcacgaat gaccagtgga
agctttacag agccggecag
ggggttgecg ctggtaccce
ccctacatgt gagtgataaa
tccecgcagag acccaagect
htgici%tag tcatgacgec
gtggcgggga tgaagtgaaa
ggctccgrac ctcctteecg
cccctgggty tggrgrrtct

tgcactcctt
ccgtttgtgce
cgcacggttt
ctccactacg
aaaagctgtt
agcagaagag
agatcatcgc
aaaacccgga
cccctagtga
ggacttgcac
cgcatcatac
ttcttgaggc
ttgtécctct
gagaaccatg

tggggggtgt
ttgctaggec
catccgatty
gtcaacgged
aaacagggag
daagaagggy
tcagcaaaac
gaagccccat
gcggcaatty
cctgtcagat
tgtgcgecty
atctcagtgt
aagtcaccta
cggccgaaat

PCT/US2005/021973

LISTADO DR ST M rec agagracaaa

_ccttegggta

actcagceat
gcaagtacat
cggcaaatga
cattggtgcc
tggtaaacct
gatggccagc
cagtccagag
trtcctctag
tgtctgtcgt
tcagggagga
atccgegtca
ttgaattgga
ttcaattagg
.

DNA .
VIRDS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REFRODUCTIVO PORCINO

acccccaatg ccagggtgtt tatggcggag
gcacggtcte tectteccect gaacctccaa

tacaggeccg aagagccact ccggtggacg

tcececgecg gggectgety gct;ictgca
aacctgaact tccaacaaag aatggtacgg
ctcacccctg cagtcttgaa ggctctacaa
attgttggac ctgtccctgg agtggecgtt
cctttccogg gagcaactca cgtgrtgace
gaagactttt gcccttttga gtgtgctatg

gtcatgtatg tggccgaaay gaaagtctcc
tttgaagctg tccccgggga gttgaagtty
ccceaccaca cagtggacat gtctaagttc

atgcgogtcg aacgccaaca cggotgectt

Page 9

14580

14640

14700

14760

14820
14880

14940
15000
15060

" 15120

15180
15240
15300
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15411
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A

ik



WO 2006/002193

agaccagatg gaggaggact
- ggcetgggca grcgagcagg
accaccaccec cctccgecaa
ggagaga’ag cctgtceccg
ttcattaggc ggcgatgtee
tctcccgace ccacctgage
gcaatgcatc ttcaggccgg
cggaactgtg tctcgaccgg
gcgtaagttt cagcaggtga
cgagcccctyg patttg
954

DNA -
<400> 5 -

caggacgagc ccctygattt
gcaccgecge agageggggg
_agtgaaatct cggacatgte
ttgtccagcg tgagaatcac
gggcecctgea gtgggeatct
gcatgtgatg cgactaagct
gatcgggtgg acatgctgac
gatggcaggt taaagttcct
gagtttgtga tgatgcctca
attggctcag ttgctactga
gagatggcca accagggace
_gteaacgace cccggatate
ggcacaggtg gcgccggctc
gggggoggac cgtttcggac
cgtcaggttt ttgacctegt
ggcggtggtt artctccggg

LISTADO DE SXCUENCIAS
gétcatgcea accgagoctg gtccacggee cacactgcca cgegggcteg

tgctgaaact
ttgacctaaa
aagttcagcc
cececgegeag
ctaacagttg
cggcaacacc
cgacaccctt
tgacaccctt

ggctaacgcc cagacgactt
aacttgggtc aagaactacc
tcgaaaaacg aagcctgtca
gaaggttggg tccgattgtg

ggaagatttg
ttcaagtgag
gagtgaﬁccg

gctgttagta
ctggtgattg
gctccaattc

gagtgagccg atccctgtge

aaagattgag ttcggcggeg gcaatcccac

gtctgcttec
cgttctggga
gggtaacatt
acgcccaaaa
ccaagaggta
tgatgaecct
ttggcgcaac
cccaaaaatg
cacgectgea
agatgttcca
cttggecttc
gtcgcggagy
ttttaccgat
ggtaaaaaga
cteccatete

tgattggggt

tcacagactg
gtagaggggc
aaacctgegt
tactcagctc
aaggaaacat
gctacgeagg
acgtctgttt
atactcgaga
ccttccgtag
cgcatccteg
tccgaggata
cctgacgaga
ttgcegectt
aaagctgaaa
cctgrtttct
tttgcagett

aatatgaggc
atgaagctga
éﬁgtgtcatc
aagccatcat
gcettagtgt
aatggctttc
accaggcgat
caccgecgec
gtgcggagag
agaaaataga
aaccggtapa
gcacatcage
cagatggcgc
ggctctttga
tctcacgect
ttactctatt

Page 11

PCT/US2005/021973 \;

. \0\

acgaactcaa
cgpacatgat

cgcggtggac
agagcttgec

gcagccecggt

gcccctttga
tgtccteace
ccgcaccteg
cegeacegeg
cgtaccagga

_ VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO.

ctctoccccaa

ggaaaccctg

aagcagctec
cgactcggge
catgcgegag
tcgcatgtag
ttgcacctta
ctatccgtgt
cgaccttace
aaatgtcgge
tgaccaactt
ttcgtcegea
ggatgcgg;c
ccaactgage
tttCtéCCCt
gtoc

420

480
540
600
660
720
780
840
900
960
976

120
180

240°

300

360
420 .

480

540

600
720
780

840

954
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<210 .6
<211>
<212>
<213>

<400> 6
ttgtgcctet

ttttctgggt
gttggtctgt
gagtgtagaa
cttgttgtgg
cgctgcatct
gcttacgtgc
cctaatgagg
gacctgtgcg
tggcgcgggt
trtgcccaat
cccaaccaag
gcggfcccaa

' ggagtgaaag

- <213>»

ctceggtety
datggattaa

<zi% ) 5;57

<212> DNA

<400> - 7

939
DNA
VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINOG.

ttttatgtta
cttcteggeg
tcaagectgt
acatccttca

‘'gcecccgtegg

ggcacttttt
tttctcaagg
tcgettttaa
atcggtritg
gctgggccgg
tgpatgaaaa
ccgtaaagtg
aagtggtcaa
ttgaccctga
gctactccac
aaatcaggca

cagttaccca gcctttggta
cgttcgaatg ggggtttttg
gtccgaccca gtcggegetg
ttcttttgag cttctcaaac
tctcggtett gecattettg
gcttaggctt ggcattgtig
taggtgtaaa aagtgctggg
cgtgtttcct ttcacacgtg

tgcgccaaaa ggaatggace .

ccgaagccee attgagcaac
gaagattacg gctaggactg
cttgcgggta ttgcagtcgg
ggttteeget gttccattee
ttgcagggtc gtggttgacc
cacaaag&tc gtcctrggtg
aatttccaag ccttcaggg

LISTADO DE SECUENCIAS

ttgeteceet.

gctgetggtt
cttgtgagtt
cttgggaccc
gcaggttact
cagactgtat
gatcttgtat
cgaccaggtc
ccatttrrct
ccEEtgaaaa
tygtcgecca
gtggggcgat
gagccccctt
ctgacacttt
taggggactt

PCT/US2005/021973 :

cttgggtgtg
ggcttttget
tgactcgeca
tgttcgeagce
ggagcggggea
cttggctgga
aagaactgct
gtcacttatc
cgccactgag
acccatcgeg
gccttatgac

ggtggctaag

ctttccecact
cactgcagct
tgcccagetg

VIRDS DEL BI!DBDH! RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PG!CI!O

ggaggcccac atctcatggc tgccctgcat gttgcctget cgatggetet gcacatgctt
gctgggattt atgtgactgc ggtgggttct tgcggcaccg gcaccaacga cccgtggtge
gctaaccegt ttgeccgtecc tggctacgga cétggctctc tctgcacgtc caggttgtgce
atttcccaac acggecttac cctgecccttg acagcacttg tggegggatt cggtattcaa
gaaattgcct tggtcgtttt gatttttgtt tccatcggag gcatggctca taggttgagc

tgtaaggctg acatgctgtg tgtttrgctt geaattgeca getatgtttp ggtacctctt

acctggttgc tttgtgtgtt tccttgctgg ttgcgctgtt tttctttgca ccecctcacc

atcctatggt tggtgttttt cttgatttct gtgaatatgc cttcaggaat cttggccatg

gtgttgttgg tttcrctttg gecttcttggt cgttatacta atgttgetgg ccttgtcacc
Page 12
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LISTADO DX SECUENC
ccctacgaca ttcatcatta caccagtggc cctegeggtg tigecgectt ggetaccgea

ccagatggga cctacttgge cgctgtccgec cgegetgegt tgactggecg caccatgetg
tttaccccygt cccagertgg grctcttctt gagggtgett tcagaactcg
Ctgaacaccg tcaatgtgat cgggtcctcc atgggectctg gcggagtgtt

gggaaagtca agtgcgtaac tgccgcacat gtccttacgg gcaattcage

ggggtcgget tcaatcaaat gcttgacttt gacgtaaagg gagatttcgc

tgcccgaatt ggcaaggage tgcccccaag acccaattct geacggatgg

<210> B8
<211> 957
<212> DNA

PCT/US2005/021973 j&f;);izi’

o

aaagccctea
taccatcgac

tcgggtttee

tatagctgat
atggact

‘213> vmus DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO.

<400> 8
tgcacggatg

gtcattggaa
atcaccgagg
attgttacgc
;gtgaattcf
‘ attaaagac;
ctggaaggag
atgggacatg
ccageegtee
ccatggtctg
_ tggtcacttg

actcaggggce
" atgatggttg
atcattttgt
ttectctgegg

caatcctgeg gaatgaatca

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

<400> 9

9
852

gatggactgg
aaggattcgc
ccggtgaget
gcccctcagg
ttgcrgggee
taagcgaggt
gcctetecac
cctggacgce
tggtccggag
cgcaagtict
cctttttcag
atcegrtgea
tgacctcacc
acttgtttaa
ctttcttctt

ccgtgectat
cttctgette
tgtcggegtt
ccagttttgt
taaggtcceg
gcctteagat
cgtccaactt
cttggttgct
tgtrttctec
gatgatcagg
ccteggtgea
ggcagtgatg
agtcccagty
gtaccgtggc
gagatacttt

tgagtctctg

e -

tggcraacat
accgcatgty
cacacgggat
aatgtggcac
ctcggtaatg
ctttgtgect
ctttgtgtgt
gtgagtttet
tttggaatgt
cttctgacag
gtgaccagtt
aatttgagca
atcacgtgtg
ccgeaccata
gccgagggaa
actggtgeec

ccrctggegt
gcgattccgg
cgaataaaca
ccatcaagct
tgaaggtcgg
tgcttgcrge
ttrttctcct
ttattttgaa
ttgtgctatc
cagctcttaa
ttgtcgcaga
cctatgcatt
gtgtcgtgca
tccttgttgn
agttgaggga
tcgctatgag

cgaacccgge
gtccccagty
agggggaggc
aagcgaatta
cagccacata
caaacctgaa
gtggagaatg
tgaggttctc
ctggetcacyg
caggaacaga
tcttgeggee
cctgectegg
cctacttgec
cgatggagtyg
aggggtgteg
actcaat

DNA
VIRDS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REFRODUCTIVO PORCINO,

atgagactca atgacgagga cttggatttc cttargaaat ggactgattt taagtgcttt
gtttctgegt ccaacatgag gaatgcagcg ggtcaattta ltacgaggctgc ctatgctaaa
Page
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PCT/US2005/021973 %

LISTADO DR SECUENCIAS

Page 14

gcacttagag tagaactggc Ecagttggtg ca;gttgata aﬁgttr,gagg tactttggéc 180 \M
aaacttgaag cttttgctga taccgtggca Cctcaactct cgcccggtga cattgttgte 240
"geteteggec acacgectgt tggcagtatc ticgacctaa aggttggtag caccaagcat 300
accctccaag ccattgagac cagagtcctt gctgggtcca aaatgaccgt ggcgcgegte 360
gtcgacccga cccccacgee cccacccgea cccgtgecca tocccctcce accgaaagtt 420
ctggagaatg gccccaacgc ttggggggat gaggaccgtt tgaataagaa gaagaggcgc 480
aggatggaag ccctcggcat ctatgttatg ggcgggaaaa agtaccagaa attttgggac 540
aagaattccyg gtgatgtqtt ttatgaggag gtccataata acacagatga gtgggagtgt 600
ctcagagttg gcgaccctge cgactttgac cctgagaagg gaactctgtg tggacatgtc 660
accattgaaa acaaggctta ccatgtttac acctccccat ctggtaagaa gttcttggte 720
ccecgtcaacc cagabaatgg aagagttcaa tgggaagctg caaagctttc cgtogageag 780
‘gccctaggta tgatgaatgt ' cgacggcgaa ctgaciEEEa aagaactgga gaaactgaaa " 840
agaataattg ac 852
Sin oty
:H'%: Dv";nm DEL BINDROME RESPIRATOR .

: I0 ¥ REPRODUCTIVO PROCINO.
<400> 10
gcttggttgt tactgaaaca gcggtaaaaa tagtcaaatt tcacaaccgg-accttcacce 60
tgggacctgt gaatttaaaa gtggccagtg aggttgagct aaaagacgeg gttgagcaca 120
aEEaacac;c gpttgcgaga ccgatcgatg gtgpagttgt gotecctgegt tccgoggttce 180
cttcgéttat agacgtcttg atctccggtg ctpatgcatc tcccaagtta cttgcccatc 240
acgggccpgyg aaacactggg atcgatggca cgetctggpa ttttgagtec gaagciacta 300
aagaggaagt cgcaétcagt gcgcaaataa tacaggettg tgacattagy cgcggegacg 360
ctcctgaaat tggtcteeact tacaagcigt accctgttag gggtaaccct gagcgggtga 420 ;
aéggagttct gcagaataca aggtttggag acatacctta caaaaccccc agtgacactg 480
gaagcccagt gcacgegget gectgectta cgeccaacge cactccggtg actgatggoe 540
gctccgtett ggccacgace atgocccceg ggtttgagtt atatgtaccg accataccag 600
cgtctgtcct tgattacctt gactctagge ctgactgcoc taaacagctg acagagcacg 660
gctgcgaagi tgccgeactg aaagacctct ctaaatatga cttgtccacc caaggetttg 720
ttttacctgg agttcttcge cttgtgcgga aatacctgtt tgcccatgta ggtaagtgee 780
cacccgttca tcggecttct acttacccrg ctaagaattc tatggetgga ataaatggga 840
acaggttccc aaccaaggac attcagagcg tccctgaaat cgacgttcetg tgcgcacagg 900



\/ <213

{. €<213>

WO 2006/002193

ctgtgcgaga aaactgg

<210> 11 .
<211> 972
«<212> DNA

<400> 11 .
gctgtgcgag aaaactggcea
aagaagaaga ctaggaccat
gtgtigagtg gtgttaccca
ggaaagaaca agtttaagga
ctcgecatcct gecgatcgatc
tatgaacttg cctgtgctga
ttactggtca cgcagtccgﬁ
atcacctctg tgtctaacac
agttacttca aaagtggtca
gaggacatgc tcaaggttca
gagtctccca ccatgccaaa
- tttcagacgg acccaaagaa
ataataaatg ggcgccagct
cacatgaagg cgagtaatgt
agctgtgert gtttggagta
cagtgcgece gcaaggacgg
gaaaaactca ag .

<210> 12

<211> 966
<212>

<400> 12

LISTADO 'DE SECUENCIAS

aactgtcacc ccttgtactc
actcggcacc aataacttca
gggcttcatg aaaaaggegt
gctacagact ccggtccigg
cacgcctgea attgtccget
agagcatcta ccgtcgtacg
cgcagtgact aagagaggtg
catttatagt ttggtgatct
cccocatgge cttctgttct
acccctgate gtctattcgg
ctatcactgg tgggttgaac
gacagcaata acagactcgc
agtccccaac cgtgacagga
ttctgaatac tatgectcag
tgatcctgaa tggtttgaag
ctacagcttt cccggcacge

VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCING

ttaagaaaca gtattgcgog
tcgcactage ccaccgagca
ttaactcgee catcgcecte
gcaggtgcct tgaagcrgat
ggtttgccge caaccttctt
tgctgaactg ctgccacgac
gectgtegte tggcgacceg

athEcagca tatggtgett

ticaagacca gctaaagttt
acgacctcgt getgtatgee
atctgaattr gatgctgggg
catcatttct aggctgtaga
tcectogegge cotcgectat
cggctgcaat: actcatggac
aacttgtagt tggaatagcg
cgttcttcat gtccatgtog

VIROE DEL SINDROME RESPTRATORIO Y REPRODUCTIVO PORCINO

atgtgggaaa aactcaggtc caattatgag gggaagaagt cgagagtgtyg cggptactgc
ggggccccgy coeccgtacge tactgectgt ggectcgacg tctgeattta ccacacccac
ttccaccage attgtccagt cacaatctgg tgtggccatc capcgggtic tggttctigt
agtgagtgca aatcccctgt agggaaaggc acaagccctt tagacgaggt gctggaacaa
gtcccgtata agcccccacg gacegttatc atgcatgtgg agcagggtct cacccccctt
gatccaggta gataccaaac tcgccgegga ttagtctctg tcaggegtgg aattagggga
Page 15
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aatgaagttg gactaccaga
gégatcaaca tggtcgctgt
_cccggtgetg ggaaaacata
acaccaactc accagaccat
gtcccggeag gcacéacgct
atcctagccg gcggt@ggtg
aatcaccttg atgttttgag
aaécaactcc acccagtggy
actcaactga agaccatctg
tacagggaca aactcatgtc

gtcagg

<210> 13

<11> 783
. <21> DNA
P <213>

<400> 13 .

- gtggaaaaac ctgtcaggta

gacgceatca ctattgacte
cccactaaag attcactcaa
gctatctttg tgtatgacce
ggcacgeccg tcaacctege
aacaaagaat gcacggtitgc
aagcgtgttg tagattctct
_ctceccaagg tcgcacacaa
aaactcccag tagaacttge
tggccggatc.ggctggtfgc
ggtgccgget atatggtggg
tatctcacaa aatttgttaa

PCT/US2005/021973

LISTAD0 DE sncu:anA¥
cggtgattat gctagcaccg ccttgctcce tacctgcaaa

cgcettecaat
ctoggctcctt
gcttgacatg
gcaattcccc
tcctggcaag
gcticttagt
ttttgattct
gaggtttgga
catggtcaac

gtattgcgca
caacaggtcc
attagggctt
gtccecteec
aattccttcc
aaaactaccc
cattgctatg
cagaatatct

acaacccgtg

tgggcaggte ctcaccccct
cagtcaaggc gccacattcg
caggcaaaga gcecttgttg
acacaggcag ctgcagggcet
agtgcactgc gacgggcagc
tcaggctcta ggcaacgggog
ccgegecatt tbtgctgatc
cttgggattt tatttcrcac
acctcactgg cccgtggtgt
cagccttcge cctatccata
cccttcggty tttctaggea
gggcggggct caagtgettc

gcaggttcat
aggatggtga
tggggacgty.
gcacéggtee
tagatgaagc
tcacctgtct
tttttgacat
gtgatgccat
tgacctacgt

VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REPRODUCTIVO

accacaggga
atgtggttac
ctatcaccag
tgtttgatct
tgatcgtgct
ataaatttag
tagaagggtc
ctgatttaac
caacccagaa
aatacagceg
ctecctggggt
cggagacggt

ggccgaattg_aggtagacig ccgggaatat cttgatgatc gggagegaga

tcc

<210> 14

<211> 774
<212> DNA
©. <213>

Page 16

catcggecca
tgttatttac
ccggttcaac
gtgggttcgce
agcgtattge
aggagacttc
catgcctcaa
tcagccagat

ggaaaaacct

PORCINO
ccgagaggac
attgcatttg

ggcaagacac

tcctgcaaaa
ggatagaaat
ggccacagac
gagctctccg

acagtttgct

caatgaaaag
cgcgtgeatc
cgtgtcatac
tttcagcacc
agttgctgeg

VIRUS DEL SINDROME RESPIRATORIO Y REFRODUCTIVO PG&CIHD.

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
966

60
120
180
240
300
360
420
480

540 -

660
720
780
783
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<400> 14
gagcgagaag

gttggaggat
gttgcggtag
gatgtgtacc
aaaatgatgt
ttccaactty
cgtgtteccg
aggagagtcg
ggcgctaaaa
ctggcgtgcg
gaatcggata
aatgatgegt
aagttttatt

ttgctgegte
gtcatcatgt
tcggggtttc
tcccagatcet
tggacttcaa
aaggtcgcta
tcaactctac
tcgggtecac
ttatcctgtc
cggagttcte
cagcgtatct
ttegtgegeg
ttcccccggg

LISTADO DE SECUENCIAS
cctcccacac ggtttcattg gcgacgtcaa

cacctccaga

-aagccccgga

tgaagcctat
agaagttcga
tttcacctag
ggtgtacttg
CC3C£99999
tagcgegtac
gttggatgac
gtatgagttc
ccaggaaggg
ccctgtcatt

tacctcccge
aaagccgcga
ctcecaccegg
ctaatggtct
tatcagcttg
gacccctgea
gcfgacctcg
catggtgaaa
ccagttaagt
accggaaacg
aaaattta-‘-t-a

gaaccaactt

Page

gegteettec
aagcattgtg
agacccagtc
ggaaagacaa
ccagctatge
tgggcecege
cggteaccec
tgcceccegy
acaaacatac
gtgaggactg
aggecactge

lK?hﬂEﬂnﬂyﬂll9Tl
aggcactacc 60
caaggaatca 120
cacactgaca 180
caagtgctgg 240
aacagcctat 300
ctcgtacatc 360
cctttgcaac 420
ttatgattac 480
ataEaaaatt 540
ctgggggttt 600
ggaggattac 660
caccagcttg 720
' 774

taggcctgaa ttga

17
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(54) Tiul: VACUNAS DE SUBUNIDADES PRRSV

Relvindicaclén(es):
1. Una vecuna capaz de inducir una respuesta inmune
contra el PRRSV comprende:

una primera porcién de ADN de ORF1 del PRRSY,
dicha porcién tiene por lo menos 21 nucledtidos
contiguos de dicho ADN del ORF1 del PRRSV; y

un portador farmacologicamente adecuado,

2 La vacuna de la relvindicacién 1, dicha porcidn tiane
por o menos 150 nuciedtidos contiguos de una
sacuencia seleccionada del grupo que consiste de
secuencias que tienen por lo menos 85% de
identidad de secuencia con una cualquiera de las

SEQ ID Nos. 1-14, y las comblnaciones de slias.

3. La vacuna de la reivindicacion 2, dicha porcién es
selaccionada del grupo que consiste de secuencies
que tienen por ko menos 85% de identidad de
sacusncia con cuakjuiera de las SEQ ID Nes. 1-6, 9,

10, y las combinaciones de ellas.

4, La vacuna de la relvindicacién 1, comprende
adicionalments una porcitn de ADN del PRRSV
seleccionada del grupo que consiate de secuenclas
de por lo menos 21 nucledtidos contiguos de un
ORF PRRSV diferente al ORF1, por lo menoe 21
nucledtidos contiguos dal ORF1 PRRSV, y [as
combinaciones de ellas.

5. La vacuna de la reivindicacidn 1, que comprende
adiconalmente ofra composicion efectiva pera
Inducir una respuesta inmune contra la infeccion
PRRSV.

6. La vacuna de la reivindicacién 1, dicho ORF1 del
PRRSV as darfvado de una cepa virulenta del
PRRSV.
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REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE
PCT

PATENTE DE INVENCION [] MODELO DE UTILIDAD [ ]

Indicacién de que se solicita la concesién de una patente

Datos de identificacién del sollcitante.o de la persona que presenta la sollcltud
Descripcién de la Invencion

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de Ias tasas establecidas

COMPLETA [ } ~ INCOMPLETA [

L X 2 2 X

DISERO INDUSTRIAL [ ]

. @ Indicaclén de.que se solicita el registro de Disefio Industrial []
€ Datos de identificacién del solicifante o de la persona que presenta la solicitud [ ]
¢ Representacion grafica y fotogréfica del Disefio Industrial o muestra del [}

rnaterial que Incorpora el disefio o
€ Comprobants de pago de las tasas establecidas {1
COMPLETA | ] INCOMPLETA [ 1}

ESQUEMA DE TRAZADOQ [ ]

¢ Indicacidn de que se solicita el registro de un Esquema de Trazado [1
¢ Datos de identificaclén del solicitante o de la persona que presenta la solicitud [ 1
¢ Representacion grafica del esquema trazado . [}
4 Comprobante de pago de las tasas establecidas {1

[]

COMPLETA [ ] INCOMPLETA

Firma Responsable
- Fecha ) Carrera 13 No. 27-00 Plso 5, 7 y 10
- Conmutador: 3 8208 40
Fexc 350 52 20
E-mall: [nfo@slc.gov.co

www.slc.gov.co
Bogot4, D.C., Colombla
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REPUBLICA DE COLOMBIA
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
Bogot4,
2020
Doctor (a)

FERRERO EMILIO
Apoderado{a) y/o Representante de
BOEHRINGER INGELHEIM VETMEDICA, INC.

REFERENCIA Radicacién No. 07 3384
Solicitud internacional PCT/U82005/021973
Fecha inicio fase naclonal 17/01/2007

Tr&mite 11
Evento 379
Actuacién 430

Oficio No. TS IV N 1966

Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de
la DecipiSn 486 de la Comisidén de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de
Cooperacién en Materia de Patentes (PCT), regla 51 bis del Reglamento y Circular
(inica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. 81 fuere el caso, el solicitante debe adjuntar la traduccién de los anexos del
reporte de examen preliminar internacional (Art. 36.2.b) del tratado PCT.

2. La solicitud no contiens 1la copia del documento en que consta la cesifn del
derecho a la patente del inventor al solicitante o a su causante. (Art. 26-k)
Declslém 486.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decisitm 486, se le
requiere para que dentro del término de dos mepes sigquientes a la fecha de
notificacién del presente oficio, complete los requisitos anteriormemte enunciados.
En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la soclicitud se
considerard abandonada y perder& su prelaciémn.

- Notifiguese el presente oficio conforme a lo dispuesto en al numeral 5.2, literal
e}, del capitulo quinto del titulo primero de la Circular Unica Ko.10 de 2001.

ALTX CARMENZA :“-!/:- DE VERGEL
Jefe de la divigién de Nuevas Creaclones

El anterior requerimiento fue notificado por fijaciém en 1lista de
fecha

adpuo—“m 207
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